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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a eficdcia dos tratamentos com sulfadiazina,
pirimetamina e acido folinico (SPAF) associados, azitromicina, infusdo de Artemisia
annua e espiramicina na prevencdo da transmissao vertical da toxoplasmose em
Calomys callosus (Rodentia: Cricetidae). Fémeas de C. callosus foram oralmente
infectadas com 20 cistos de Toxoplasma gondii (cepa ME-49) no dia de deteccdo da
rolha vaginal (primeiro dia de gestagdo). O tratamento com azitromicina, infusdo de
A. annua e espiramicina iniciou-se a partir do 4° dia de gestacao e o tratamento com a
associagdo de SPAF a partir do 14° dia de gestacdo e indculo. Placenta e tecidos
embriondrios foram coletados para andlises morfolégica, imuno-histoquimica,
bioensaio e reacdo de PCR do 15° ao 20° dia de gestacdo/indéculo. Ndo foram vistas
alteracdes morfolégicas nos tecidos placentarios e fetais (figado) de fémeas tratadas
com SPAF, azitromicina e espiramicina mas observou-se a presenca de embrides
atrofiados em animais submetidos ao tratamento com infusao de A. annua. Apds os
tratamentos, parasitos foram visibilizados em tecidos placentarios e fetais (figado)
dos animais tratados com SPAF, infusdo de A. annua e espiramicina, porém a
quantidade de imunomarcacdes do parasito foi significativamente menor nesses
animais quando comparados aos nao tratados. Parasitos foram também observados
nos tecidos placentérios dos animais tratados com azitromicina, porém ausentes nos
respectivos embrides e os resultados de bioensaio e PCR confirmaram os dados da
imunohistoquimica. Adicionalmente observou-se imunomarcag¢des para bradizoitas
em tecidos placentarios e fetais de animais tratados com SPAF. Em conclusdo, o
tratamento com azitromicina mostrou-se mais efetivo na inibicao da transmissao

vertical da toxoplasmose em Calomys callosus.

Palavras-chave: Calomys callosus, toxoplasmose congénita, tratamentos.



ABSTRACT

The aim of this study was to verify the efficiency of the treatment with combination
of drugs (sulphadiazine, pyrimethamine, and folinic acid- SPFA), azithromycin,
Artemisia annua infusion and spiramycin on the prevention vertical transmission of
toxoplasmosis in Calomys callosus. Female C. callosus were perorally infected with 20
cysts of Toxoplasma gondii ME-49 strain at the day that a vaginal plug was observed
(1st day of pregnancy -dop). Treatment with azithromycin, A. annua infusion and
spiramycin started at the 4th dop, while the treatment with drug association started at
the 14 dop. Placenta and embryonic tissues were collected for morphological and
immunohystochemical analyses, bioassay and PCR from the 15t to 20t dop. No
morphological changes were seen in the placenta and embryonic tissues from
females treated with SPFA or azithromycin or spiramycin, but embryo atrophy was
observed in animals submitted to A. annua infusion treatment. After treatment,
parasites were observed in the placenta and fetal (brain and liver) tissues of the
animals that were treated with SPFA, A. annua infusion and spiramycin but the
number of parasites was lower than in non-treated animals. Parasites were also
observed in the placenta of the animals treated with azithromycin, but not in their
embryos. Bioassay and PCR results confirmed the immunohistochemical data. In
addition bradyzoite immunostaining was observed in placental and fetal tissues of
the animals treated with SPAF. In conclusion, the treatment with azithromycin has
shown to be more effective to inhibit the vertical transmission of toxoplasmosis in C.

callosus.

Keywords: Calomys callosus, Congenital toxoplasmosis, Treatment.



1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Taxondmicos e epidemiolégicos de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatério (NICOLE;
MANCEAUX, 1908) pertencente ao reino Protista, filo Apicomplexa e familia
Sarcocystidae (REY, 2001), tem potencial para infectar diferentes espécies de
mamiferos e aves (DUBEY; THULLIEZ, 1993; LAVINE; ARRIZABALAGA, 2007). T.
gondii foi descrito em coelhos no Instituto Bioldgico de Sao Paulo (SPLENDORE,
1908) e no Instituto Pauster de Tunis, em um roedor do norte da Africa, o
Ctenodactylus gondi, que originou o nome da espécie (PFEFFERKORN, 1990).

Toxoplasmose, infeccdo causada pelo protozoario T. gondii, constitui uma das
zoonoses mais difundidas no mundo, havendo maior incidéncia em locais quentes,
areas tropicais de baixas latitudes e de clima seco ou regides montanhosas.
Aproximadamente 25% da populacdo humana global encontra-se infectada pelo
parasito (FERREIRA et al., 2004; PETERSEN, 2007; ELSHEIKHA, 2008).

Existem diferencas consideraveis nos niveis de prevaléncia mundiais da
toxoplasmose devido a alguns fatores como: populacdo de gatos existente em
determinada regido, condicdes climaticas, habitos higiénicos e culturais (DEGERLI et
al., 2003, MONTAYA,; LIESENFELD, 2004, BOYER et al.,, 2005), condigdes sdcio-
econdmicas (PETERSEN, 2007) e fatores genéticos do hospedeiro (PEYRON et al.,,
2003; ELSHEIKHA, 2008). A elevada prevaléncia na Franca e Italia é atribuida ao
consumo excessivo de carne crua ou mal cozida e na América Central, assim como
em outros paises em desenvolvimento, a alta prevaléncia da infeccdo deve-se
principalmente as condi¢des socio-econdmicas e ao clima propicio a sobrevivéncia de
oocistos do parasito (ELSHEIKHA, 2008). Nos Estados Unidos estima-se que 16 a
60% das pessoas sdo infectadas, nas Américas Central e do Sul e no continente
europeu a infeccao é estimada em torno de 50 a 80% (JONES et al., 2001; DUBEY,
2004). No Brasil, as pesquisas revelam que 40 a 80% da populagdo é positiva para T.
gondii (KAWAZOE, 2002; ELSHEIKHA, 2008). Na Africa, em locais como a Reptblica

Democratica de Sao Tomé e Principe, a taxa de infeccao é de 75,2%. Na Turquia esse



indice é de 30,1%, no Reino Unido de 9,1% e no México, a prevaléncia é de 6,1 %
(ELSHEIKHA, 2008).

A toxoplasmose geralmente é assintomatica. Entretanto, podem ocorrer
algumas manifestacdes caracteristicas de fase aguda da infecgdo, como febre, mialgia,
astenia, cefaléia e linfadenopatia; apesar de raras é possivel a ocorréncia de encefalite,
hepatite e pneumonia (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005; ELSHEIKHA, 2008). No
entanto, esta doenca é grave em pacientes imunocomprometidos onde infeccoes
assintomaéticas em estagio cronico assumem carater agudo bem como nos casos de
infeccdo congénita (REY, 2001; DUMETRE et al., 2008).

A forma congénita da toxoplasmose se d4 pela transmissao vertical de
taquizoitas de T. gondii através da placenta, podendo ser fatal (CARRUTHERS, 2002;
KRAVETZ; FEDERMAN, 2005; ELSHEIKHA, 2008). Normalmente, essa transmissao
ocorre quando uma mulher grdvida soronegativa é acometida por infeccdo
toxoplasmica primaria (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005; RORMAM et al., 2006). Existe
também a possibilidade da transmissdo vertical caso a gravida cronicamente
infectada apresente algum quadro de imunodeficiéncia (BEAZLEY; EGERMAN,
1998; REMINGTON et al., 2001). Em fetos humanos, a toxoplasmose esta associada a
defeitos congénitos graves quando a infecgdo primdria ocorre no primeiro trimestre
de gestagdo (REMINGTON et al., 2001; DUBEY et al., 2008).

O risco de haver infec¢do fetal, quando a primoinfeccao materna ocorre no
periodo pré-concepcao, é de apenas 1%. Quando a infeccdo é adquirida no primeiro e
segundo trimestres de gestacdo, a probabilidade de transmissdo da doenca para o
feto é de 10 a 25%, enquanto que no terceiro trimestre gestacional é cerca de 60 a 90%
(JONES et al., 2003; MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

A incidéncia mundial da toxoplasmose congénita em humanos é de 1 a 6 para
cada 1000 nascimentos (FREYRE et al., 2006). Segundo Remington e colaboradores
(2001), a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em mulheres gravidas é de 45% na
Africa Central, 51% na Argentina, 54,8% na Austrélia, 63% no Chile e 78% na Bélgica.
Elsheikha (2008) mostra que na Turquia a soroprevaléncia em gestantes é de 30,1%,

na India Ocidental, 57% e na Alemanha, 63,2%.



Uma pesquisa realizada na cidade de Uberlandia-MG, com 805 maes
atendidas em hospitais ptblico e privado demonstrou soroprevaléncia de 51%,
enquanto a incidéncia de toxoplasmose congénita foi de 4,9 a cada 1000 nascidos
(SILVA-SEGUNDQO, 2002) demonstrando a importancia de um programa de triagem
para toxoplasmose no periodo gestacional (SILVA-SEGUNDO, 2002; ELSHEIKHA,
2008; ABDALLAH et al., 2009).

A utilizacdo de modelos experimentais permite o melhor conhecimento da
participacdo funcional de fatores celulares e humorais na toxoplasmose (SIMS et al.,
1988; ROBERTS; ALEXANDER, 1992). Roedores sdo os animais mais estudados como
modelos para toxoplasmose (FERRO et al., 1999; PEREIRA et al., 1999; FERRO et al.,
2002; FERREIRA et al., 2004; JOHANNESSEN et al., 2005).

1.2. Aspectos Morfobioldgicos e ultraestruturais de T. gondii

T. gondii possui forma arqueada, com extremidade anterior afilada e posterior
arredondada. H4 presenca de um ntcleo, de organelas tipicas de células eucariontes
e de uma pelicula externa que consiste de trés membranas: a membrana plasmética, e
mais duas membranas justapostas que formam o complexo da membrana interna. Na
regido anterior do parasito situa-se o aparelho apical, constituido de uma prega
circular da membrana plasmatica, delimitando uma depressao circular central. Sob
esta depressao situa-se uma organela na forma de um cone oco: o conéide. O condide
é constituido por trés anéis de microtabulos, dois microtibulos justapostos situam-se
na regido anterior propriamente dita e o outro situa-se mais posteriormente. Do anel
posterior partem 22 microtibulos que se dispdem de maneira espiral sob o complexo
da membrana interna e se estendem para a regido posterior do parasito. No interior
do condide situam-se as roptrias e micronemas (LERICHE; DUBREMETZ, 1990;
DUBEY et al., 1998; HSU et al., 2006). A secrecao de proteinas induzida por essas
organelas esta intimamente associada com a invasdo de T. gondii a célula hospedeira
(CARRUTHERS, 2006).

Micronemas sao organelas secretoras de moléculas adesivas. Essas organelas

atuam no reconhecimento e na adesdo inicial do parasito aos receptores de superficie



da célula hospedeira (CARRUTHERS, 2002; NEVES, 2005). Onze proteinas de
micronemas ja foram descritas (MIC1 a MIC11). MIC-1, MIC-4 e MIC-6 possuem
propriedade de adesdo celular. J& a proteina MIC-2 estd presente em todos os
estadgios invasivos do parasito e atua no reconhecimento da célula hospedeira
(CARRUTHERS, 2002; SIBLEY, 2004). O padrdao de secrecao de micronemas é
controlado por transdugdo de sinal que ativa vias dependentes de calcio e culmina na
liberagdo do contetdo destas (CARRUTHERS et al, 1999; CARRUTHERS;
BOOTHROYD, 2007).

As roptrias, em namero de 4 a 10 unidades, sao encontradas na regido anterior
do parasito e sdo constituidas por formacdes membranosas de extremidades
dilatadas (LYCKE et al., 1975; BLACK; BOOTHROYD, 2000). Ja foram descritas vinte
e nove proteinas de roptrias (ROP1 a ROP29), elas estdo associadas a internalizagao
do parasito a célula hospedeira. Seu contetdo protéico é liberado durante a invasao
propriamente dita do parasito e na formagdo do vactiolo parasitéforo
(BOOTHROYD; DUBREMETZ, 2008). Isso é feito através da liberacdo de enzimas
proteoliticas que atuam na digestdo de proteinas da membrana celular do hospedeiro
(KIM; WEISS, 2004). Além disso, as roptrias liberam seu contetdo protéico no
citoplasma da célula hospedeira e atuam na formagdo do vactolo parasitéforo
ficando associadas a ele garantindo a natureza ndo fusogénica do vactolo, além de
atuarem no recrutamento de mitocondrias (CARRUTHERS, 2002; SINAI, 2008). A
primeira proteina liberada pelas roptrias a ser identificada foi a ROP-2, que é uma
proteina transmembranica do vactiolo parasitoéforo e fica exposta no citoplasma da
célula hospedeira. A ROP-2 tem participa¢do na associagdo de mitocondrias da célula
hospedeira ao vactolo parasitoéforo (HAJJ et al., 2006). Além disso, as roptrias estao
associadas com a viruléncia de T. gondii. Recentemente demonstrou-se que a ROP18 é
a proteina determinante nas cepas de alta viruléncia (BRADLEY; SIBLEY, 2007).

Além das roptrias e micronemas ha no citoplasma destes parasitos estruturas
envoltas por membranas de contetido elétron-denso. Tais estruturas denominam-se
granulos densos e contém uma familia de glicoproteinas de diferentes pesos

moleculares (GRA1 a GRA10). Uma das funcdes destes granulos é a liberacdo de



glicoproteinas no vacaolo parasitéforo, possibilitando ao parasito evadir da resposta
imune do hospedeiro (CORTEZ et al., 2005, CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007).

O processo de invasao celular de T. gondii é rapido, levando cerca de 15 a 20
segundos, entretanto a acdo sinérgica de um conjunto de fatores é fundamental para
que esse processo se complete. O citoesqueleto do parasito é fundamental para a
motilidade e polarizacdo do mesmo na célula hospedeira. Stokkermans e
colaboradores (1996) demonstraram que quando os microtabulos subpeliculares sdo
rompidos, a forma e a polaridade apical do parasito sdo perdidas. O reconhecimento
parasito-célula consiste no contato inicial do parasito a célula hospedeira por meio de
receptores de superficie, e no contato apical onde serdo liberadas as proteinas
micronemais. Apds o reconhecimento o parasito se adere a membrana plasmatica da
célula e libera o contetido das roptrias que serd seguido pela penetragado ativa do
mesmo por meio de movimentos de rotagao, extrusao e retragdo do complexo apical
(CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007).

No interior da célula hospedeira ocorre a liberagdo do contetido dos granulos
densos. A secrecdo destes granulos é capaz de entre outras acdes, impedir a fusdo de
lisossomos ao vactiolo parasitéforo, garantindo a permanéncia do parasito no

organismo hospedeiro (CARRUTHERS, 2002; CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007).

1.3. Formas infectantes

Existem trés formas evolutivas e infecciosas de T. gondii, taquizoitas em
grupos, os bradizoitas em cistos teciduais e os esporozoitas em oocistos (KAWAZQOE,
2002).

Taquizoita é a forma de proliferacdo rapida do parasito. Possui forma
arqueada ou em crescente, medem aproximadamente 6 pm de comprimento por 2
pm de largura. O polo anterior é mais afilado e compreende o complexo apical
composto por roptrias, micronemas, condide e anel polar. Os taquizoitas sdo
vulnerdveis aos fatores de defesa do hospedeiro produzidos pelo sistema

imunolégico e sdo estudados como alvos preferenciais para a escolha, acdo e



desenvolvimento de medicamentos (GONCALVES; YAMAMOTO, 1997; KIM;
WEISS, 2004; MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Taquizoitas sdo tipicos da fase aguda da infeccao, ndo possuem predilecao por
células ou 6rgaos especificos. Sdo capazes de infectar células fagociticas ou nado
através de um processo que requer energia. Eritrocitos podem ser infectados, no
entanto, nestes o desenvolvimento do parasito ndo ocorre. Apds a invasao na célula
hospedeira, os taquizoitas se multiplicam dentro dos vactiolos parasitéforos a cada 4
horas aproximadamente, formando rosetas. Com a ruptura celular pelo intenso
parasitismo, as formas invadem outras células ou sdo fagocitadas (REMINGTON et
al., 2001).

O termo (bradys= lento em grego) foi empregado por Frenkel (1973) para
descrever o organismo que se multiplica lentamente no interior de uma célula
hospedeira. Alguns taquizoitas, ao penetrarem nas células hospedeiras, proliferam
lentamente desenvolvendo um metabolismo mais lento, formando o cisto tecidual
contendo bradizoitas que morfologicamente diferem pouco dos taquizoitas. Estes
cistos podem atingir 300 pm com até 3000 bradizoitas no seu interior. Os cistos
teciduais sdo freqiientemente encontrados no sistema nervoso central, musculo
cardiaco e esquelético, olhos e figado, podendo persistir no hospedeiro sem causar
nenhum dano, representando reservatorio da infeccdo. A ruptura de elevado ntimero
de cistos é considerada a expressdo de reativacdo da infeccdo com subseqiiente
liberacdo dos bradizoitas e sua diferenciacdo para taquizoitas, que proliferardo na
vigéncia de imunossupressao (REMINGTON et al., 2001).

Oocisto é a forma de resisténcia encontrada no ambiente, a qual contém
esporozoitas, podendo contaminar agua, solo e alimentos (AMENDOEIRA, 1995).
Oocistos contendo esporozoitas representam um estdgio parasitario altamente
infeccioso. Estes sdo excretados nas fezes dos felinos ap6s a reprodugdo sexual no
intestino desses animais (KASPER; BOOTHROYD, 1993) e liberados ainda imaturos
(bilhoes diariamente) junto com as fezes. Os oocistos nao esporulados sdo ovais e
depois de esporulados ou maduros sao elipticos e medem de 11 a 14 pm.
Dependendo da temperatura e oxigenacdo, a esporulacdo ocorre em dois ou trés dias,

podendo permanecer vidveis por meses ou anos, conforme condicdes de temperatura



(-20°C a 37,5°C) e umidade (REMINGTON et al., 2001; MONTOYA; LIESENFELD,
2004).

1.4. Ciclo biolégico

O ciclo biolégico de T. gondii se processa em duas fases distintas: assexuada e
sexuada. Os felideos dos géneros Felis e Lynx sdo os hospedeiros definitivos porque
apresentam a etapa assexuada (merogonia) e uma sexuada (gamogonia) do ciclo. Ja
os outros animais, como mamiferos e aves, possuem apenas o ciclo assexuado do
parasito e sdo considerados hospedeiros intermediarios de T. gondii (DUBEY et al.,
1998; NEVES, 2005).

Os felideos podem se contaminar ao ingerir cistos teciduais contendo
bradizoitas, oocistos maduros ou taquizoitas, iniciando a fase enteroepitelial do ciclo
no epitélio do intestino delgado desses animais (NEVES, 2005). Esses sao os tinicos
animais capazes de eliminar oocisto de T. gondii nas fezes. Essa eliminagdo ocorre de
3 a 10 dias apo6s a ingestao de cistos teciduais, 18 dias apds ingestdo de oocistos e 13
dias apds ingestdo de taquizoitas. Quando hd ingestdo de taquizoitas ou oocistos
cerca de 30% dos gatos passam a eliminar oocistos, no entanto, aproximadamente
100% dos gatos passam a eliminar oocistos apds ingerirem cistos teciduais (DUBEY et
al., 1998; ELSHEIKA, 2008).

O ciclo induzido pela ingestdao de bradizoitas é o melhor conhecido. Apés a
ingestdo de cistos teciduais pelos felideos, inicia-se a fase assexuada do ciclo. A
parede do cisto é digerida por enzimas proteoliticas no estomago desses animais,
promovendo a liberagdo de bradizoitas que penetram nas células do intestino. Nas
células epiteliais do intestino, ha o inicio da etapa assexuada do ciclo, na qual os
parasitos comecam a se multiplicar através do processo de endodiogenia
(merogonia). Ha entdo a formacgdo de merozoitos no interior do vactolo parasitéforo,
esse conjunto recebe o nome de esquizonte maduro (DUBEY et al., 1998; DUBEY,
2004).

A etapa sexuada do ciclo se inicia quando ocorre o rompimento da célula

infectada com consequente liberagdo dos merozoitos. Estes penetram em outras



células epiteliais e se transformam em formas sexuadas masculinas e femininas, que
ap6s a maturacdo formam os gametas femininos imoéveis (macrogametas) e
masculinos moéveis (microgametas). Os microgametas saem das células e fecundam o
macrogameta, presente em outras células. Depois da fertilizacao hd formagao de uma
parede externa envolvendo o zigoto, dando origem ao oocisto imaturo que é liberado
para o meio junto com as fezes dos felideos (DUBEY, 1998, NEVES, 2005). No
ambiente com condi¢des ideais de temperatura e umidade tornam-se esporulados,
infectantes (NEVES, 2005).

Os hospedeiros intermedidrios, como o homem, por exemplo, adquirem a
infeccdo pela ingestao de oocistos presentes em agua e alimentos contaminados, pela
ingestdo de cistos teciduais presentes em carnes cruas ou mal cozidas, pela ingestao
de taquizoitas que podem estar presentes em liquidos biolégicos (saliva, leite,
esperma); ou ainda, transplantes de 6rgaos e infecgdes transplacentarias (FERREIRA;
AVILA, 2001; MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Ocorrendo o contato com o parasito,
este sofre intensa multiplicacdo e penetra em varias células do hospedeiro, local onde
o parasito forma o vactiolo parasitéforo e se multiplica por endodiogenia formando
novos taquizoitas. Estes rompem as células parasitadas e infectam outras células
(NEVES, 2005).

O ciclo completo de T. gondii estd representado no esquema que se segue,

modificado de Dubey et al. (1998).
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1.5. Linhagens Clonais de T. gondii

O genoma de T. gondii é hapléide, exceto durante a fase de reproducdo
sexuada que ocorre no interior das células intestinais de seus hospedeiros definitivos,
contendo cerca de 8 x 107 pares de nucleotideos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). A
maioria dos isolados identificados na Europa e América do Norte pertence a um dos
trés gendtipos, Tipo L, II ou III. A diferenca genética entre essas linhagens clonais é de
aproximadamente 1% de seus genes. Andlises genéticas detalhadas evidenciam que a
variacdo génica dentro de cada gendtipo de T. gondii é extremamente rara
(BOOTHROYD; GRIGG, 2002). Entretanto, ha um aumento no namero de cepas
descobertas que nao pertencem a estes trés genétipos. Essas cepas sdo denominadas
recombinantes ou exdticas pelo fato de seus genodtipos serem diferentes ou por
representar uma mistura dos trés gendtipos existentes. Estudos demonstraram
abundancia de cepas recombinantes em pacientes com retinocoroidite no Brasil
(BOOTHROYD; GRIGG, 2002; PETERSEN, 2007) apresentando correlacdo entre o

genotipo de T. gondii e as manifestagdes da doenca em humanos (SAEI]J et al., 2005).
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Diferencas nos padrdes de viruléncia e epidemiologia sdo observadas nas trés
linhagens clonais. Linhagens do tipo I, como a RH, CAST e VEL sdo altamente
virulentas para camundongos, linhagens do tipo II, como a ME49 sio menos
virulentas, podendo causar mortalidade dependendo da carga parasitiria e da
resposta imune do hospedeiro. As linhagens do tipo III, como a VEG, sdo
consideradas moderadamente virulentas. Em geral, as linhagens do tipo II sdo
cistogénicas, enquanto as linhagens tipo I possuem capacidade reduzida de formar
cistos em cultura de células ou em animais infectados (BOOTHROYD; GRIGG, 2002;
KIM; WEISS, 2004; SAE]] et al., 2005). Em humanos, linhagens clonais do tipo II sdo
mais comumente isoladas de infecgdes cronicas e congénitas na Europa, enquanto
que linhagens isoladas de pacientes com toxoplasmose ocular na América do Sul sao
predominantemente do tipo I e linhagens do tipo III sdo mais comumente isoladas de
animais (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; PETERSEN, 2007).

A cepa RH foi isolada em 1939 de uma crianga com quadro letal de encefalite
toxoplasmica (HOWE; SIBLEY, 1994). Esta cepa, em camundongos, é letal mesmo
com dose minima de taquizoitas (BOOTHROYD; GRIGG, 2002). Ratos Sprague-
Dawley infectados com 1x10¢ taquizoitas desta cepa permanecem clinicamente
normais, enquanto camundongos Swiss inoculados com apenas um taquizoita
podem morrer de toxoplasmose aguda (FRENKEL, 1973; DUBEY et al., 1998).

A cepa ME-49 foi originalmente isolada da musculatura de carneiro em 1965.
E cistogénica e de baixa viruléncia (SUZUKI et al., 1988). Em camundongos BALB/c
a cepa ME-49 produz cistos que sdo, particularmente, evidentes no cérebro. O
aparecimento de cistos é comum na fase cronica da infeccdo que persiste por toda a
vida destes animais. Por outro lado, camundongos C57BL/ 6 infectados com a mesma
cepa desenvolvem uma meningoencefalite progressiva com elevada taxa de
mortalidade apds doze semanas de infeccao (GAZZINELLI et al.; 1993). Pereira et al.
(1999) mostraram que Calomys callosus, roedores da familia Cricetidae, sao resistentes
a esta cepa permitindo estudos sobre a transmissdo vertical da toxoplasmose nestes

animais.
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1.6. Patogenia, resposta imune e diagnoéstico da toxoplasmose

Z

A toxoplasmose é considerada um problema de satde publica, pois
desenvolve quadro preocupante em pacientes imunocomprometidos e em casos de
infeccdo congeénita. Excluindo tais ocasides, a doenca geralmente cursa de forma
assintomadtica ou benigna (JEFFREY et al., 2005; DUMETRE et al., 2008).

O curso da doenca se d4 em dois estagios: fase aguda e fase cronica. Na fase
aguda, taquizoitas se multiplicam rapidamente e invadem novas células. As
manifestacdes clinicas desta fase variam entre febre, dor de garganta, linfadenopatia,
mialgia, astenia, cefaléia e coriorretinite. J& na fase cronica, devido a agdo da
imunidade adaptativa, a resposta imunolégica do hospedeiro ao parasito torna-se
mais eficaz. O individuo pode ndo apresentar sintomas clinicos. Em pacientes
imunocomprometidos (HIV positivos, pacientes em tratamento quimioterdpico,
individuos transplantados ou individuos com doengas auto-imunes) a manifestagdo
da doenca quase sempre ocorre como resultado da reativacio de cistos pré-
existentes. Neste contexto, os bradizoitas voltam ao estdgio de taquizoitas, podendo
levar o paciente a 6bito (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; MENZIES et al., 2008).

A transmissdo vertical da toxoplasmose ocorre em 20 a 50% dos casos de
primo infeccdo materna (JONES et al., 2001, ELSHEIKA, 2008). Criangas infectadas
podem apresentar microcefalia, hidrocefalia, calcificacdo intracranial e coriorretinite,
além de retardamento mental e psicomotor (MONTOYA; LIESENFELD, 2004;
JOHANNESSEN et al., 2005; ELSHEIKA, 2008).

Estudos experimentais em diferentes espécies de roedores revelaram que os
mecanismos de transmissao e intensidade das lesdes resultantes de toxoplasmose
congénita dependem do tempo de gestacdo do animal infectado, do sitio de infeccao
e da cepa do parasito (ZENER et al., 1993; FERRO et al., 1999; FERRO et al., 2002;
GRUJIC et al., 2005).

A principal resposta protetora contra T. gondii da-se através da resposta imune
celular. Apods a interacdo com antigenos parasitarios, macréfagos atuam como células
efetoras e apresentadoras de antigenos. Como efetoras, macréfagos inibem a

replicacao parasitdria pela producdo de intermedidarios reativos do oxigénio (ROI) e
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do nitrogénio (RNI), tais como 6xido nitrico (NO), que bloqueiam o metabolismo do
parasito, impedindo assim sua sobrevivéncia. Macréfagos ativados secretam altos
niveis de fator de necrose tumoral (TNF-a), que possui atividades microbicidas
(HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; MENZIES et al., 2008; MILLER et al., 2009). Como
células apresentadoras de antigenos produzem interleucina-12 (IL-12) em resposta a
alguns antigenos liberados por taquizoitas, essa interleucina estimula células NK
(Natural Killers) a produzir e secretar altos niveis de Interferon-y (IFN-y), o qual
induz a diferenciagdo de linfécitos T CD4* na subpopulagao Thl produtora de IL-2 e
IFN-y. Elevados niveis de IFN-y estimulam macréfagos e células dendriticas a
liberarem mais IL-12, amplificando assim a resposta imune. IL-12 estimula também a
producao IFN-y por linfécitos T CD8*. Além disso, essas células apresentam
atividade citotéxica, o que leva a lise de células infectadas com conseqiiente liberacao
de taquizoitas. Esses por sua vez, ficam acessiveis a outros mecanismos da resposta
imune, tais como anticorpos, sistema complemento, macréfagos ativados e células
NK (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; ALIBERTI, 2005;
MENZIES et al., 2008; MILLER et al., 2009).

A resposta imune proé-inflamatoria, caracterizada por um perfil Thl, é efetiva no
controle de taquizoitas, entretanto, ela pode ser danosa ao hospedeiro, devido
principalmente a alta producao de IFN-y que lesa os tecidos infectados. Desse modo,
é necessdria a acdo de mecanismos imunomoduladores para o estabelecimento de um
balango entre um perfil de resposta Th1 e Th2. Esse balanco é mediado por IL-10, que
é produzida por alguns tipos celulares em locais com alta carga parasitaria. IL-10
apresenta efeitos inibitérios sobre a producao de IFN-y por células NK e linfécitos T,
sobre macrofagos ativados, sobre a diferenciacdo de clones Th1l de células T e sobre a
producdo de IL-12 por macréfagos e células dendriticas. Estudos demonstram que
camundongos deficientes em IL-10 ndo conseguem controlar a infeccdo e morrem
durante a fase aguda, provavelmente devido a acentuada resposta inflamatéria que
ocorre principalmente no figado e no intestino delgado, em virtude da producdo
descontrolada de TNF-a e IFN-y (GAZZINELLI et al., 1996; MILLER et al., 2009).

As células NK sao importantes na defesa contra T. gondii, uma vez que

promovem a lise do mesmo (ABOUT-BACAR, et al., 2004). Combe (2005), utilizando
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camundongos C57BL/6 demonstrou que na auséncia de células TCD4*, ha maior
producao de células NK que promovem a indugdo de células TCD8* em resposta ao
parasito.

Os mastocitos também exercem protecdo contra T. Goldie pois liberam
histaminas, proteases, acido aracdonico e varias citocinas como IL-1, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-16 e fator de necrose tumoral (TNF-a). Estes mediadores
sdo sintetizadas ou algumas ja estdo estocadas para serem liberadas imediatamente
ou secretadas pelos mastdcitos cerca de uma hora apés o contato com o antigeno
(FERREIRA et al., 2004).

Durante a gestacdo as funcdes fisiologicas maternas também sdo bastante
alteradas. Muitos hormonios, mais notavelmente estrégenos e progesterona, estdo
amplamente aumentados; esta condicdo gera alteracdes no balanco de citocinas de
perfil Th1/Th2 com tendéncia a um perfil Th2 (ROBERTS et al., 2001, MENZIES et
al., 2008; MILLER et al., 2009).

Em murinos, citocinas que caracterizam o perfil Th2 estdo associadas ao
sucesso da implantagdo embriondria e a supressao de respostas inflamatérias locais
(ABOUT-BACAR et al., 2004; MILLER et al., 2009).

A influéncia hormonal no sistema imunolégico, para evitar a rejeicdo do
feto, pode potencializar a infeccdo parasitiria (ROBERTS et al., 2001).
Progesterona favorece um padrdo de producdo de citocinas Th2; a relaxina
produzida pelo corpo lateo favorece o perfil Thl e o B estradiol que em altas
concentragoes favorece a produgao de IL-10 e, em baixas concentragdes, a de IFN-

v (ENTRICAN, 2002; MILLER et al., 2009).

Em camundongos, a ativacdo de macréfagos por IFN-y, em presenca de co-
estimuladores, como LPS (lipopolissacarideos) ou TNF-o0, é necessaria para
induzir a atividade citotoxica de macréfagos contra T. gondii (SIBLEY et al., 1993).

O papel funcional de IFN-y na interface materno-fetal é intrigante. Quando
camundongos infectados por T. gondii recebem IFN-y se observa uma melhora no
quadro da infeccdo sistémica (McCABE et al.,, 1984; SUZUKI et al., 1988);
entretanto, ocorre aumento na infeccdo placentaria e fetal (ABOUT-BACAR et al.,

2004). Adicionalmente, linhagem de células trofoblasticas humana (BeWo) ¢é
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incapaz de controlar a infeccdo por T. gondii, mesmo quando tratada com IFN-y
(OLIVEIRA et al., 2006; BARBOSA et al., 2008).

A pressio da resposta imune do hospedeiro exercida sobre o parasito
promove a formacao de cistos teciduais. O aparecimento de bradizoitas marca o
inicio da fase cronica da infec¢do quando a replicagio do parasito diminui
drasticamente. Cistos teciduais sdo “virtualmente invisiveis” ao hospedeiro desde
que exista pequena ou nenhuma evidéncia de inflamacdo ou células imunes
infiltradas. A reativagdo da laténcia da infeccdo pode ocorrer em uma variedade de
tecidos, inclusive no sistema nervoso central onde a replicagdo do parasito pode
conduzir a encefalite toxoplasmica (CARRUTHERS, 2002), o que torna o diagnostico
precoce de fundamental importancia na maioria dos casos de toxoplasmose.

Anticorpos IgM e IgG sdo essenciais no diagnoéstico da toxoplasmose (GROSS
et al.,, 2004; PETERSEN, 2007). Em humanos infectados, a resposta humoral pode ser
detectada precocemente. O diagndstico da toxoplasmose é feito, principalmente, por
testes sorologicos como por exemplo o teste ELISA (Enzyme-linked Immunosorbet
Assay) que é uma reacdo imunoenzimatica quantificada através da reacdo enzima-
substrato. Estes sdo realizados tendo como objetivo a detecgdo de anticorpos IgG e
IgM, que sdo importantes marcadores sorolégicos para diagnosticar a fase da doenga
(GROSS et al., 2004; PETERSEN, 2007). Anticorpos IgG geralmente surgem duas
semanas apos a infeccdo, com picos entre a 6* e 8 semanas (CAMARGO et al., 1991,
MONTOYA; LIESENFELD, 2004) persistindo no corpo indefinidamente como
maturacdo da resposta imunolégica, onde este anticorpo passa a apresentar alta
avidez (ROITT et al., 2003; SUKTHANA, 2006; ABDALLAH et al., 2009).

O diagnéstico durante o periodo gestacional é realizado pela deteccdo de IgM
especifico materno ou por soroconversao durante a gestacdo. Com realizacdo de
técnicas de maior sensibilidade para deteccdo de IgM e/ou IgA, tais como ELISA de
captura e ELISA-avidez, cuja sensibilidade atinge até 95% onde observa-se a
persisténcia de IgM por periodos maiores que um ano. Na presenca de IgM
especifica na primeira triagem da gestante, acompanhada da presenca de IgG, tem-se
a dificuldade na determinacdo da época provével da infeccdo materna e se o

tratamento é ou ndo recomendavel. Recomenda-se a realizacdo do perfil sorolégico
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para toxoplasmose no inicio da gestagdo com a repeticdo dos exames durante todo o
periodo gestacional (ASHUBURN et al., 1998; BOYER et al., 2005, PETERSEN, 2007;
ELSHEIKHA, 2008).

Técnicas utilizadas para inferéncia no diagnoéstico da infeccdo fetal, devem ser
aquelas que detectam quantidades minimas de IgM e IgA e que ndo sofram
influéncia da presenca de IgG materna decorrente da passagem transplacentaria
(LYNFIELD et al., 1999). Outras técnicas como “Western-Blot”, PCR (Polymerase Chain
Reaction) em liquido amni6tico para deteccdo de DNA do parasito sdo padrdo ouro
para o diagnoéstico da infeccdo fetal (ANDRADE et al., 2001, ABDALLAH et al.,,
2009).

O tratamento da infeccdo congénita para criancas iniciado na vida intra-uterina
ou nos primeiros meses de vida, é capaz de reduzir a frequéncia e severidade de

sequelas tardias (RORMAN et al., 2006; ABDALLAH et al., 2009).

1.7. Terapéutica da Toxoplasmose

Uma droga ideal para o tratamento da infeccdo por T. gondii deve apresentar
penetracdo efetiva, propriedades parasiticidas contra os diferentes estagios do
parasito, distribuicdo nos sitios principais de infeccdo fetal e total isencao de
toxicidade fetal e de efeitos teratogénicos. No entanto, nenhuma droga atualmente
utilizada no tratamento humano da toxoplasmose apresenta todos esses critérios
(DEROUIN et al., 2000; ELSHEIKHA, 2008).

As drogas utilizadas no controle da toxoplasmose podem ser agrupadas nas
seguintes categorias:

Antagonistas de Folato: Essas drogas inibem a sintese de enzimas que
participam da via da sintese de folato, impedindo a duplicacdo do DNA celular em
estagio agudo da infeccdo. Nesse grupo estdo incluidas as drogas pirimetamina,
trimetropim e sulfadiazina, que possuem efeito sinérgico. O uso combinado de
pirimetamina e sulfadiazina é aprovado como tratamento de escolha para a
toxoplasmose desde 1950. Seu uso combinado é oitenta vezes mais efetivo que a

utilizagcdo das drogas separadamente. Entretanto, a sulfadiazina ndo é bem tolerada
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pelo organismo, apresentando efeitos adversos, principalmente supressdao de
atividade da medula 6ssea (PETERSEN, 2007). Além de ser necessdria a concomitante
administracao de 4cido folinico, principalmente em pacientes gravidas (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; MARTINS-DUARTE et al., 2006).

Macrolideos: apresentam efeito toxico ao parasito através da ligacdo a
aglcares e inibem a sintese protéica do parasito. Os macrolideos mais comuns
utilizados contra a toxoplasmose sdo espiramicina, clindamicina e a azitromicina que
estd em fase de estudo (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). A espiramicina possui
atividade toxoplasmicida intracelular e capacidade de atravessar a barreira
placentéaria. Entretanto ndo é indicada para o tratamento da toxoplasmose ocular,
sendo a clindamicina o tratamento de escolha para esse caso. A clindamicina é
utilizada combinada a pirimetamina em pacientes que sdo sensiveis a sulfadiazina
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ABDALLAH et al., 2009).

Hidroxinaftoquinonas: sdo drogas muito usadas no controle de parasitos do
género Plasmodium e os efeitos t6xicos ao parasito sdo devido a inibicdo do citocromo
bcl que é um receptor de elétrons de diversas vias metabdlicas e doa esses elétrons
para o citocromo c (inibem a cadeia respiratéria do parasito). A principal droga
pertencente a essa classe é a Atovaquone, que é uma hidroxynaphthoquinone.
Estudos em camundongos indicam que essa droga pode ter efeito sobre cistos
teciduais de Toxoplasma (FERREIRA et al., 2006; PETERSEN, 2007), representando
assim, um alvo potencial em estudos que visam a reducdo da recorréncia da doenga.
Contudo ndo podem ser utilizados em mulheres gravidas devido aos potentes efeitos
nocivos ao embrido. Dessa forma é indicada no tratamento de pacientes
imunocomprometidos cronicamente infectados (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

Fluoroquinolonas: impedem a proliferacao do parasito devido a inibigdo de
enzimas envolvidas na replicacdo do DNA. Gatifloxacina e travafloxacina sdo duas
fluoroquinolonas que mostram efeitos no tratamento experimental contra T. gondii
(HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

Corticosterdides: sao drogas que inibem a resposta imune do hospedeiro,
podendo assim diminuir uma alta resposta inflamatoéria gerada pelo parasito, porém,

o uso de corticosterdides deve ser utilizado com cautela (KATZUNG, 2006).



17

1.7.1. Uso de medicamentos no periodo gestacional

A maioria dos farmacos administrados as gravidas tém a capacidade de
transpor a placenta e expor o embrido em desenvolvimento a seus efeitos
farmacolégicos e/ou teratogénicos. A utilizacdo de farmacos nesse periodo pode se
dar por necessidade de tratamento materno (mdes que adquirem infeccdo nesse
periodo) ou por necessidade da terapia fetal (impedir ou amenizar a transmissao
vertical de algum patégeno, por exemplo) (BRIGGS et al., 2002).

Os fatores criticos que influenciam a transferéncia placentaria das drogas e os
seus efeitos sobre o feto incluem: (1) as propriedades fisico-quimicas da droga; (2) a
velocidade com que o fadrmaco atravessa a barreira placentdria e a quantidade que
alcanga o feto; (3) a duracdo de exposicdo ao farmaco; (4) as caracteristicas de
distribuicdo da droga em diferentes tecidos fetais; (5) o estagio de desenvolvimento
placentario e fetal por ocasido da exposicdo ao medicamento; (6) os efeitos de
farmacos utilizados em associacdo (KOREN et al., 1998).

Em infeccdo priméria de gestantes, o tratamento de escolha é iniciado com a
administracdo de espiramicina e posteriormente a associagdo de pirimetamina e
sulfadiazina com administracdo concomitante de acido folinico (PETERSEN, 2007;
ABDALLAH et al., 2009).

O quadro a seguir demonstra indicacdes de tratamento para a infecgdo por T.
gondii em mulheres gestantes em diferentes estagios da infeccdo, bem como indicacao

de tratamento para toxoplasmose congénita (REMINGTON et al., 2001).
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Quadro 1. Guia para o tratamento da infecgdo por T. gondii em mulheres gestantes e
em infeccdo congénita de acordo com Remington e colaboradores, 2001.

Manifestacao da Infeccao Medicacao Dosagem Duracao da Terapia

1 g/kg de peso
Toxoplasmose materna aguda Espiramicina corporal a cada 8h
antes das refeicoes

Até infeccdo fetal
documentada ou
excluida até

50 mg/kg de peso 21semanas, se
Pirimetamina corporal duas vezes ao documentada,
R dia durante 2 dias alternando
mensalmente com
o 75 mg/kg por 2 dias pirimetamina, 4c.
Infeccdo fetal confirmada Sulfadiazina dividido em 2 doses |folinico e sulfadiaziana
e
10-20 mg/kg de peso | Durante uma semana
Acido Folinico corporal apds tratamento com

diariamente pirimetamina

A seguir, as caracteristicas gerais de alguns farmacos utilizados ou em fase de

estudo para o tratamento da toxoplasmose congénita:

1.7.2. Espiramicina

Caracterizam-se por apresentar um anel de lactona macrociclico (contendo em
geral 14 a 16 atomos de carbono) ao qual se ligam agticares. Essa droga atua inibindo
a sintese protéica do parasito (REMINGTON et al., 2001, KATZUNG, 2006).
Geralmente reduz a transmissao materno-fetal do parasito sendo bem tolerada com
efeitos ao feto ainda ndo elucidados (GRUJIC et al., 2005). Este composto é
freqiientemente utilizado em varios tipos de infeccdes sendo produzido
principalmente por certas linhagens de Streptomyces ambofaciens na Europa e por
Streptomyces spiramyceticus na China (LIN-ZHUAN et al., 2007); esta droga pode
também ser usada no tratamento de infec¢des do sistema respiratério e genito-
urindrio bem como em criptosporidiose (SHI et al., 2004), além de possuir grande
atividade contra patégenos como Helicobacter pylori (HUEBRA et al.,, 2004). Nos

Estados Unidos é usada como agente subterapéutico para melhorar as taxas de
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crescimento e alimentacdo de frangos, bem como no controle de doencas
respiratdrias causadas por micoplasmas (LIN et al., 2007).

Quando apenas a mae é infectada, indica-se o tratamento com espiramicina
(REMINGTON et al., 2001; KATZUNG, 2006). A espiramicina atravessa a barreira
placentéaria sendo capaz de retardar a transmissao da doenga, promovendo redugao
na severidade da infeccao fetal (REMINGTON et al., 2001). No entanto, ainda ndo sao
elucidados os efeitos desse medicamento em fetos (GRUJIC et al., 2005; ELSHEIKHA,
2008). E utilizada em muitos paises da Europa, especialmente na Franca assim como
na Asia e América do Sul (RORMAN et al., 2006). Por ser um antibiético do grupo

N

dos macrolideos, possui espectro antibactericida comparavel a eritromicina
(REMINGTON et al., 2001).

Estudo realizado por Foulon e colaboradores (1999) demonstrou reducao de
60% no risco total da transmissdo fetal utilizando espiramicina no tratamento de
maes infectadas por T. gondii durante a gravidez. A reducdo no risco de infeccao
congénita obtida numa série de 746 mulheres com infeccao aguda na gravidez foi
atribuida a introdugao do tratamento com espiramicina no inicio da gravidez e sua
continuacdo até o parto; Entretanto, alguns estudos ndo obtiveram o mesmo indice
de sucesso (GRU]IC et al., 2005; LEFEVRE-PETTAZZONI et al., 2007). Similarmente a
maioria das drogas anti-T. gondii, a espiramicina atua somente nas formas taquizoitas
do parasito (GRUJIC et al., 2005) e apesar de reduzir a frequéncia da transmisséo da
doenga, esse medicamento ndo altera a patologia da infeccdo fetal. Sendo assim, é
necessario, a partir da décima oitava semana de gestagdo, iniciar o tratamento com

sulfonamidas e pirimetamina (REMINGTON et al., 2001; ELSHEIKA, 2008).

1.7.3. Sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico

A sulfadiazina é um derivado das sulfonamidas que podem ser consideradas
derivadas de sulfanilamidas, por substituicdo de um atomo de hidrogénio do grupo
amino, sulfamido, ou ambos. Em sua maioria, as sulfonamidas disponiveis
atualmente sdo derivadas da sulfanilamida contendo ntcleos heterociclicos na

posicao N4. Quanto as propriedades fisico-quimicas, as sulfonamidas apresentam-se
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em forma de sélidos brancos, cristalinos, hidrossoltveis, podendo ser administradas
via oral, parenteral, retal ou tépica. Uma vez absorvidas, se distribuem por todos os
tecidos e liquidos do organismo podendo ser encontradas variadas concentragdes
destes farmacos na bile, sucos digestivos, liquido pleural. Atravessam facilmente a
placenta, atingindo a circulagdo fetal e, em menores quantidades, o leite materno. A
atividade farmacodinamica deste medicamento se deve ao fato de serem analogos
estruturais do acido p-aminobenzoéico (PABA). Através da inibicdo competitiva, as
sulfonamidas impedem a incorporacdo do acido p-aminobenzéico durante a
biossintese do acido diidropteréico, funcionando dessa forma como antimetabdlito.
A aplicacdo clinica desse antimetabélito fundamenta-se em sua toxicidade seletiva
sendo mais téxico para o microorganismo que para o homem (SILVA, 1998).

A enzima diidrofolato-redutase (DHFR) é um alvo classico na quimioterapia
antiparasitaria, bastante utilizada no combate a protozoarios como Plasmodium sp e
T. gondii. A pirimetamina atua inibindo ativamente a DHFR nesses animais
(GOOLDMAN; GILMAN, 2001).

As enzimas DHFRs convertem o acido diidrofélico em 4cido tetraidrofélico,
um processo que leva a sintese de purinas e, por fim, de DNA. A pirimetamina
quando administrada juntamente com as sulfonamidas, produz bloqueio seqtiencial
dessa etapa metabdlica, resultando em aumento acentuado (sinergismo) da atividade
de ambos os farmacos (KATZUNG, 2006).

O uso da pirimetamina freqiientemente estd associado a outros farmacos
principalmente no tratamento da malaria, evitando assim o aparecimento de
resisténcia. Atua como inibidor da biossintese dos acidos nucléicos. Entretanto, é
pouco empregado na terapéutica por ser altamente tdxico, pois interage
indistintamente com os processos bioquimicos tanto do parasito quanto do
hospedeiro. A pirimetamina é absorvida lentamente no trato gastrointestinal, e ap6s
absorcao, liga-se, em alta proporcado, as proteinas plasmaticas, sendo parcialmente
biotransformado em diversos metabdlitos. E distribuido para varios o6rgaos
concentrando-se sobretudo nos rins, figado, pulmao, baco e células sanguineas. Pode
ser excretado nas fezes, urina e até no leite materno (SILVA, 1998; KATZUNG, 2006).

A pirimetamina pode ser teratogénica e por isso seu uso nao é recomendado durante
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os primeiros meses de gravidez (BRAZ et al., 1999; DEGERLI et al., 2003). Produz
efeitos adversos previsiveis de um farmaco antifolato, em particular a supressao da
medula o6ssea, podendo ocasionar anemia megalobléstica, leucopenia e
granulocitopenia (KATZUNG, 2006). Embora ja existam outros medicamentos com
reconhecida atividade anti-Toxoplasma como a clindamicina, o sulfametazol-
trimetropin e a espiramicina, nenhum tem a eficicia da combinacdo formada por
sulfadiazina e pirimetamina. Apesar de ndo possuirem ac¢do contra cistos do parasito
podem ser prescritos em situagdes especificas (BRAZ et al., 1999; JONES-BRANDO et
al., 2003; SYROCOT et al., 2007).

O efeito teratogénico da pirimetamina pode ser inibido através da
administracdo de 4cido folinico em gestantes agudamente infectadas (SILVA, 1998;
REMINGTON et al., 2001; KATZUNG, 2006).

O 4cido folico, também conhecido como acido pteroil-glutamico e folacina, é
amplamente distribuido nos alimentos. Apresenta-se como um po cristalino amarelo
pouco soltivel em 4gua, insoltvel em &lcool, acetona, benzeno e éter. E facilmente
absorvido pela mucosa duodenal. Apds absorcdo, o acido transforma-se em
coenzimas ativas que se distribuem pelos diferentes 6rgaos, concentrando-se
principalmente no figado, convertendo-se em acido folinico, processado através da
urina e fezes. Este participa da constituicdo de véarias enzimas que funcionam como
catalisadoras monocarbonicas utilizadas nas reagdes de metilacdo (SILVA, 1998).

Em casos de infeccdo fetal, é indicada a combinacao das drogas sulfadiazina-
pirimetamina e &cido folinico (JONES-BRANDO, 2003; GRUJIC et al., 2005;
JOHANNESSEN et al., 2005). O uso desta associacao de drogas pode reduzir o risco
de toxoplasmose congénita em até 70%, pois estes antibidticos agem sinergica e
eficientemente, cruzam a barreira placentaria e previnem a progressao dos danos ao
feto (GAGNE, 2001; BOYER et al., 2005).

Diante da potencial gravidade das manifestacdes da toxoplasmose e
conseqiiente defeitos congénitos, necessario se faz a busca de farmacos que visem
minimizar possiveis defeitos fetais. Entretanto, igualmente preocupante sdao os
possiveis efeitos colaterais ocasionados pelas drogas tanto para a gestante quanto

para o feto, particularmente a pirimetamina pelo seu potente efeito teratogénico
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(BRAZ et al.,, 1999; DEGERLI et al., 2003). Isso torna necessario o desenvolvimento e
teste de novas drogas que visem atuar em pacientes imunocompetentes durante a
primoinfec¢do materna.

Além das drogas preconizadas no tratamento da toxoplasmose, outros
medicamentos estdo sendo pesquisados para o tratamento da toxoplasmose, dentre
elas, artemisinina que é um derivado da planta Artemisia annua, composto
comumente utilizado no tratamento da malaria (SARCIRON et al., 2000; DUNAY et
al., 2004; FERREIRA et al., 2006; JONES-BRANDO et al., 2006) e a azitromicina que
apesar de apresentar bons resultados para o tratamento da toxoplasmose em
camundongos (BRAZ et al., 1999; DEGERLI et al., 2003), ainda nao ¢é utilizada em

humanos.

1.7.4. Artemisia annua L.

Artemisia annua ou Qinghao é uma erva prépria da vegetacdo de estepes na
China, também encontrada em paises como Australia, Argentina, Franca, Bulgaria,
Hungria, Italia e USA (HEEMSKERK et al.,, 2006). Taxonomicamente pertence a
familia Asteracea, cujas plantas sdo utilizadas na medicina popular, como Artemisia
vulgaris L. e Calendula officinalis, usadas no controle de verminoses, e Achillea
millefolium L., usada em problemas estomacais (LANS et al., 2007).

O uso da infusdo aquosa de A. annua para tratar febres da malaria é uma
pratica antiga (datando aproximadamente do ano 150 A.C.), mas somente em 1972
seu principal composto ativo, artemisinina ou Qinghaosu, foi isolado e
subsequentemente diversos derivados desta (OU-YANG et al., 1990).

A artemisinina é um dos principais compostos presente na infusdao de folhas e
flores de espécies arbustivas do género Artemisia, sendo encontrada em maior
quantidade na espécie A. annua L. (HSU et al., 2006). Constitui-se por um lactona
trioxano sesquiterpénico, possuindo ainda em sua estrutura uma endoperoxidase (C-
O-0O-C) que é tnica entre as drogas anti-maldricas e é essencial para sua atividade

(AGTMAEL et al., 1999). A lactona pode ser reduzida com borohidrido de sédio
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resultando na formacdo de dihidroartemisinina, um dos derivados de artemisinina
(DHINGRA et al., 1999; KRISHNA et al., 2009).

Apesar da importancia dada a artemisinina, esse composto ndo é o tnico
presente em extratos de A. annua, sendo existentes também metabdlitos secundarios
como sesquiterpenos, flavanéides, cumarinas, esteréides e compostos alifaticos. A
combinagdo e acdo conjunta de todos esses constituintes promove o efeito sinérgico
que é responsavel pelas atividades antibacterianas, antiinflamatoérias e antitumorais
do extrato, como ja demonstram alguns estudos (BHAKUNI et al., 2001; BILIA et al.,
2006; KRISHNA et al., 2009).

Tanto a artemisinina quanto seus derivados semi-sintéticos sofrem rédpida
absorcdo gastro-intestinal e sdo primeiramente metabolizados no figado, sendo
rapidamente hidrolisados a dihidroartemisinina e eliminados rapidamente do
plasma. O mecanismo de agdo da artemisinina consiste em sua conversao em radicais
livres, os quais sdo capazes de reagir com proteinas especificas, sendo a reacado
catalisada por ferro (DHINGRA et al., 1999, HARTWIG et al., 2009).

Os principais efeitos adversos observados durante o uso de artemisinina sdo
dores de cabeca, febre, dor abdominal e diarréia. A ingestdo de altas doses é
associada a danos neurolégicos em experimentos observados com cdes e gatos. Em
gestantes a administracdo da artemisinina ainda é limitada (DHINGRA et al., 1999).

Pesquisas relacionadas a toxicidade da artemisinina e seu efeito em embrides e
fetos de animais como ratos, coelhos e micos, evidenciaram a embrioletalidade e
anormalidades morfolégicas induzidas durante estagios iniciais da gravidez, além da
toxicidade materna. Além disso, ha indicios de perda embrionaria anterior a
implantacdo do embrido (CLARK et al, 2004, BOARETO et al.,, 2008). Estudos
prévios tém reportado a utilizacdo de artemisinina e seus derivados sintéticos no
controle da infeccdo in vitro por T. gondii. Holfels e colaboradores (1994)
demonstraram diminuicdo do ndmero de parasitos em células infectadas apos
administracdo de arteether, um dos derivados da planta. Sarciron e colaboradores
(2000) mostraram que a utilizacdo da combinacdo de artesunato e

dihidroartemisinina induziu inibi¢do do parasitismo celular in vitro. Em modelo
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murino houve diminui¢do de 40% de cistos do parasito nos animais que foram
tratados pela combinacdo das drogas.

Um estudo comparando a eficacia de quatro diferentes derivados de
artemisinina em inibir a multiplicacdo de T. gondii em cultura celular, apresentou
maior eficiéncia do artemether em relacao aos demais derivados (JONES-BRANDO
et al., 2006).

Oliveira (2007) avaliou os efeitos in vitro e in vivo do extrato de A. annua no
controle da infeccao aguda por T. gondii. Ficou comprovada a eficacia do tratamento
com 75% de inibigdo do parasito com o uso direto do extrato sobre o mesmo e 30% de
inibicdo com o uso do extrato em células infectadas pelo protozodrio. No entanto,
ndo existem dados na literatura sobre a utilizacdo da infusdo no combate a
toxoplasmose congénita, sendo imprescindivel a realizacao de estudos que busquem
averiguar a possivel eficacia desse tratamento para esta situagdo clinica, bem como

efeitos adversos para o organismo materno e fetal.

1.7.5. Azitromicina

A azitromicina é um antibiético da classe dos "azalideos". Os membros desta
classe de droga sdo derivados de macrolideos. A azitromicina diferencia-se da
eritromicina em dois aspectos: sua lactona é constituida por 15 membros e contém
um atomo de nitrogénio, ao passo que a lactona da eritromicina possui 14 membros,
nao possuindo o atomo de nitrogénio. Essas diferencas sdo responsaveis pelas
melhores caracteristicas farmacolégicas e microbioldgicas da azitromicina: seu
espectro de acdo é amplo, sua difusdo tecidual é mais rapida e elevada e sua meia-
vida biolégica é mais prolongada do que a de outros macrolideos Além disso,
inovam na possibilidade de administragdo tnica ao dia, resisténcia a degradagao
acida do estomago, reducao dos efeitos colaterais gastricos e na ampliacdo das
propriedades terapéuticas (KATZUNG, 2006; PETROPOULOS et al., 2009).

Ap6s a administragdo oral em humanos, a azitromicina é amplamente

distribuida pelo corpo. O tempo necessério para alcancar os picos de concentragao
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plasmatica é de 2-3 horas, podendo ser assim administrada a qualquer hora do dia,
inclusive com as refei¢cdes (KATZUNG, 2006).

A estrutura da azitromicina confere maior estabilidade em meio acido, melhor
caracteristicas farmacocinéticas e atividade contra microorganismos Gram-negativos
enquanto retém também a eficdcia da eritromicina contra microorganismos Gram-
positivos. Além disso, é um antibiético macrolideo de amplo-espectro que atua pela
ligacao reversivel a subunidade 50S do ribossomo bacteriano e por inibir a sintese de
proteinas RNA-dependentes (RETSEMA, 2001, TORKILDSEN et al, 2008;
PETROPOULOQS et al., 2009).

Duas regides do ribossomo sdo criticas para a sintese de proteinas, o centro
decodificador na subunidade 30S que garante que apenas os tRNA portadores de
anticodons que se pareiam com o cédon (chamados de RNA cognatos) sejam aceitos
no sitio A e o centro de peptidil transferase na subunidade 50S onde os tRNA
cognatos se associam para a formagdo da ligacdo peptidica (PETROPOULOS et al.,
2009).

Um alvo inibitério adicional da acdo da azitromicina relaciona-se a montagem
da subunidade 50S do ribossomo, a azitromicina assim como a eritromicina, impede
a sequéncia de montagem normal, culminando no actmulo de particulas
incompletas de ribossomos que subsequentemente sdo degradados (CHITTUM;
CHAMPNEY, 1995; PETROPOULOS et al., 2009).

A azitromicina é indicada no tratamento de infec¢des dermatoldgicas,
respiratdrias e urogenitais causadas por Estreptococos e Estafilococos, Haemophilus
influenzae, Bordetella pertussis, Borrelia burgdorferi (agente da doenca de Lyme),
Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum, Pneumocystis carinii, Mycobacterium avium-intracellulare, Campylobacter sp
e também estudos comprovam sua efetividade em alguns protozodrios como
Leishmania sp e T. gondii (BRAZ et al., 1999; KATZUNG, 2006; SINAGRA et al., 2007;
LOPES, 2008).

Pesquisa realizada por Sinagra e colaboradores (2007) demonstrou a atividade
da azitromicina contra Leishmania (Viannia) braziliensis e a Leishmania (Leishmania)

amazonensis em hamsters infectados. A azitromicina oral em dose de 450mg/kg nao
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teve atividade contra a infecgdo por Leishmania (Leishmania) amazonensis. Entretano,
para infeccdes devidas a Leishmania (Viannia) braziliensis, a azitromicina mostrou
atividade significativa em relagdo aos controles.

A azitromicina também pode inibir o crescimento de taquizoitas de T. gondii in
vitro. Esse medicamento atua inibindo a sintese protéica do parasito, porém o sitio de
acdo e fixagdo da droga no parasito ndo foi ainda demonstrado. Em estudo da
toxoplasmose aguda foi demonstrado que a azitromicina tem seus efeitos
potencializados quando combinada com pirimetamina ou sulfadiazina, juntos, esses
medicamentos apresentaram resultados promissores no tratamento da toxoplasmose
(DEROUIN, 1995; LESCANO et al., 2004).

Braz e colaboradores (1999) realizaram um trabalho utilizando camundongos
infectados com T. gondii e tratados com a associacdo de azitromicina e pirimetamina.
Este estudo revelou 100% de eficacia no tratamento da toxoplasmose pela associagao
desses medicamentos. Com o uso isolado da azitromicina, a eficacia foi de 60%.

A azitromicina também se mostrou parcialmente eficiente contra cistos de T.
gondii (DEROUIN et al.,, 2000; PETERSEN, 2007). Tal composto, além de exercer
atividade antimicrobial por meio da inibicdo da sintese de proteinas, atuando na
subunidade 50S do ribossomo do protozoario (DEGERLI et al., 2003), também age
sobre taquizoitas e bradizoitas de T. Gondii. No entanto, apresenta efeito téxico sobre
o figado (DEGERLI et al., 2003; GRU]JIC et al., 2005). Apesar desse medicamento
apresentar resultados promissores no tratamento da toxoplasmose em roedores, o
seu uso em humanos ainda é restrito (DEGERLI et al., 2003), além disso, faltam
dados que efetivamente demonstrem a agdo da azitromicina e suas conseqiiéncias em

uma abordagem congénita da toxoplasmose.

1.8.  Calomys callosus

Sao cricetideos sul-americanos com ampla distribuigdo no territdrio brasileiro,
de etologia bastante estudada que apresentam relevante importancia por serem
reservatorios naturais de Trypanosoma cruzi (RIBEIRO, 1973) e transmissores da febre

hemorragica Argentina (JOHNSON et al., 1965; JUSTINES; JOHNSON, 1969). Esses
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animais também tém se mostrado altamente susceptiveis a doengas infecciosas e
parasitarias como esquistossomose, leishmaniose (MELLO, 1977) e toxoplasmose
(FAVORETO-JUNIOR et al., 1998; FERRO et al., 2002), o que proporciona excelente
modelo biolégico para o estudo dessas doencas.

C. callosus apresentam susceptibilidade a cepa RH de T. gondii, podendo
ocorrer o Obito desses animais oito dias ap6s a infecc¢ao (FAVORETO-JUNIOR et al.,
1998). Fémeas gravidas de C. callosus infectadas com tal cepa apresentam infeccdo de
células trofoblasticas desde o inicio do processo de implantagdo do embrido. Com o
uso da cepa ME-49, Ferro e colaboradores (2002) demonstraram a cinética da infecgao
dos diferentes compartimentos da placenta, bem como estabeleceram que a
transmissdo vertical da toxoplasmose s6 ocorre na fase aguda da infeccdo,
semelhante ao observado na espécie humana.

Assim, este modelo animal apresenta a vantagem de simular uma situacao
clinica observada em humanos: a transmissdo vertical da toxoplasmose durante a
fase aguda da doenga.

Adicionalmente permite a possibilidade de estudo para diferentes abordagens

terapéuticas na prevencao da toxoplasmose congénita.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Utilizar Calomys callosus como modelo experimental da toxoplasmose
congénita para avaliar a eficicia de drogas simulando uma situacdo clinica clinica
observada em humanos: a transmissao vertical da toxoplasmose durante a fase

aguda da doenga e possiveis consequéncias destes tratamentos para o feto.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliar a ocorréncia de alteragdes morfologicas ocorridas nos fetos em
decorréncia da administragdo dos seguintes compostos: associacao de SPAF
(sulfadiazina/pirimetamina/acido folinico), azitromicina, infusdo de Artemisia

annua e espiramicina.

- Determinar a eficacia dos diferentes tratamentos na prevengao da transmissao
vertical da toxoplasmose por meio das analises morfologicas, imuno-

histoquimicas, bioensaio e reacdo de PCR.



29

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais de Experimentacao

Foram utilizadas 96 fémeas virgens de C. callosus (linhagem Canabrava), com
cerca de 3 meses de idade com sorologia negativa para T. gondii, oriundos do biotério
do Laboratério de Histologia e Embriologia da Universidade Federal de Uberlandia
onde foram mantidas com agua e racdo granulada ad libitum, complementada com
semente de girassol, milho e aveia.

Ap6s o acasalamento e deteccdo de prenhez, as fémeas foram distribuidas, de
acordo com o tratamento, em quatro grupos conforme o tratamento (cada grupo foi
composto por quatro subgrupos contendo seis fémeas em cada). Animais foram
inoculados ou ndo com a cepa ME-49 de T. gondii e posteriormente tratados com os

diferentes medicamentos ou com PBS estéril, conforme fluxograma que se segue:

Calomys callosus

I

v

acasalamento

T. gondii

Tratamentose
SPAF* ou
Azitromicina ou
Artemisia annua ou D — ou

Espiramicina

\4

ou

> PBS estéril

*SPAF- Associacdo de farmacos Sulfadiazina, Pirimetamina e Acido folinico.
®- Sulfadiazina (Labdiazina®)- Novartis Farma

- Pirimetamina (Daraprim®)- Rhodia Farma
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- Acido folinico (Leucovorin®)- Interlab Farmacéutica
- Azitromicina (Zitromax®)- Pfizer

- Espiramicina (Rovamicina®)- Aventis

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos

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

3.2. Manuten¢ao da cepa ME49 de Toxoplasma gondii

A cepa ME-49 foi mantida em C. callosus machos, mantidos no laboratério de
Histologia da Universidade Federal de Uberlandia, através do in6culo de 20 cistos de
T. gondii em 0,5 ml de solugdo salina tamponada com fosfato 0,01M (PBS), pH 7,2
estéril, via oral, por meio de uma seringa adaptada. Apds o periodo de 30 a 45 dias
estes animais foram eutanasiados, seus cranios abertos, o encéfalo coletado e
macerado com auxilio de pistilo e cadinho, banhados em 1ml de PBS e
homogeneizados por aspiracdo em seringa de 5ml e agulha de 25X 7mm. O material
foi ressuspenso em 10ml de PBS estéril e submetido a centrifugacdo a 500 g por 10
minutos, em temperatura ambiente, por duas vezes. Apds lavagem, realizou-se a
contagem de cistos pela adicdo de uma aliquota de 30ul de suspensdo colocada entre
lamina e laminula (24 X 24 mm) e observacdo ao microscépio de luz, com objetiva de
10X. A concentracao foi ajustada para 20 cistos por animal em 0,5 ml de PBS estéril.
Aliquotas desta amostra foram usadas para in6éculo de machos para manutencdo da

cepa ou de fémeas para condugdo do experimento.

3.3. Acasalamento, deteccao de prenhez e inoculacao de T. gondii

Fémeas virgens de C. callosus com idade de trés meses foram colocadas nas
gaiolas dos machos as 18 horas, na proporcdo de duas fémeas para cada macho,
todos com sorologia negativa para T. gondii. Ap6s 14 horas, verificou-se a presenca
da rolha vaginal (mistura de sémen e secrecdo vaginal). A detecgdo da rolha vaginal

definiu o primeiro dia de gestagao.
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No primeiro dia de gestacdo, os animais foram submetidos a sangria para a
realizagdo de testes sorolégicos para confirmar a auséncia de infeccdo por T. gondii.
Para obtencdo do sangue dos animais, estes foram anestesiados com 0,1 ml de uma
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., Sdo Paulo), a sangria foi
realizada pelo plexo orbital com auxilio de um capilar de vidro. As amostras de
sangue obtidas permaneceram a temperatura ambiente por 12 horas e apds este
periodo realizou-se a coleta das amostras de soro com auxilio de uma pipeta Pauster.
As amostras foram estocadas a -20°C até o momento do uso.

Apos obtengdo de amostras de sangue, as fémeas receberam 20 cistos de T.

gondii (cepa ME 49) em 0,5 ml de PBS estéril, via oral.

3.4. Tratamentos
3.4.1. Associacio de drogas- SPAF (Sulfadiazina, Pirimetamina e Acido

folinico)

A partir do 14° dia de gestacdo/ indculo as fémeas foram submetidas ao
seguinte tratamento medicamentoso via oral:

- Sulfadiazina: 75 mg/kg de peso corporal a cada 12 horas dissolvido em 0,5ml
de PBS estéril por dois dias. Posteriormente, esta dose foi ajustada para 100 mg/kg
de peso corporal dissolvida em 0,5 ml de PBS estéril, a cada 12 horas até o dia da
eutanasia.

- Pirimetamina: 100 mg/kg de peso corporal dissolvido em 0,5ml de PBS
estéril a cada 12 horas nos dois primeiros dias e 50 mg/kg de peso corporal
dissolvido em 0,5ml de PBS estéril a cada 12 horas até o dia da eutanésia.

- Acido folinico: 15 mg/kg de peso corporal a cada 24 horas durante o periodo

de tratamento com pirimetamina.
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3.4.2. Azitromicina

A partir do 4° dia de gestacdo/indéculo as fémeas receberam, via oral, a
cada 24 horas, através de uma seringa adaptada, 0,5ml de solucdo contendo PBS

estéril e 300 mg de azitromicina por kg de peso corporal até o final da gestagao.

3.4.3. Infusao de A. annua

A partir do 4° dia de gestacdo as fémeas foram submetidas ao seguinte
tratamento medicamentoso via oral com infusdo de A. annua: 1 mg da planta seca
diluido em 0,5 mL de dgua fervida a cada 8 horas até o dia da eutanasia.

Para obtencao da infusdo de A. annua, folhas e galhos da planta foram secos a
40°C por 48 horas e, em seguida, moidos (DUARTE et al., 2005). O material seco e
moido foi armazenado em local de pouca umidade para posterior preparacdo do
extrato total. Esse extrato foi preparado como infusdo a partir de dois gramas da
planta seca dissolvidos em 1000 ml de dgua destilada fervida. A mistura foi agitada,
coberta e deixada em repouso por 10 minutos. Em seguida, o material foi filtrado e a

mistura resfriada a temperatura ambiente (RATH et al., 2004).

3.4.4. Espiramicina

A partir do 4° dia de gestacdo/ in6culo as fémeas receberam, via oral, a cada 8

horas, por meio de seringa adaptada, 0,5 ml de solugdo contendo PBS estérile 1 g de

espiramicina por kg de peso corporal até o dia da eutanasia.

O quadro a seguir resume as dosagens utilizadas para cada animal. Estas

foram adaptadas para o peso de C. callosus.



Medicamentos Doses Datas
S v 0,15 mg/dose (3x ao dia) em A partir do 4° dia
* 5
Espiramicina 0,5ml de PBS estéril gestagdo-inoculo
v 1,125 mg/dose (2x ao dia,
nos 2 primeiros dias) em
Sulfadiazina® 0,5ml de PBS estéril . A partir dq 1,4 dia
v 1,5 mg/dose (2x ao dia, no gestacdo- inéculo
restante do tratamento) em
0,5ml de PBS estéril
v 0,025 mg/dose (2x ao dia,
nos 2 primeiros dias) em
Pirimetamina* 0,5ml de PBS estéril A partir do 14° dia
v 0,025 mg/dose (1x a0 dia, no|  gestagdo- in6culo
restante do tratamento) em
0,5ml de PBS estéril
L / . . o .
Acido Folinico* 0,0075 mg/ dia em 0,5ml de A partlf dq 1/4 dia
PBS estéril gestagao- in6culo
. .o v 9mg/dia em 0,5ml de PBS A partir do 4° dia
Azitromicina o .
estéril gestacdao-inoculo
/ . ’ . o .
Infirsio de A. annual 1mg/ dia em O,Srpl de agua A partir dp 4 dia
fervida (3X ao dia) gestacdo-inoculo
* As doses foram ajustadas para C. callosus, de acordo com Remington et al., 2001%;
Degerli et al., 2003°%; Oliveira, 20072

3.4.5. Controles

Grupos controle de fémeas infectadas ou nao, receberam 0,5 ml de PBS estéril,

via oral, nos mesmos intervalos de tempo que os respectivos grupos tratados.

3.5. Coleta do material

Os animais foram anestesiados como anteriormente descrito para sangria e
obtencdo de amostras de soro e em seguida, eutanasiados do 15° ao 20° dia de
gestacdo/ indculo para coleta das placentas e dos embrides onde foram processadas

para as andlises de bioensaio, morfolégica, imuno-histoquimica, reagao de PCR.
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3.6. Bioensaio

Placentas e tecidos fetais (figado e encéfalo) foram removidos sob condicdes
estéreis, homogeneizados em 1 mL de PBS, pH 7,2 e inoculados intraperitonealmente
em camundongos Swiss com sorologia negativa para T. gondii (GAZZINELLI et al.,
1991). A avaliagdo do tratamento foi aferida com base na analise sorolégica (15°, 30° e
45° dias p6s-indculo) dos animais receptores do inéculo de placentas e tecidos fetais

por meio do teste ELISA (WILSON; NAKAME, 1978).

3.7. Processamento do material para analise morfoldgica

Para andlise no microscépio de luz, amostras de placenta e embrido foram
fixadas em formol a 10% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4, por 18 horas e processadas
rotineiramente para inclusdo em glicol metacrilato (Historesin, LKB, Bromma,
Suécia). Cortes de 2 um foram depositados em laminas histolégicas, corados com
azul de toluidina e, posteriormente, analisadas e fotografadas em fotomicroscépio

(Reichert Jung Polyvar, Lab. Austria).

3.8. Processamento do material para estudo imuno-histoquimico

Para a imunolocalizagdo dos parasitos no microscoépio de luz, as amostras
provenientes de animais infectados e tratados ou ndo tratados, foram fixadas em
formol 10% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4 por 18 horas e processadas
rotineiramente para inclusdo em parafina. Cortes de 4 um foram depositados em
laminas previamente recobertas com solugao aderente de polivinil acrilico (PVA). Os
cortes foram desparafinizados, hidratados em alcoois de concentra¢des decrescentes
e por fim em d&gua corrente. Amostras foram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente com 5% de acido acético para bloqueio da fosfatase endégena
ou peroxido de hidrogénio 3% para bloqueio da peroxidase enddgena e
posteriormente com 2% de soro normal de cabra ou BSA por 30 minutos a 37°C para

bloqueio de sitios inespecificos. Posteriormente, amostras foram incubadas por 12
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horas a 4°C com soro de coelho anti-T. gondii e soro anti-BAG5 biotinilado (antigeno
de bradizoita-5) e posteriormente, com soro de cabra anti-IgG de coelho (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) por 30 minutos a 37°C. A reagdo foi amplificada pelo
complexo avidina/biotina (ABC)-fosfatase alcalina (Biomeda, Foster, City, USA) e
reveladas com fast red naphtol (Sigma) ou pelo complexo avidina/biotina-
peroxidase reveladas com DAB (3,3’-diaminobenzidina) (DAKO Corporation, CA)
quando apropriado. Em seguida, foram realizadas novas lavagens em TBS e dgua
corrente e contra-coloracdo com hematoxilina de Mayer por 5 minutos a temperatura
ambiente. Ap6s a diferenciacdo do corante em dgua amoniacal, as laminas foram
montadas com laminulas em glicerina e o material analisado e fotografado em
fotomicroscopio de luz (Reichert Jung Polyvar, Lab. Austria). Como controle da
reacao, parte do material foi incubado com soro normal de coelho como anticorpo
primario.

As laminas histolégicas, provenientes das reagdes imunohistoquimicas, foram
analisadas por imagens digitalizadas em microscépio de luz BX40 (Tokyo, Japao) da
marca Olympus, com uso de objetiva de 40X, acoplado a uma camera JVC TK-1085U,
ligada a um computador por meio de placa digitalizadora "Translation" 3153. Foi
utilizado o programa HL Image 97** para mensuracdo da carga parasitaria.

Dois cortes de placenta e de embrido por fémea em cada lamina, foram
analisados, sendo digitalizadas 60 imagens por corte. As imagens foram obtidas
aleatoriamente com area definida de 0,01872mm?2. As imunomarcacdes encontradas
forneceram um valor absoluto por embrido ou placenta. Para correcao desse valor,

foi utilizada a seguinte férmula:

N°de imunomarcacoes / mm?2 = n° de imagens contadas (valor absoluto)

0,01872 x 60 (n° de imagens / corte)

Os valores reais por corte foram somados, obtendo-se entdo o namero de

imunomarcacdes/ mm? para cada corte.
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3.9. Reagao de PCR

A presenca do DNA de T. gondii foi investigada pela reacdo de PCR como
descrito por Grigg e Boothroyd (2001). Tecidos placentarios e fetais foram tratados
com 100mg/ml de proteinase K em tampao contendo 10nM de TRIS-HCL, 0,1M de
EDTA, 0,5% de SDS, pH 8,0 a 50°C durante 3 horas. Posteriormente, as amostras
foram submetidas a extragdo em fenol/cloroférmio/alcoolisoamil (25:24:1, pH 8,0) e
o DNA foi precipitado da fase aquosa pelo tratamento com 2,5 de etanol gelado
(4°C). A PCR qualitativa detectou a presenca de 35 copias do gene Bl de T. gondii
pelo uso de primers 5 TCTTCCCAGAGGTGGATTTC-3’ (sense, nucleotides 151-171)
e 5CTCGACAATACGCTGCTTG-3’ (antisense, nucleotides 682-663) (Invitrogen Life
Technologies), amplificando um fragmento de 531 pb. Apés a incubagdo inicial de 3
minutos a 95°C, as amostras foram submetidas a 38 ciclos de desnaturagao a 94°C por
1 minuto, anelamento por 1,2 minutos a 62°C e extensdo por 2 minutos a 72°C
(SILVA et al., 2002). Produtos da PCR foram analisados em gel de 1% de agarose

contendo 0.5 pg/ml de brometo de etidio e visualizados sob iluminacado ultra violeta.

3.10. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para deteccio de

anticorpos anti-Toxoplasma gondii

Placas de poliestireno (Corning®, New York- USA) foram sensibilizadas com
o antigeno solavel da cepa RH de T. gondii a uma concentracdo protéica de 10 pg/ml
em tampdo carbonato-bicarbonato de sédio a 0,06M, pH 9,6, por 18 horas, a 4°C.
Ap6s lavagem das placas com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBST), por trés ciclos
de 5 minutos. Foi adicionado 50 pl/ poco das amostras de soros diluidas a 1:32 em
PBST para pesquisa de anticorpos nas amostras de C. callosus e 1:16 nas amostras de
camundongos, em duplicata. Paralelamente, foram adicionadas amostras de soro
controle positivo e negativo nas mesmas dilui¢des. Como controle do conjugado,
foram omitidas as amostras de soro, adicionando-se em seu lugar 50 ul de PBST.
Ap6s incubagdo de 1 hora a 37°C, as placas foram lavadas trés vezes em PBST

durante 5 minutos. O conjugado IgG de coelho anti-gamaglobulina de C. callosus
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marcado com peroxidase ou IgG de cabra anti-IgG de camundongo marcado com
peroxidase (Sigma Chemical Co. St Louis, EUA) foi adicionado na diluicao de 1:500 e
1:1000, respectivamente, em PBS-T e as placas incubadas por uma hora a 37°C. As
placas foram lavadas como descrito anteriormente para posterior adigdo do substrato
enzimatico, peréxido de hidrogénio, a 0,03% em tampdo cromégeno OPD
(ortofenilenodiamina, Merck, Germany) diluidos em tampao citrato-fosfato 0,1M, pH
5,0. Apo6s adicdo da solugao reveladora, as placas foram incubadas por 20 minutos a
temperatura ambiente, em camara escura. A reagdo enzimatica foi interrompida pela
adicdo de 25 ul de solucao de acido sulftarico 2 N. A leitura foi realizada em leitor de
microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, USA) a 492 nm (WILSON;
NAKAME, 1978). Os valores da absorbancia foram determinados a 490 nm em leitor
de ELISA (Metrolab 980, Argentina).

Para analise individual das placas, os resultados foram expressos em Indice
ELISA (IE), calculados segundo a férmula: [Densidade Optica das amostras/ valor
do limiar de reatividade (cut off)]x 100, onde o cut off foi determinado pela média da

absorbancia de trés controles negativos para cada espécime, acrescido duas vezes do

desvio padrao (MADALENA, 1999).

3.11. Normas de Biosseguranca

Todos os procedimentos e manuseio do material biolégico, dos reagentes,
utilizagdo dos equipamentos bem como manuseio e conduta com os animais foram
realizadas de acordo com as normas de biosseguranca segundo Chaves-Borges e

Mineo (1997).

3.12. Analise Estatistica

A avaliacdo das &reas de imunomarcacdes (mm?) entre os grupos foi realizada
por meio do teste ANOVA (Graph Pad software, v.5.0, San Diego, CA, USA). Os
resultados foram expressos em valores de médias + desvio padrdo e diferencas foram

consideradas estatisticamente significantes quando P< 0.05.



38

4. RESULTADOS

4.1 - Anticorpos especificos anti-Toxoplasma gondii em C. callosus

Testes realizados com amostras de soro, provenientes da sangria pré-inéculo
das fémeas bem como amostras do grupo controle negativo, ndo detectaram a
presenca de anticorpos anti-T. gondii (dados ndo mostrados). Os testes realizados
com amostras de soro das fémeas previamente inoculadas e coletadas no dia da

eutanasia apresentaram-se positivos para o parasito.

4.2 - Analise morfologica dos tecidos placentarios e fetais de C. callosus

Em todos os grupos experimentais, a placenta de C. callosus ndo apresentou
alteragdes morfologicas, sendo visibilizadas as regides tipicas da placenta desses
animais: camada decidual, zona juncional e zona do labirinto (FIG. 1a).

Na camada decidual, as células apresentaram aspecto globoso, além de células
granulosas metriais em volta dos vasos sanguineos maternos.

A zona juncional constituia-se de células trofoblésticas gigantes e células do
espongiotrofoblasto. ~ Células trofoblasticas gigantes apresentaram nucleo
eucromatico, com um ou mais nucléolos, e foram observadas envolvendo células do
espongiotrofoblasto. Células do espongiotrofoblasto apresentaram-se em arranjo
tipico, com aspecto esponjoso, com amplos espacos entre as células (FIG. 1b).

A zona do labirinto mostrou-se a maior regiao da placenta sendo formada por
células trofoblasticas amplamente banhadas por sangue materno extravasado. O
sangue fetal apresentava-se contido em vasos sanguineos fetais no interior do
mesenquima do labirinto. A zona do labirinto apoiava-se em uma membrana basal
espessa, a membrana de Reichert (FIG. 1c).

Mesmo ndo havendo alteragdes morfologicas nos tecidos placentarios de
témeas infectadas com T. gondi e tratadas observou-se parasitos nas trés regides da
placenta (FIG. 1d-f). A figura le mostra uma estrutura semelhante a cisto em um

corte de placenta de uma fémea infectada e tratada com SPAF.
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Todos os fragmentos de embrides analisados apresentaram morfologia
preservada, permanecendo inalterados células, tecidos e 6rgaos.

Cabe ressaltar que a maioria das fémeas tratadas com a infusdo de A. annua,
apresentaram sangramento vaginal e auséncia de embrido. Além disso, dentre as seis
fémeas que compuseram este grupo, em trés foram observadas embrides atrofiados

(dados nao mostrados).

4.3. Analise imuno-histoquimica

A reacdo de imunohistoquimica revelou a presenca de T. gondii tanto em
tecidos placentarios e fetais de fémeas infectadas, tratadas ou ndo tratadas.

Imunomarcacdes do parasito foram observadas na zona juncional da placenta
de C. callosus, com imunomarcagdes para as formas taquizoitas menos evidentes no
grupo tratado com SPAF (FIG. 2a) quando comparadas ao grupo tratado com PBS
(controle) (FIG. 2b, c). O mesmo foi observado nos tecidos placentarios provenientes
de fémeas tratadas com a infusdao de A. annua (FIG. 2d) e espiramicina (FIG. 2e).
Imunomarcagdes para as formas bradizoitas foram detectadas somente nos tecidos
de animais tratados com SPAF e eutanasiados do 15° ao 19° dia de gestacdao/in6culo
(dados nao apresentados).

Os tecidos das fémeas infectadas e tratadas com azitromicina apresentaram
predominancia de taquizoitas na zona do labirinto de placentas do 15° ao 19° dia de
gestacdo/in6culo e nenhuma imunomarcacdo foi evidenciada nas placentas de
fémeas do 20° dia deste grupo.

A analise imunohistoquimica revelou predominancia de formas taquizoitas no
tigado de embrides oriundos das fémeas infectadas e tratadas com todos os
medicamentos exceto nos animais provenientes do grupo infectado e tratado com
azitromicina. Em evidéncia destacam-se fragmentos de tecidos hepaticos de animais

infectados e tratados com infusdo de A. annua (FIG. 3a) e espiramicina (FIG. 3b).
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4.4. Analise das areas de imunomarcacgiao

Imunomarcacdes de taquizoitas foram observadas em tecidos placentérios das
fémeas submetidas a todos os tratamentos, entretanto placentas pertencentes ao
grupo controle (animais infectados e tratados com PBS estéril) apresentaram
quantidade de imunomarcacdes significativamente superior ao grupo de fémeas
tratadas (P<0.05) (FIG. 4a). Além disso foi observado menor ndamero de
imunomarcagdes nos tecidos placentdrios dos animais tratados com azitromicina

quando comparadas aos demais grupos de tratamento (P<0.05) (FIG. 4a).

Imunomarcacdes de bradizoitas foram também detectadas nos tecidos
placentarios de fémeas pertencentes ao grupo controle, no entanto estas ndo foram
vistas nos grupos de animais submetidos aos tratamentos com azitromicina, infusao
de A. annua ou espiramicina. Areas de imunomarcacdes de bradizoitas s6 foram
observadas no grupo tratado com SPAF, sendo mais evidenciadas neste grupo que
no respectivo controle (P<0.05) (FIG. 4a).

Nos tecidos embrionérios provenientes de fémeas tratadas com SPAF, infusao
de A. annua ou espiramicina foram detectadas ntimero reduzido de imunomarcagdes
de taquizoitas em relacdo aos grupos de animais tratados com PBS estéril (FIG. 4b).
Nos tecidos embrionarios de fémeas tratadas com azitromicina, ndo foram vistas
imunomarcagdes para taquizoitas (FIG. 4b).

As imunomarcacdes de bradizoitas foram mais evidenciadas nos tecidos
embriondrios de fémeas tratadas com SPAF em relagdo ao respectivo controle
(P<0.05) (FIG. 4b) ndo sendo detectadas nos animais tratados com os demais

farmacos (P<0.05) (FIG. 4b).

4.5. Bioensaio e PCR

Os resultados de bioensaio mostraram que camundongos inoculados com
placentas de fémeas de C. callosus infectadas e tratadas com PBS estéril, apresentaram
soroconversdo no 15° dia pés-indculo. Por outro lado, camundongos inoculados com

tecidos placentarios de fémeas infectadas e tratadas com SPAF apresentaram
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soroconversao no 45° dia poés-indculo. Resultados similares foram observados nas
amostras de soro dos camundongos que receberam macerado de placenta de fémeas
tratadas com azitromicina. Entretanto, camundongos inoculados com tecidos
embrionarios destas fémeas, nao apresentaram soroconversdao. Além disso, nas
amostras de camundongos controle (receberam macerado de tecidos placentarios e
fetais de fémeas nao infectadas) ndo foram detectados anticorpos especificos para T.
gondii (Tabela 1).

Os dados de bioensaio demonstraram auséncia de anticorpos anti-T. gondii nas
amostras provenientes de animais inoculados com figado e encéfalo de embrides das
fémeas infectadas e tratadas com azitromicina. Diferente disso, amostras de
camundongos inoculados com tecidos embriondrios de animais tratados com SPAF,
apresentaram soroconversao no 45° dia pds/indculo (Tabela 1). Nao houve
soroconversao em camundongos inoculados com tecidos fetais ndo infectados com o
parasito.

A presenca de DNA de T. gondii em tecidos placentarios de fémeas infectadas
e tratadas com SPAF, azitromicina, infusdo de A. annua ou espiramicina foi detectada
pela reagcao de PCR (Tabela 1 e FIG. 5). Ja em tecidos embrionarios provenientes de
fémeas tratadas com PBS estéril ou SPAF, ou infusdo de A. annua ou espiramicina
detectou-se DNA de T. gondii (FIG.5). Diferente disso, ndo foi detectado DNA do
parasito nos tecidos embrionarios de maes tratadas com azitromicina (Tabela 1 e FIG.

5).
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho investigamos a eficiéncia dos tratamentos com Sulfadiazina,
Pirimetamina e Acido folinico (SPAF), azitromicina, infusdo de Artemisia annua e
espiramicina na prevencdo da transmissao vertical da toxoplasmose em C. callosus.

Os nossos dados demonstraram que a morfologia da placenta ndo mostrou
alteracdes em animais tratados. Observamos também que a cinética da infeccao por
T. gondii, em diferentes regides da placenta de fémeas submetidas aos diversos
tratamentos, foi semelhante a observada na placenta de fémeas nado tratadas. Nos 17°
e 18° dias de gestacdo/in6culo, parasitos foram observados nas células gigantes e na
zona do labirinto. No 19° dia de gestacdo/in6culo os parasitos atingiram as células
do espongiotrofoblasto. A infec¢do ocorreu primeiramente nas células trofoblésticas
gigantes e na zona do labirinto e, posteriormente, no espongiotrofoblasto.
Provavelmente, a infeccdo tardia do espongiotrofoblasto relaciona-se ao fato de
ficarem isolados do sangue materno pelas células gigantes, diferente da zona do
labirinto que é diretamente banhada pelo sangue materno (FERRO et al., 2002). As
imunomarcacdes de T. gondii encontradas nos embrides apresentaram distribuicao
similar as descritas na literatura onde a regido mais infectada foi o figado, 6rgdo alvo
do parasito em casos de infeccao congénita (FAVORETTO-JUNIOR et al., 1998).

Significante decréscimo de parasitos foi observado nos grupos das fémeas
tratadas com a associagdo de SPAF, embora esse tratamento ndo tenha impedido a
transmissao vertical de T. gondii. Estudo realizado por Gagne (2001) demonstrou que
tais medicamentos reduziram em até 70% os riscos da toxoplasmose congénita pois
podem agir em sinergismo e sao capazes de atravessar a barreira placentéria.

Entre todos os grupos de animais tratados com diferentes farmacos, observou-
se bradizoitas apenas em tecidos placentérios e fetais de fémeas tratadas com SPAF.
Adicionalmente, as imunomarcagdes para bradizoitas em tecidos placentarios e fetais
foram detectadas em maior quantidade que nos respectivos controles, porém em
menor namero que taquizoitas. Angeloni (2006) e Santana (2006) também avaliaram
a acdo da associacdo de SPAF em C. callosus gravidas previamente infectadas com T.

gondii e verificaram resultados similares aos observados neste trabalho, onde o
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tratamento foi capaz de diminuir a transmissao materna e também, reduziu o
nimero de taquizoitas em embrides. Este fato sugere que a acdo antifolato
proveniente da combinagao de sulfadiazina e pirimetamina, pode diminuir a sintese
de folato e consequentemente de DNA do parasito, dificultando a replicacdo dos
mesmos. Bradizoitas foram visualizados em maior quantidade no grupo tratado,
sugerindo que a combinacdo de drogas (SPAF) é capaz de induzir precocemente a
cronificagdo da toxoplasmose. Estudos prévios conduzidos in vitro, demonstraram
que o stress celular de T. gondii pode acarretar transformacao precoce de taquizoitas
em bradizoitas com a formacdo de cistos teciduais (LYONS, 2002; SULLIVAN;
HAKIMI, 2006). A formacdo precoce de cistos pode estar relacionada a algum tipo de
estratégia utilizada pelo parasito para evadir do mecanismo de acdo das drogas e
também da resposta imunolégica (DUBEY, 2004, SULLIVAN; HAKIMI, 2006).
Entretanto, em tecidos placentarios de fémeas tratadas com azitromicina,
artemisinina e espiramicina, as imunomarcagdes para bradizoitas nao foram
evidenciadas, indicando a possibilidade deste tratamento atuar eliminando o
parasito e ndo induzir seu encistamento. Particularmente a azitromicina, atua em
formas taquizoitas e cisticas de T. gondii, mostrando-se efetiva também contra
bradizoitas (DEGERLI et al., 2003).

Similarmente aos achados com SPAF, o0s nossos resultados da
imunohistoquimica, bioensaio e PCR, mostraram que os tratamentos com a infusdo
de A. annua e espiramicina ndo impediram a transmissdo vertical da toxoplasmose.
Entretanto, foi observado que nos grupos tratados com estes compostos, houve
significante decréscimo na quantidade de parasitos quando comparados com os
respectivos controles.

A infusdo de A. annua apresenta diversos compostos como sesquiterpenos,
flavondides, cumarinas, esterdides, compostos alifaticos e artemisinina (BHAKUNI et
al., 2001; BILIA et al, 2006; HARTWIG et al., 2009). O mecanismo pelo qual a
artemisinina inibe a replicacdo de T. gondii envolve a desregulacdo na secrecdo de
proteinas do micronema, que sdo célcio-dependentes. A artemisinina inibe o

armazenamento de calcio no reticulo endoplasmatico do parasito impedindo,
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portanto, a secrecdo dessas proteinas utilizadas no processo de invasao celular
(LAVINE; ARRIZABALAGA, 2007; NAGAMUNE et al., 2007; KRISHNA et al., 2009).

Ou-Yang e colaboradores (1990) trabalhando com fibroblastos infectados com
T. gondii e tratados com artemisinina e derivados, observaram relacdo direta entre a
diminuicdo da carga parasitiria e o tempo de exposicio aos compostos.
Adicionalmente, pesquisa realizada por Oliveira (2007) demonstrou potencial
utilizacdo do extrato de A. annua no controle da infeccdo por T. gondii devido ao
efeito inibitério direto deste composto contra o parasito em culturas celulares de
tibroblastos humanos em duas diferentes condi¢des de tratamento e comparadas com
a medicacdo usual - sulfadiazina. Na primeira condigdo, parasitos da cepa RH de T
gondii foram pré-tratados com diferentes concentracdes do extrato total de A. annua
ou sulfadiazina e entdo adicionados a cultura de fibroblastos, resultando em doses
inibitérias de Dlso = 103,6 pg/mL para o extrato e DIsp = 2,5 pg/mL para a
sulfadiazina, indicando que uma menor quantidade em massa desta tltima droga foi
capaz de inibir a infeccdo pelo parasito. Entretanto, para melhor comparar a real
efetividade das drogas contra o parasito, um indice terapéutico foi calculado
considerando-se ndo somente a capacidade inibitéria de infecgdo, mas também a sua
toxicidade para as células. Desta forma, o extrato total de A. annua mostrou ser trés
vezes mais eficiente que a sulfadiazina (IT = 544.5 versus IT = 194.4), evidenciando
assim que o extrato da planta parece agir de forma mais direta e efetiva sobre o
parasito. Em uma segunda condi¢do, Oliveira (2007) demonstrou que o tratamento
de fibroblastos humanos infectados com a cepa RH de T. gondii com o extrato total de
A. annua e sulfadiazina apresentou indices terapéuticos similares e, portanto, eficacia
comparavel entre as duas drogas.

Sarciron e colaboradores (2000) investigando o efeito de artemisinina e seus
derivados sintéticos no controle da infeccdo de células da linhagem mielomonocitica
(THP-1) infectadas com uma cepa avirulenta (DUR) de T. gondii, observaram que o
crescimento do parasito ndo foi completamente inibido, apresentando taxas de
inibicdo do parasito em torno de 70%. Holfels e colaboradores (1994) demonstraram,

entretanto, eficiente inibicdo dose-dependente da infeccdo pela cepa RH de T. gondii
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em linhagens de enterdcitos tratadas com artemeter, um derivado semi-sintético da
artemisinina.

Importante destacar que, neste trabalho, algumas fémeas tratadas com a
infusdo de A. annua ndo engravidaram mesmo sendo detectada a presenca da rolha
vaginal (dados ndo apresentados) além de sangramento vaginal, sugerindo quadro
abortivo. Além disso observou-se embrides em processo de atrofia.

Dellicour e colaboradores (2007) relataram a relacdo entre artemisinina e
efeitos adversos na gestacdo. Esses autores observaram risco do uso deste composto,
principalmente no primeiro trimestre gestacional, uma vez que ha embrioletalidade e
ma-formacdo do embrido apés utilizacdo do mesmo. A embriotoxicidade da
artemisinina e seus derivados também foi descrita por outros autores (CLARK et al.,
2004, BOARETO et al., 2008; HARTWIG et al., 2009). Estd comprovado que esse
composto gera deplecdo de eritroblastos e consequentemente, de células vermelhas
do sangue culminando em anemia, danos teciduais e morte do embrido, além disso,
sdo comuns anormalidades cardiacas e a ma-formacdo do mesmo, podendo ocorrer
inclusive aborto (CLARK et al., 2004; BOARETO et al., 2008; LONGO et al., 2008).

De acordo com Montoya e Liesenfeld (2004) a efetividade do tratamento da
toxoplasmose congénita é baseada em dois critérios: taxa de transmissdo da mae para
o feto e na prevaléncia e severidade das seqiielas. Portanto, apesar dos trabalhos
apontarem a efetiva utilizacdo da artemisinina e seus derivados no controle de T.
gondii nossos dados corroboram com os achados na literatura (CLARK et al., 2004;
BOARETO et al., 2008; HARTWIG et al., 2009), onde esta droga mostrou-se capaz de
induzir alteracdo embriondria, tornando sua utilizacdo nao indicada no tratamento
da toxoplasmose congénita.

Todros e colaboradores (2006) demonstraram que a espiramicina possui
atividade toxoplasmicida. Como os demais macrolideos, este medicamento inibe a
sintese protéica do parasito pela ligacdo a subunidade 50S do ribossomo interferindo
na formacdo de complexos de iniciacdo da sintese protéica (KATZUNG, 2006;
PETROPOULOS et al., 2009). Nossos dados mostraram que havia infeccdo fetal
mesmo quando as maes foram submetidas ao tratamento com espiramicina. Isto

demonstra que esta droga foi incapaz de impedir a transmissdo materno-fetal da
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toxoplasmose. Diferentemente do observado por nés, Rorman e colaboradores (2006)
observaram a eficiéncia da espiramicina na prevengdo da transmissdo vertical da
toxoplasmose. Ja Gruji¢ e colaboradores (2005) e Elsheikha (2008), observaram que a
espiramicina possui escassa capacidade de reduzir a transmissdo do parasito para o
feto. Isso se confirma também pelos achados de Gratzl e colaboradores (2002) que
verificaram que este fadrmaco é capaz de inibir o crescimento de T. gondii in vitro
porém, ndo elimina a infeccdo. Adicionalmente, acredita-se que a espiramicina atue
na maturagdo de linfécitos e na secrecao de citocinas do individuo mas nao apresenta
efeito direto sobre o parasito (LEFEVRE-PETTAZZONI et al., 2007).

Com o uso da espiramicina ndo observou-se embrides atrofiados ou
portadores de quaisquer alteracdes embriondrias aparentes, contudo ndo se pode
afirmar, com base neste estudo, que a espiramicina ndo possua nenhum efeito
danoso aos embrides.

Em contraste aos resultados encontrados nos tratamentos com SPAF, infusao
de A. annua e espiramicina, os dados obtidos por meio da imunohistoquimica,
bioensaio e PCR mostraram que a infecgao ficou restrita aos tecidos placentarios em
fémeas tratadas com azitromicina. A azitromicina atua preferencialmente na sintese
de proteinas de T. gondii (BECKERS et al., 1995; DEROUIN, 1995).

Outro fator favoravel na utilizacdo da azitromicina é sua capacidade de atuar
tanto na fase cronica quanto aguda da toxoplasmose (BURGESS, 1999). Estudo
realizado por Torkildsen e colaboradores (2008) mostrou que este composto é
rapidamente absorvido e apresenta elevadas concentragdes teciduais por prolongado
tempo. Além disso, Abelson e colaboradores (2007) demonstraram a eficiéncia da
azitromicina em eliminar cepas resistentes de T. gondii, sugerindo que esse
antibidtico possa exibir maior eficacia in vivo que in vitro.

A eficicia deste farmaco também foi comprovada em um trabalho realizado
por Degerli e colaboradores (2003) demonstrando que quando camundongos
infectados foram tratados com 300 mg/kg/dia de azitromicina, ndo ocorreu 6bito
dos mesmos e ndo foram encontrados T. gondii no figado, bago e encéfalo destes
animais, revelando-se um promissor tratamento para toxoplasmose. Além disso,

estes mesmos autores constataram que a azitromicina possui atividade contra formas
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taquizoiticas e cisticas de T. gondii. Nos casos de toxoplasmose aguda, a eliminacao
do parasito de tecidos cerebrais é menor do que no pulméo dos camundongos.

E relevante destacar também que, pelo fato de ser comum o uso de
macrolideos no combate as infec¢des bacterianas, Bar-Oz e colaboradores (2008)
analisaram pacientes no primeiro trimestre de gestacdo que faziam uso concomitante
desses medicamentos, para determinar se a wutilizacdo destes, incluindo a
azitromicina, promovia o aumento dos riscos de ma-formacdo de embrides. Os
autores observaram que a azitromicina, que sabidamente atravessa a placenta,
diferente dos demais macrolideos, ndao aumentaram os riscos de ma-formacao
embriondria.

A eficacia da azitromicina na redugdo da transmissao congénita de T. gondii foi
confirmada em recente estudo pela andlise dos olhos de fetos de C. callosus, bem
como da infeccdo adquirida em adultos por meio da andlise do tecido cerebral de
fémeas prenhes e de machos imunocompetentes. Os resultados demonstraram que a
azitromicina reduziu significativamente a quantidade de parasitos em tecido cerebral
das fémeas tratadas com azitromicina quando comparados com associagdo de SPAF,
e além disso, nas regides oculares fetais, ndo foram detectados parasitos nos animais
tratados com azitromicina (LOPES, 2008).

Assim, devido a gravidade potencial da toxoplasmose congénita e do
reduzido namero de estudos experimentais que avaliam a eficiéncia de diferentes
drogas, os resultados aqui apresentados adicionam dados e novas perspectivas para
o tratamento desta infeccao.

Finalmente, apesar das diferencas 6bvias entre modelos experimentais e a
espécie humana, acreditamos que estudos futuros devem considerar a possibilidade

do uso da azitromicina no tratamento da toxoplasmose congénita.
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6. CONCLUSOES

- As placentas de C. callosus ndo apresentaram alteracdes morfologicas quando
submetidas aos tratamentos com associacdo de farmacos sulfadiazina, pirimetamina
e acido folinico associados (SPAF), azitromicina, infusdo de Artemisia annua e

espiramicina.

- Os dados morfolégicos, imuno-histoquimicos, de bioensaio e PCR, demonstraram
que todos os tratamentos administrados diminuiram a carga parasitaria nos tecidos

placentarios e fetais de C. callosus.

- Animais tratados com azitromicina ndo transmitiram T. gondii a sua prole,
sugerindo que este farmaco atue efetivamente na prevencdo da toxoplasmose

congénita.
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Tabela 1. Dados obtidos da imunohistoquimica, bioensaio e reagdo de PCR
realizados para a deteccdo de Toxoplasma gondii em tecidos placentdrios e fetais de
témeas de Calomys callosus submetidas a infeccdo por T. gondii e a diferentes
tratamentos

Deteccao do Parasito

Grupos de Imunohistoquimica Bioensaio PCR
animais® Tecidos Placenta Tecidos Tecidos
Placenta fetais fetais Placenta fetais

Associacio de

Drogas SPAF)
15 + + + + + +
16 + + + + + +
17 + + + + + +
18 + + + + + +
19 + + + + + +
20 + + + + + +
Azitromicina
15 + - + - + -
16 + - + - + -
17 + - + - + -
18 + - + - + -
19 + - + - + -
20 - - - - - -
Artemisia
annua
15 + + + + + +
16 + + + + + +
17 + + + + + +
18 + + + + + +
19 + + + + + +
20 + + + + + +
Espiramicina
15 + + + + + +
16 + + + + + +
17 + + + + + +
18 + + + + + +
19 + + + + + +
20 + + + + + +

a Animais foram oralmente infectados com 20 cistos de T. gondii (cepa ME49 ) no 1° dia de gestacdo e
tratados com associagdo de sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico, azitromicina, infusdo de Artemisia
annua e espiramicina como descrito no item material e métodos. Placenta e tecidos fetais foram analisados
do 15° ao 20° dia de gestacao/indculo. + presenca de parasitos; - auséncia de parasitos.
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