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Clarice Lispector
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RESUMO

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicho miyndiausada pelo protozoario
Toxoplasma gondii Apesar de geralmente apresentar-se como uma céaec
assintomatica, a toxoplasmose pode manifestar-s® agna doenca potencialmente
grave em individuos imunocomprometidos e quandaoigdg durante a gestacdo, pode
associar-se a complicacOes fetais e abortos. @nteaitto da toxoplasmose durante a
gestacao, caso haja confirmacéo da infeccéo feakia-se na combinacao das drogas:
pirimetamina, sulfadiazina e acido folinico (PSAYo entanto, estes farmacos
apresentam inumeros efeitos adversos, ndo devemdodicado no primeiro trimestre
gestacional. A azitromicina € um antibiético azatidcom acdo em uma ampla gama de
infeccdes bacterianas, bem como atividade antimal&endo considerado seguro para
utilizacdo durante a gestacao. Assim, o objetivpr@sente estudo foi avaliar a eficacia
da azitromicina no controle de gondiiusando o modelo experimental de explantes
placentarios de terceiro trimestre. Os vilos pléeos foram infectados ou ndo com
taquizoitas deT. gondii e tratados com diferentes concentracbes de aziir@anou
PSA. Esses vilos placentarios foram processadas galise morfoldgica, ensaio de
proliferacdo deT. gondii e imuno-histoquimica e, os sobrenadantes, avalipdoa
mensuracdo da atividade de LDH, dosagem de ci®cipgducdo hormonal e de
nitrito. Em doses nédo citotoxicas (200 e 1000 pg/od tratamentos com azitromicina
ou PSA nao alteraram a morfologia dos vilos plaéog. Ambos tratamentos foram
capazes de reduzir significativamente a prolifevagéacelularT. gondii sendo que o
tratamento com PSA promoveu aumento de IL-12 ec@mlwe IL-10, enquanto a
azitromicina induziu aumento na producao de IL{2-6 nos grupos infectados com
gondii, além de reducdo na producdo dos horménios esirgmogesterona e hCG.
Além disso, o tratamento prévio dos parasitos cotibiaticos foi capaz de controlar a
replicacdo dos mesmos, demonstrando agao diretdrdgas sobrd. gondii. Assim,
nossos dados indicam que a azitromicina, assim d@8#g sao capazes de controlar a
infeccdo pofT. gondiinos vilos placentarios humanos de terceiro trireegstacional.
Além disso, nossos dados sugerem a azitromicina aoma alternativa no tratamento
da toxoplasmose congénita, ampliando as estrattayggsuticas utilizadas no controle
do parasito na interface materno fetal.

Palavras-chave: azitromicina, vilos placentarios humanos, trofelda citocinas,

hormoénios sexuaig,oxoplasma gondii.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is a worldwide zoonosis, caused bypttotozoanT oxoplasma gondii
Although it is an usuall asymptomatic infectione ttoxoplasmosis can manifest as a
potentially serious disease in immunocompromisedividuals and when acquired
during pregnancy. The treatment of toxoplasmosisndupregnancy when the fetal
infection is confirmed is based in the associatdrpyrimethamine, sulfadiazine and
folinic acid (PSA). Pyrimethamine is potentiallkio and should not be used in the first
trimester of pregnancy. The azalide antibiotictaninycin presents efficacy in a wide
range of bacterial infections and antimalarial\attj and it is considered safe for use
during pregnancy. The objective of the presentystuds to evaluate the efficacy of
azithromycin in controllingl. gondiiinfection in human placentas from third trimester.
The placental villi were infected or not with tacbyjtes of T. gondiiand treated with
various concentrations of azithromycin or PSA. Viieus placenta were processed for
morphological analysis. gondiiintracellular proliferation and immunohistochemyst
and supernatants were evaluated for measuringcthaétyaof LDH, cytokine, hormone
production and nitrite. In non-cytotoxic doses (2&td 1000 ug/ml), treatment with
azithromycin or PSA did not alter the morphologyttué placental villi. Both antibiotics
were able to reduce significantly the gondii intracellular proliferation, and the
treatment with PSA promoted increase of IL-12 ardl0 reduce, whereas
azithromycin induced an increase in IL-2 and ILnGhe groups infected with. gondij
and reduced production of estradiol, progesterark lRCG. Moreover, the previous
treatment ofl. gondiiwith antibiotics was able to control the replicatiof the parasite,
showing direct action of drugs dn gondii Thus, our data suggest that azithromycin, as
PSA, was able to control the infection with gondiiin an experimental model of
human placental explants of third trimester. Adudhélly our data suggest that
azithromycin may be an alternative selection featment of congenital toxoplasmosis,
expanding the therapeutic strategies to controp#rasite in maternal fetal interface.
Keywords: azithromycin, human placental villi, trophoblasyiokines, sex hormones,

Toxoplasma gondii
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INTRODUCAO

1. Toxoplasma gondii

A toxoplasmose € uma zoonose cosmopolita, causala protozoario
Toxoplasma gondiym coccidio intracelular obrigatorio, membro do fApicomplexa,
e importante patégeno oportunista para uma vaste g hospedeiros, incluindo a
espécie humana. Sua prevaléncia pode variar da@orggira regido, conforme habitos
socioculturais, fatores geograficos e climaticosr(®an et al., 2006; Da Silva, Langoni,
2009).

O ciclo de vida d€T. gondiié constituido de fase sexuada e assexuada, sendo
que a fase sexuada acontece no intestino dos dsliffeospedeiro definitivo) onde
ocorre a producao de oocistos que sao eliminado$ermas e tornam-se infectivos apos
esporulacdo no ambiente, ao serem ingeridos poriferas (hospedeiro intermediario)
(Munoz et al., 2011). A fase assexuada ocorre tant hospedeiros intermediarios
quanto no definitivo.

Morfologicamente,T. gondii se assemelha as demais células eucariontes. Ha
presenca de um nucleo, mitocondrias, complexo dégiGlisossomos, reticulo
endoplasmatico e um plastideo, o apicoplasto. @adp por endossimbiose a partir de
cianobactérias, o apicoplasto, ndo possui pigmeiotossintéticos, mas é claramente
indispensavel a célula (DeRocher et al., 2012)udéstin vitro demonstraram que o
apicoplasto, da mesma maneira que a mitocondresup®NA, sendo essencial para a
viabilidade do parasito, bem como para o estabebtio do vacuolo parasitoforo na
nova ceélula hospedeira, ou seja, 0s taquizoitascapazes de invadir, mas ndo se

multiplicam, o que determinara posteriormente atendo parasito. (Ferguson et al.,
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2005). Deste modo o apicoplasto torna-se um aletemncial da quimioterapéutica,
pois interfere nos processos de replicacdo de ONwscricdo, traducao, modificacao

pds-traducional, catabolismo e anabolismo espesifio parasito (Lee et al., 2011).

Ultrastructure of a Toxoplasma gondii tachyzoite
Expert Reviews in Molecular Medicine ©2001 Cambridge University Press

Figura 1. Ultraestrutura de um taquizoif@xoplasma gondiiO condide define a extremidade apical do
parasito e é associado com a penetracdo da cékpadieira. Micronemas, roptrias e granulos der&ms s
as principais organelas secretoras, encontraddsmpieantemente na extremidade apical do parasito. O
apicoplasto é um plastideo com quatro membranasmdm uma fita DNA circular de 35 Kd. gondii

tem apenas um Unico nudcleo e mitocondria (moditicde Ajioka et al., 2001).

Além de organelas tipicas de organismos eucariohtagondiiapresenta ainda
organelas caracteristicas de organismos pertescerate filo Apicomplexa,
especialmente aquelas envolvidas com os processadasdo e invasdo do parasito a
célula hospedeira: micronemas, roptrias e grandésos (Blader; Saeij, 2009). Os
taquizoitas sdo alongados, com as extremidade®ags, lembrando o formato de

uma banana. Algumas vezes, apresenta-se ovalammtico inicio de um processo de

divisao celular (Figura 1) (Remington et al., 2001)
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2. Imunidade contra o Toxoplasma gondii

O sucesso da infeccao pbrgondiié dependente de um delicado balanco entre a
resposta imunologica do hospedeiro, que tenta reimd parasito, e as estratégias de
evasao ou imunomodulacdo desempenhadas pelo par@siequilibrio entre estas
interacbes propicia a sobrevivéncia de ambos, iparashospedeiro (Denkers, 2010;
Blader, Saeij, 2009).

Em decorréncia da pressao do sistema imune ostparflsmam cistos teciduais,
contendo a forma de replicacdo lenta degondii os bradizoitas. Estes cistos se
formam principalmente em tecidos musculares e caiebdos hospedeiros
intermediarios (Dubey, 1986, Elmore et al., 200} .bradizoitas podem ser liberados a
partir dos cistos e transformam de novo em taquaig@ que causa reativacéo da doenca
principalmente em pacientes imunocomprometidos (Met al., 2011).

Toxoplasma gondieé promiscuo e pode infectar virtualmente qualmquédula
nucleada do hospedeiro. Assim, a imunidade megiadaélulas € considerada a mais
relevante no mecanismo de regulacdo da infeccdosgrooT. gondii um parasito
intracelular obrigatério. A fase assintomatica nfeécédo ocorre durante a inducéao de
uma rapida resposta imune mediada por células,eqtimula a producédo de niveis
elevados de interferon (IFN)-por células natural killer (NK), células T CDd células
T CD§', durante a fase aguda e fase cronica da infec®doetka, Frickel, 2012).
Linfocitos T, células apresentadoras de antigeA®XCJ, como os macrofagos, e as
células NK fazem parte do rol de células que potiemrecer de forma involuntaria a
disseminacdo do parasito (Tenter et al.; 2000; Bupd al., 2012; Sanecka, Frickel,

2012).
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As citocinas sao proteinas que modulam a respostag desempenhando funcbes
autocrinas, paracrinas e enddécrinas (Dupont et2@l2). Funcionam como potentes
mediadores de crescimento celular e regulam reaipdesoldgicas e inflamatérias.
Atuam como mediadores solluveis do sistema imungeecem seu papel funcional
através de um sistema de comunicagdo celular eéludas linféides e nao linféides
(Luppi, 2003; Dupont et al., 2012). Os macrofagpsando ativados, produzem oOxido
nitrico (NO) e intermediarios reativos de oxigé@rROl). Estas substancias, atuando
conjuntamente como o processo de apresentacamiimitds, tém acado toxica contra o
parasito (Dunay, Sibley, 2010). Macrofagos, na gmwea deT. gondij produzem
interleucina (IL)-12, que estimula as células NKsecélulas T CD4que, por sua vez,
diferenciam-se na sub-populacdo Thl, produtoraLe® @ IFNy. Este efeito é muito
importante na sobrevivéncia do hospedeiro. A ILHd@uz a producédo IFN-pelos
linfécitos e é sintetizada principalmente por catullendriticas, macréfagos, neutroéfilos
e mondcitos (Miller et al., 2009). A producédo del2 é induzida pela interacdo de
moléculas de superficie do parasito com receptbgiemembrana da célula hospedeira
tais como receptores do tipo Toll (TLRs) que ativaas de sinalizacéo intracelulares
levando a producédo de mediadores pro-inflamatdtiang et al., 2002, Aliberti, 2005;
Denkers, 2010).

No inicio da fase aguda da infeccédo, a sintes&Meyl derivado de células NK é
desencadeada pela producdo de IL-12, contribuindo & protecdo contra a infeccao
(Sanecka, Frickel, 2012). A producéo de l-H-necessaria para o controle do parasito
tanto da fase aguda quanto da fase cronica da laspse (Aliberti, 2005). IFN-
promove a conversao de taquizoitas, estagio dieaefb rapida, caracteristicos da fase
aguda da infeccdo, em bradizoitas, estagio decegglo lenta, tipicos da fase crénica,

constituindo o fendbmeno da interconversao (Bohnal.et1993; Yano et al., 2002).
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Além disso, IFNy ativa macrofagos que juntamente com as céluladriieas (DC)
formam a primeira linha de defesa confira gondii limitando a proliferacdo do
protozoario (Stafford et al., 2002, Yap et al., 200FN-y controla também outros
mecanismos efetores confragondiicomo: privagéo de ferro ou triptofano (Silva ef al.
2002) e ativacdo de algumas enzimas da familiaideagideo trifosfato (GTPases) P47
(Collazo et al., 2001; Butcher et al., 2005). Avpgédo de ferro mediada por IRNé
responsavel por inibir a replicacdo Tegondiidentro de enterdcitos (Silva et al., 2002).
IFN-y também é crucial na inducdo da expressdo de mita (2,3)-dioxigenase
(IDO). A funcéo desta enzima € degradar o triptofarm aminoacido essencial para
crescimento e replicacdo de gondii(Schmidt et al., 2012). Além disso, IFNexerce
atividade na imunidade inata por induzir a sintis@&ima série de proteinas de 47 kDa
que possuem atividade GTPases. Os mecanismos dedestas GTPases sao ainda
pouco conhecidos. Acredita-se que causem vesiaulag&estruicdo do vacuolo
parasitéforo deixando o parasito exposto ao citafml célula hospedeira, sendo
posteriormente lisado (Collazo et al., 2001; Butckieal., 2005, Zhao et al., 2009;
Fleckenstein et al., 2012).

Outras citocinas pro-inflamatorias, como fator éernse tumoral (TNF)-e IL-6
tém efeito sinérgico com IFN-na inducdo e adequacdo da resposta imune cbntra
gondii (Lang et al., 2007; Kérner et al., 2010).

Eventualmente, citocinas anti-inflamatérias taismoolL-10, fatortransformador
de crescimento (TGH)-e IL-27 regulam a resposta inflamatoria, minimg@aos danos
causados pela inflamagadoxoplasma gondiaparentemente possui a capacidade de
determinar seu proprio destino atravées da maxirdzagde sua resisténcia e
minimizando a resposta imune do hospedeiro. Togneasla vez mais claro que as

varias cepas d€&. gondiiprovocam diferentes respostas imunes inatas, spnelcepas
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altamente virulentas ndo conseguem estabelececédecronica, ndo formando cistos,
matando o hospedeiro prematuramente devido a hifzenacdo ou alta carga
parasitaria, dependendo da linhagem do camund@wmditho et al., 2012).
Macréfagos produzem IL-12, apresentam antigenopadasito as células T por
meio de moléculas do MHC de classe Il. Macréfagosékilas dendriticas sao
fundamentais para promover resposta imunolégicatatiga assim como apresentam
mecanismos microbicidas efetores, tais como degéadiagossomal, produgéo de NO

e ROI (Butcher, Denkers, 2002; Dunay, Sibley, 2010)

3. Toxoplasmose na gestagdo

O equilibrio da relacdo patdégeno-hospedeiro é elgablo pela interacdo do
sistema imune, que tenta eliminar o parasito, cems#ratégias de evasaoTldegondii
Este protozoario € capaz de manipular a hierafga@onal das cascatas de sinalizacéo
intracelular do hospedeiro, bem como formar cis¢egduais, evadindo assim de uma
resposta inflamatoria excessiva (Denkers et aD4R0De maneira geral, auséncia de
manifestacdes clinicas caracteriza a interacace @ntrgondii e hospedeiro humano
(Dupont et al., 2012).

A toxoplasmose congénita é caracterizada pela gassdransplacentaria de
formas taquizoitas d&. gondiida mée para o feto, durante a fase aguda de #@ufecg
materna, ou raramente, durante a fase cronica fiecdo, apos fendbmeno de
interconversdo bradizoito-taquizoito (Coutinho ket 2012). Taquizoitas alcancam a
circulacdo e os tecidos fetais, o que determinaassggem vertical do parasito
(Kodjikian, 2010). A infeccdo primaria durante as@g€do pode causar lesdes

inflamatorias que levam a danos neuroldgicos peemtas, com ou sem hidrocefalia,
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coriorretinite e deficiéncia visual. O risco dengmissao congénita é elevado em maes
infectadas durante o terceiro trimestre (60 a 908t@rmediario em maes infectadas no
segundo trimestre e baixa em gestantes infectarlpsimeiro (10-20%). Em contraste,

o risco de aborto é alto em pessoas infectadastéuoaprimeiro trimestre e baixa em
maes infectadas no terceiro trimestres de gestaddanifestacbes da doenca sé&o
geralmente mais graves em fetos infectados nooinda gestacdo (Montoya,
Remington, 2008)

O risco de toxoplasmose congénita esta na depeadémaima gama de fatores,
incluindo o estado imunoldgico da mae, o nimergwéncia do parasito e o tempo de
gestacdo em que a infec¢cdo ocorreu (Menzies eR@D8). Além disso, a via de
transmissdo, condi¢Bes climaticas, comportamenitigrais e higiénicos, bem como
habitos alimentares também devem ser consider&toman et al., 2006). A incidéncia
mundial da toxoplasmose congénita é de 1 a 6 a1@@@& nascimentos (Dupont et al.,
2012). Segundo Remington e colaboradores (200d)e\&léncia de anticorpos aiti-
gondii em mulheres gravidas é de 45% na Africa Centr& 54 Argentina, 54,8% na
Australia, 63% no Chile e 78% na Bélgica. Elsheikfz®d08) mostrou que a
soroprevaléncia em gestantes é de 30,1% na Tuijiia,na india Ocidental e 93,2%
na Alemanha. Uma pesquisa realizada em Uberlaesliago de Minas Gerais, mostrou
soroprevaléncia de toxoplasmose em gestantes deebititidéncia de toxoplasmose
congénita de 4,9 a cada 1000 nascimentos (SilvarBleg 2002), demonstrando a
importancia de um programa de triagem e tratamggtoxoplasmose congénita.

A maioria das mulheres gravidas, com infeccdo agadiguirida, s&o
assintomaticas, sendo que uma minoria pode apsesenialgia, febre baixa e

linfoadenopatia (Montoya, Remington, 2008).
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Além da infeccdo toxopldsmica priméaria, pode ocorrgansmissao
transplacentéaria do parasito por reativacdo da @oenaterna crénica causada por
alguma disfuncdo imunoldgica. A transmissdo vdrtd® T. gondii é possivel em
mulheres cronicamente infectadas em estado de mhepnessao (pacientes com AIDS
ou sob terapia imunossupressora). Entretanto, teressante caso reportado em 2003
mostrou a transmissao vertical da doenca a pagtinrda gravida imunocompetente
cronicamente infectada, que apresentava uma ‘@dcaixoplasmica” na retina e
positiva para testes de anticorpos imunoglobuligh G especificos parad. gondii O
recém-nascido apresentou positividade para ambast@®rpos IgG e IgM especificos
aT. gondiie, além disso, foi verificada uma cicatriz macuiarretina, sinal tipico de
toxoplasmose, e aparente calcificacao cerebralgi&l et al., 2003).

A toxoplasmose estd associada a varios defeitogéoitos em fetos humanos,
especialmente quando a primo infeccdo materna ecao primeiro trimestre
gestacional (Lopes et al., 2009). As manifestagliegcas da toxoplasmose congénita
sdo numerosas, incluindo calcificagbes intracrasanonvulsdes, retardo psicomotor,
estrabismo, coriorretinite, microcefalia e hidra@diaf observadas na infancia ou mais
tardiamente. Calcificacdo intracraniana, hidrocafalcoriorretinite formam a “classica
triade” que serve de base para o diagndéstico dacdobdlo entanto, esses sinais também
podem estar presentes quando da infeccdo por goaitdgenos intracelulares, como
citomegalovirus, virus herpes, virus da rubéold@reponema pallidum(Montoya,
Liesenfeld, 2004). Quando se adiciona o quadretledamento mental aos trés sinais
clinicos descritos acima, compdem-se a “tétrad8at@n”, que € um leme orientador
para o diagndstico da toxoplasmose congénita (eligdk, 2010). No entanto, a maioria
dos recém-nascidos com toxoplasmose congénita S&mtanmaticos ou com

apresentacdo subclinica da doenga ao nascimentazzétto, Procianoy, 2003;
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Montoya, Remington, 2008). Aproximadamente 80% daancas afetadas pela
transmissao vertical do parasito desenvolvem pnoddevisuais ou de aprendizagem na
vida adulta (Kodjikian, 2010).

Testes soroldgicos, especialmente os imunoenzinsatséo exames de rotina para
o diagnodstico da doenca. A deteccdo de anticomgds IgA e/ou IgE especificos B
gondii em sangue de corddo umbilical ou de recém-nasddatiém é utilizada para
estabelecer o diagnostico da doenca. Além disgmys8ivel detectar o parasito em
fluidos corporais por isolamento em cultura de desi ou por inoculacdo em
camundongos. Pode-se utilizar ainda a reacdo emiacad polimerase (PCR) para
deteccdo do DNA gendmico do parasito (Noordin, 2010

Programas de educagdo e saude publica para a gfevela toxoplasmose
recomendam a populacdo que evitem contato com iaiatepotencialmente
contaminados com ®.gondii como carnes, frutas e verduras. Quando ocoroenaaf
congénita, além dos programas de educacgdo e sabtieap a prevengdo consiste em
tentar evitar a passagem vertical do parasito p@ionde administracdo de
quimioterapicos para gestantes em que se evidenaf@ecdo aguda e realizar
diagnostico precoce, que permita a introducdo deessas terapéuticos para prevenir
ou minimizar os riscos de sequelas futuras pare@@m-nascidos (Remington et al.,

2001, Elsheika, 2008).

4. A imunologia da gestagdo

A interface materno-fetal desempenha um papekorita defesa contra agentes
infecciosos, de modo a manter gravidez normal. Nestroambiente ocorre producéo

de uma grande variedade de citocinas e hormoéniespgdem iniciar e regular as
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respostas inflamatérias (Uchide et al., 2012). 0 éeconsiderado um semienxerto, uma
vez que expressa antigenos de origem paterna enmaf@s aloantigenos fetais sao
codificados por genes polimérficos herdados do gaé podem provocar respostas
imunes maternas que levariam a rejeicao fetal tegmis da implantagdo do blastocisto
na parede uterina, mas geralmente isso ndo octerel(issen, 2006, Rango, 2008). A
aceitacdo do feto € o resultado de uma respostaeimaterna modulada permitindo o
desenvolvimento de uma gravidez bem sucedida (Adam s, 2007).

A interface materno-embrionaria € representada pEécenta, um Orgao
especializado que fornece suporte ao crescimedesenvolvimento normal do feto. A
implantagéo e formagé&o da placenta sdo processmsesite coordenados envolvendo a
interacdo entre células trofoblasticas e a mucdsana, caracterizando o inicio do
relacionamento materno-embrionario (Cardaropoliaket 2012). A placenta possui
inumeras fungBes dentre as quais podemos citamarsporte de oxigénio, agua,
carboidratos, aminoacidos, vitaminas, minerais teosunutrientes para o feto; exerce
atividade enddcrina, além de proteger o feto comméculas antigénicas, infeccbes e
doencas maternas (Oreshkova et al., 2012).

O sucesso da implantacdo e manutencdo da gestag@endd de uma
comunicacao apropriada entre blastocisto e endmretde um Utero adequadamente
preparado pela acdo hormonal, principalmente dm&woio progesterona, bem como de
uma equilibrada interacao entre citocinas (Cardarep al., 2012).

Células Thl sado caracterizadas por apresentaregdeanediadas por células,
sendo conhecidas como pré-inflamatérias, secretéifidey, TNF-a e TNFf e IL-2.
Células Th2 secretam citocinas anti-inflamatoriast,| IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13,

favorecendo a producao de anticorpgdgfontet al., 2012).
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Células Thl e Th2 sdo mutuamente inibitorias, as#ini0, um produto das
células Th2, inibe o desenvolvimento das célulak, Emquanto IFM um produto das
células Thl, previne a ativacdo das células Thp@buet al., 2012). Evidentemente, é
o balanco entre estas citocinas que define uml pedfiou anti-inflamatorio.

O estabelecimento da gravidez € dependente dogoatncitocinas de perfis Thl
/ Th2, com predominancia do tipo Th2, sendo esteeganismo mais relevante na
manutencao e sucesso gestacional (Wilczynski,&2G08, Dupont, 2012).

A producdo de citocinas anti-inflamatorias paremefsndamental para o sucesso
da gestacédo (Dealtry et al., 2000). Durante a géstacorre uma modulacdo do sistema
imune e isto resulta em uma tolerancia imunologicen feto alografico (Cutolo et al.,
1998). Esta tolerancia se manifesta por um deenéscia producéo de IFN-e a um
padrdo de producdo de citocinas de perfil Th2 ssiipeio controle de secrecao
hormonal e de citocinas pela placenta (Dupont.ep@l2).

Durante a gestacdo, as funcdes fisiologicas mateséa alteradas e o sistema
imune normalmente apresenta um estado de toleransiantigenos fetais (Denney et
al., 2010). Muitos hormonios, principalmente estrim e progesterona, estdo
aumentados e esta condicdo gera alteracdes na;balancitocinas de perfil Th1/Th2
(Robinson, Klein, 2012). H4 uma super expressagitdeinas tipo Th2, o que pode
causar a maior susceptibilidade ao parasito, esezuentemente, a infeccéo placentaria
e fetal (Abou-Bacar et al., 2004). No entanto, @@aocorre infec¢do, pode haver uma
maior expressao de citocinas tipo Thl devido aacpegasitaria e viruléncia da cepa, 0
que pode ser prejudicial ao feto, muitas vezegeteendo aborto. Assim, a existéncias
destas duas situacbes (gestacao/infeccdo) impdearganismo materno adaptacdes
que devem convergir para um padréo de resposteegeiem conta a existéncia de uma

gestacao saudavel e a severidade da infeccagNakies et al., 2012).
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A complexa rede de sinalizagdo por meio de cit@cma interface materno-fetal
adquire papel crucial durante infeccdes parasgatualquer desequilibrio do balango
imunolégico pode potencializar a producéo de ait@sipro-inflamatorias de perfil Thi,
como TNFe, IFN-y e IL-2 que sao prejudiciais ao feto, podendo lemaaborto (Daher
et al., 2004; Menzies et al., 2012). Uma vez gsestema imunoldgico materno produz
citocinas anti-inflamatdrias para evitar a rejeigéiofeto, ha um potencial aumento da
susceptibilidade a infec¢cfes parasitarias (Robdtias, 2012). A maior susceptibilidade
de gestantes a infec¢do pbdrgondii pode estar relacionada a maior produgédo de
citocinas anti-inflamatdrias, que sédo expressdsmea significativa durante a gestacéo.
Neste caso, observa-se uma situacdo de “imunossdpre pois hormdnios como
estrogeno e progesterona modulam a reatividadedlialss T e a producdo de citocinas
(Vargas-Villavicencio et al., 2009; Robinson, Klek912).

Em camundongos, a ativacdo de macréfagos poryJFEmM presenca de
coestimuladores, como LPS ou THEF€ necesséria para ativar a atividade citotoxéca d
macrofagos contrd. gondii (Menzies et al., 2012). O papel funcional de NNa
interface materno-embrionaria € intrigante. Quandmundongos infectados pdr.
gondii recebem IFN¢ se observa uma protecao significativa exercidaggta citocina
(Mccabe; Luft; Remington, 1984); entretanto, quasdmeutraliza IFN~em Balb/c em
fase aguda da toxoplasmose, observa-se uma dirdanog infeccdo placentéria e fetal
de tais animais (Abou-Bacar et al.,, 2004). Alémtajislinhagem de células
trofoblasticas humana (BeWo) séo incapazes de atanta infeccdo poil. gondij
mesmo quando tratadas com IFN©liveira et al., 2006; Barbosa et al., 2008),sape
do IFNy promover a adesdo de mondcitos, principal viaiseethinacdo d&. gondij

em células BeWo (Pfaff et al., 2008; Dunay, Sibk10).
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O estabelecimento da cinética entre citocinas mitématérias e anti-
inflamatorias pode contribuir para a interpretagas fungfes de citocinas de perfil Thl
e Th2 na interface materno-embrionaria que garardasucesso de uma gestacao,

mesmo sob uma situacao de infec¢cao por parasteceitilar, comd . gondii

5. Regulagdo hormonal da gestagdo

Outros fatores também sdo importantes para o suagsgestacdo como a
producao de hormonios, ja que atuam como coadjesara diferenciacdo de células T
ou favorecendo modificacGes para a producao deir#e do tipo Th2. Estradiol ocorre
em altas concentracdes em mulheres gestantes gead®eus receptores sao expressos
em varios tecidos linféides, além de células com@ditos, macréfagos e células
dendriticas (Robinson et al. 2012). Estradiol afietadiversos aspectos da imunidade
inata, incluindo a inibicdo da atividade funciordé¢ células que influenciam as
respostas imunes adaptativas, como mastocitosnédibess, macréfagos, células
dendriticas e células NK (Entrican, 2002; Mendels2®09). O estradiol aumenta a
secrecdo de IL-10 e IFNyor clones ativados de células T antigeno-estisiaslaA
adicdo de altas concentragfes de estradiol a afttiuorece a producéo de IL-10 e, em
baixas concentragdes, IFRNEntrican, 2002; Mendelson, 2009).

A progesterona € produzida pelo corpo Iuteo noiov@rtambém pela placenta
durante a gravidez, e com papel anti-inflamatoriRobinson et al., 2012). A
gonadotrofina coriénica humana (hCG), um hormotigogrotéico, o Unico exclusivo
da gestacdao, € produzido algumas horas apés adigdm pelas células embrionarias e
apresenta capacidade para regular negativamemeirddiade celular materna contra

antigenos paternos, por ser um fator de atrac&oqggdulas Treg, induzindo, assim, uma



28

condicdo de imunotolerancia (Schumacher et al.,920Gampalas et al., 2010).

Apresenta também atividade angiogénica, sendo quemprometimento desta funcéo
pode levar a placentacdo insuficiente e aumentosdo de pré-eclampsia (Tsampalas
et al., 2010).

As alteragBes hormonais e imunoldgicas que ocomerfongo da gestacdo sdo
necessarias para suportar uma gravidez saudaveltamdoém afetam drasticamente a
suscetibilidade feminina as doencas auto-imuneseaghs infecciosas (Fig. 2). Apesar
de existirem muitos estudos sobre estas doendasgan@o a importancia dos fatores
imunoldgicos ao longo da gravidez, poucos estudmssideram o papel que os
hormdnios desempenham na orquestracdo dessag@eranunologicas (Robinson,
Klein, 2012).

As concentracdes de horménios esterbides, sdodevagelmente mais elevadas
durante a gravidez do que durante outras faseschioreprodutor feminino e aumenta
ao longo do curso da gravidez, com niveis maiss aloancados durante o terceiro
trimestre gestacional (Robinson, Klein, 2012). Aidade dos esterdides sexuais por
meio de sinalizacdo por receptores intracelulaeessierdides suprime a regulagéo da
transcricdo de citocinas inflamatdrias. A supresBéomonal de IFNy que possui
propriedades antivirais e antiparasitérias, prepdiignificativamente a evolucédo de
doengas infecciosas e favorece o desenvolvimentimelecas inflamatorias autoimunes

durante a gravidez (Abou-Bacar et al., 2004)
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Fig. 2: Durante os trés trimestres da gravidez, ha umaangad no equilibrio de respostas pro-
inflamatérias e anti-inflamatérias. Até o terceittimestre, respostas anti-inflamatorias, incluingo
atividade dos macréfagos M2, células Th2, e célilasguladoras, séo elevadas. Atividade inflamatori
de células NK, macréfagos M1 e células Thl sado zidds. Neste periodo, as alteracdes nas
concentracdes de esterdides sexuais, incluindtriolesstradiol, progesterona, podem levar a mgdan
imunoldgicas durante a gravidez (modificado de RopKlein, 2012).

Existem evidéncias consideraveis de que os hormdsterdides afetam o curso
da toxoplasmose em humanos e camundongos. Henrgverl® (1976) foram os
primeiros a demonstrar diferengas nas respostasnesnue inflamatérias de
camundongos machos e fémeas, apos a infeccdo Tcogondii Nestes estudos,
camundongos fémeas desenvolveram inflamacéo cerehra grave do que machos.
Em camundongos fémeas, o estradiol agrava, enqaagtmadectomia reduz a carga
parasitaria e a patogénese da doenca (Kittas, H&880). De maneira simultanea, a
gonadectomia e tratamento com estrogeno predispuserbaias a aumento de cargas
parasitarias quando comparados com animais cont@be tratados (Kittas, Henry,
1979). Altas concentracdes de progesterona tamhénerda a susceptibilidadeTa
gondii durante a gravidez pela supressédo de IL-12 evylRBenes et al., 2010). E
importante ressaltar que mulheres gravidas ndo is&modeprimidas, mas suas
respostas imunes estéo inclinadas para um fenatifpanflamatério que influencia ndo

apenas o resultado de gravidez, mas a patogénedesateas doencas incluindo a

toxoplasmose.
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6. Tratamento da toxoplasmose congénita

Os tratamentos convencionais existentes para aplestose congénita nao
podem ser considerados totalmente eficazes, umgueps medicamentos disponiveis
sdo parcialmente eficientes no tratamento de if&scagudas e pouco ou nada
eficientes na fase cronica da doenca (Grujic et 2805; Chéne, Thiébaut, 2009;
Martins-Duarte et al., 2010).

Uma droga ideal para o tratamento da toxoplasmeseridh mostrar efetiva
capacidade de penetrar e se concentrar na plaegmateessar a barreira placentaria e ter
atividade parasiticida contra diferentes formasTdegondii aléem de nao apresentar
efeito citotoxico e teratogénico (Derouin, 2001 ri@sa et al., 2012). Infelizmente
nenhuma das drogas utilizadas para o tratamentoxd@lasmose atinge este padréo
(Chéne, Thiébaut, 2009). Entretanto, muitos domd&os administrados as gravidas
tém a capacidade de transpor a placenta, expoadbndo em desenvolvimento a seus
efeitos farmacologicos e/ou teratogénicos.

Gestantes com até 18 semanas de gestacdo e cologisonmositiva paral.
gondii, apresentando IgM positivo e IgG de baixa avidé@a sdicativos de uma
infeccdo recente. Na tentativa de prevenir a idfectetal recomenda-se o inicio
imediato do tratamento (Chéne, Thiébaut, 2009).

O uso do macrolideo espiramicina é capaz de redazincidéncia da
toxoplasmose congénita em 60%, sendo inicialmetta@t@mento de escolha (Montoya,
Remington, 2008). Entretanto, apesar da espiramisér apta a eliminar as formas
taquizoitas do parasito, ndo é capaz de cruzarrait@aplacentaria, sendo, portanto

inadequada para o tratamento da infeccao fetalji(Getial., 2005). Todavia, por ser
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capaz de retardar a transmisséo do parasito, peneovicao na severidade da infeccao
fetal (Remington et al., 2001). Seu uso € indigaal@ gestantes primo-infectadas, mas
sem a confirmacgao de infeccéo fetal, ndo alteranpatologia da infeccao fetal. Caso a
infeccdo seja confirmada por PCR do liquido amoddtia partir de 18 semanas de
gestacgdo, recomenda-se o tratamento com a combidagérimetamina, sulfadiazina e
acido folinico (PSA) (Montoya, Remington, 2008)s&sssociacdo tem o potencial de
reduzir a transmissdo congénita em até 30% (Meneeewl., 2008). Porém, a
capacidade do tratamento em reduzir possiveis kesgasta relacionado com o tempo
de gestacédo e de soroconverséo da gestante. Ederdosstram que a terapéutica pode
nao reduzir o risco de sequelas neuroldgicas graeeslo que o tratamento pré-natal
deverd ser administrado em até 4 semanas apdé®&aof materna, para reduzir a
chance de lesdes intracranianas (Gras et al, Zifiina-Borja et al, 2010)

De maneira semelhante ao observado na espécie huresta associacdo de
farmacos tem eficiéncia limitada contra a transémsgertical del. gondiiem Calomys
callosus modelo experimental da toxoplasmose congénitatéGet al. 2009).

Remington e colaboradores (2001) elaboraram um para tratamento da
infeccdo porT. gondiiem mulheres gestantes em diferentes estagiodetzdo, bem
como indicagéo de tratamento para toxoplasmoseéoitag Quadro 1).

Diante da potencial gravidade das manifestacdes taeplasmose e
consequentes defeitos congénitos, necessario se& fasca de farmacos. Entretanto,
igualmente preocupantes sdo 0s possiveis efeilate@s ocasionados pelas drogas
tanto para a gestante quanto para o feto, pantimal#te a pirimetamina pelo seu
potente efeito teratogénico (Braz et al., 1999).

Uma droga em estudo para o tratamento da toxopkesroongénita, testada

inicialmente em murinos, € a azitromicina, a quptesenta atividade inibitoria
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prolongada sobre a replicacdo intracelular de tadgis (Montoya; Liesenfeld, 2004;

Torkildsen et al., 2008).

Periodo Tratamento
Gestacional
1° Trimestre Espiramicina (Rovamicina® comp. 500 mg)
(1° a 18° Dose: 3,0g/dia
semanas) 02 comp. de 8/8 horas - V.O. (em jejum)
Apos a 18° Pirimetamina (Daraprin® comp. 25 mg)
semana . = .
° . Dose de ataque: 100 mg/dia (2 dias)
(até o parto): 02 comp. de 12/12 horas - V.O.
esquema

Dose de manutengdo: 50 mg/dia

triplice 02 comp. em dose dnica didria - V.O.

Sulfadiazina (Sulfadiazina® comp. 500 mg)
Dose: 75 mg/Kg/dia (maximo de 4,0g/dia)
02 comp. de 6/6 horas - V.O.

Acido Folinico (Leucovorin® ou manipulado)
Dose: 15 mg - 01 comp. ao dia - V.O.

Quadro 1: Guia para o tratamento da infeccdo Thogondii em mulheres gestantes e em infeccéo
congénita de acordo com Remington e colaborad@a0$x §

Na sequéncia, as caracteristicas gerais dos fasmeiizados neste estudo para

o tratamento da toxoplasmose congénita:

6.1. Pirimetamina, sulfadiazina e acido folinico

A pirimetamina é um inibidor seletivo da sinteseagao folico em taquizoitas
de T. gondii. Esta droga s6 é realmente efetiva em combinacdo agras drogas
devido a sua concentracdo no soro ser altameni@ehentre diferentes individuos.

Atua como inibidor da biossintese dos acidos ncaientretanto, € pouco empregado
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na terapéutica por ser altamente toxico, poisageiindistintamente com 0s processos
bioquimicos tanto do parasito quanto do hospedajesenta efeitos toxicos comuns a
drogas antifolato sobre a medula 6ssea, sendos@&izea adicdo de acido folinico a
terapéutica do paciente para prevenir a trombogitigp) anemia megaloblastica e
leucopenia dentre outros (Chéne, Thiébaut, 20Ghderet al., 2011). A pirimetamina é
teratogénica ndo devendo ser indicada duranteimeipps meses de gestacéo (Braz et
al., 1999). A pirimetamina atua inibindo as enzimidrofolato-redutases (DHFRS) que
convertem o &cido diidrofélico em acido tetraidtimfd, um processo que leva a sintese
de purinas e, por fim, de DNA. A pirimetamina quardiministrada juntamente com as
sulfonamidas, produz bloqueio sequencial dessaaetaptabdlica, resultando em
aumento acentuado (sinergismo) da atividade de susdbéarmacos (Katzung, 2006).

As sulfanamidas como sulfadiazina, sulfametoxazsuléadoxina tém atividade
parasitostatica por inibir a sintese de folatos &&tribuidas por todos os tecidos e
liguidos do organismo, sendo que as sulfonamidgmdiveis atualmente sdo derivadas
da sulfanilamida contendo nucleos heterociclicastrdianto s6 séo efetivas contra
taquizoitas dd&. gondii. A atividade farmacodinamica deste medicamento se de
fato de serem andalogos estruturais do acido p-dmaimmdico (PABA). Através da
inibicdo competitiva, as sulfonamidas impedem ariporacdo do PABA durante a
biossintese do acido diidropterdico, funcionandssdeforma como antimetabdlito. A
aplicagéo clinica desse antimetabolito fundameatars sua toxicidade seletiva sendo
mais toxico para o microorganismo que para o hoifBoach-Driessen et al., 2002).

O efeito teratogénico da pirimetamina pode ser mmzado através da
administracdo de acido folico a gestantes agudamefiéectadas (Remington et al.,
2001; Bosch-driessen et al., 2002;). O acido féltembém conhecido como folacina

ou &acido pteroil-glutamico, é encontrado em var@snentos. E uma vitamina
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hidrossoluvel pertencente ao complexo B, necesgfia a formacdo de proteinas
estruturais e hemoglobina (Vijayalaxmi et al., 2008presenta-se como um po
cristalino amarelo pouco solivel em agua e facitmabsorvido pela mucosa duodenal.
Apo6s absorcdo, o acido transforma-se em coenzininss aque se distribuem pelos
diferentes 6rgaos, concentrando-se principalmentégado, convertendo-se em acido

folinico, processado através da urina e fezes {#ligxmi et al., 2000).

6.2. A azitromicina

Sintetizada inicialmente em 1980, a azitromicinang antibiotico da classe do
“azalideos” do grupo dos macrolideos (Chico, Chamdhan, 2011). O grupo dos
macrolideos sdo compostos caracterizados por umndanéctona macrociclico de
amplo espectro que se liga a diferentes acUcaegsesentado inicialmente pela
eritromicina, que sdo usadas no tratamento de gdésc bacterianas e parasitos
intracelulares, comd. gondii(Remington et al., 2001; Katzung, 2006). A aziti@na
diferencia-se da eritromicina em dois aspectos: lsgtona € constituida por 15
membros e contem um atomo de nitrogénio, ao pagscagactona da eritromicina
possui 14 membros, ndo possuindo o atomo de nititogE&sta pequena diferenca €
responsavel pelas melhores caracteristicas fardgicak e microbiolégicas da
azitromicina: seu espectro de acéo é amplo, suaatftecidual € mais rapida e elevada,
bem como sua meia-vida é mais prolongada do que euttos macrolideos. Além
disso, pode ser administrada em dose Unica adediiamaior resisténcia a degradacéo
acida no estbmago, menores efeitos colaterais ernaanplitude das propriedades

terapéuticas (Petropoulos et al., 2009; Salmah,&(4.0).
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Apos a administragdo oral em humanos, a azitromiéimplamente distribuida
pelo organismo e com pico de concentracdo plasanétitre 2 a 3 horas, podendo ser
administrada a qualquer hora do dia, inclusive esmefei¢cdes (Katzung, 2006).

A estrutura da azitromicina confere maior estabdel em meio acido, devido a
presenca de dois tipos basicos de grupos de amingria que melhoram as suas
propriedades anfipaticas, incrementando suas eaistatas farmacocinéticas e
atividade contra micro-organismos Gram-negativosGem-positivos (Chico &
Chandramohan, 2011). A azitromicina atua ligandodge maneira reversivel a
subunidade 50S do ribossomo bacteriano, inibinsiota@se de proteinas (Retsma, 2001,
Torkildsen et al., 2008; Petropoulos et al., 2000h caso de microorganismos
sensiveis, incluind®. falciparum e P. vivaxga acdo da azitromicina afeta a formacéo do
parasito por impedir o desenvolvimento de polipluis no apicoplasto (Sidhu et al.,
2007; Petropoulos et al., 2009). Duas regifeshlissiomo séo criticas para a sintese de
proteinas: o centro decodificador na subunidade®@Sgarante que apenas 0s tRNA,
portadores de anticédons que se pareiam com o d@étamados de RNA cognatos),
sejam aceitos no sitio A e o centro de peptidildferase na subunidade 50S, onde os
tRNA cognatos se associam para a formacdo da tigpe@tidica. Os macrolideos
atuam inibindo a sintese protéica do parasito pggdo do farmaco a subunidade
maior 50S do ribossomo (Chico et al., 2011). A @nea do antibidtico neste local
impede a formacdo dos peptideos, resultando n&éilda tradugédo (Brisson-Blp
1988; Rubinstein; Keller, 1998; Mankin, 2008, Chéatal., 2011).

Em 1997, Fichera e Roos demonstraram que o0 genomapidoplasto dd.
gondii comeca a degradar nos ciclos seguintes ao trataroem antibiotico. Em outro
estudo, a prole de uma cepa transgénica. @mndiicom um defeito de segregacgéo do

apicoplasto, morria logo apos a invasdo num seguwiclo de infeccdo de células



36

hospedeira, enquanto os parasitos sem alteracd@iow@ram replicando normalmente
(He et al., 2011). Esta observacgdo validou a higotee que o apicoplasto € essencial
para a viabilidade do parasito e que os antibistfmmdem exercer os seus efeitosTem
gondii e P. falciparum por bloguear a segregacédo do apicoplasto (Dabdefhal,
2008). No entanto, a acdo especifica de antib®tiao segregacdo do apicoplasto ndo
foi demonstrada, e a natureza do defeito do amstplcausada por antibiéticos &n
falciparumpermanece elusivo.

Sinagra e colaboradores (2007) demonstraram quet@naicina é capaz de
controlar a infeccdo poteishmania braziliensise Leishmania amazonensism
hamsters. Adicionalmente, Braz e colaboradores9j1&@mprovaram que a associagao
de azitromicina e pirimetamina apresenta alta eificado tratamento da toxoplasmose
em camundongos. A azitromicina também inibe o amemtto de taquizoitas dE.
gondii, através da inibicdo da sintese protéica do parélsescano et al., 2004). A
associagdo de azitromicina e cloroquina como altiMan ao tratamento da Malaria tem
evidenciado adequada resposta parasitoldgica emiosnelinicos na Africa (Chico,
Chandramohan, 2011).

Os macrolideos possuem propriedades anti-inflamaaté que pode influenciar
na resposta imune, principalmente em infeccoessparnas (Rubin, 2004; Friedlander;
Albert, 2010). Estudosn vitro e in vivo, demonstraram o efeito modulador dos
macrolideos no sistema imunolégico exercendo uitogiegativo sobre a resposta pro-
inflamatoria (Costa et al, 2009; Franco et al., J0Recentemente foi demonstrado
pelo nosso grupo que a azitromicina tem importatitedade protetora na transmissao
vertical deT. gondiiem modelo experimental animal de toxoplasmose cuotagéCosta
et al, 2009). Adicionalmente ndo foram observadeisos toxicos para a fémea gestante

submetida ao esquema terapéutico utilizado. Tamaelaboradores (2011) utilizaram
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a azitromicina para tratamento de um feto com tlasppose sintomatica severa e
descreveram que apesar de muitos sinais e sintassxiados com toxoplasmose
congénita persistirem ap0s o nascimento, a remigédica de alguns sinais e testes
imunoldgicos subsequentes a utilizacdo da drogamager fortemente sugestivos de
seu efeito terapéutico da azitromicina sobre o.fétssim, todos esses resultados
sugerem que azitromicina possa ser uma opcao tei@géno tratamento da

toxoplasmose congénita.

7. Modelo de estudo com vilos placentarios

A placenta € um orgao discoidal que constitui erfate materno-fetal. Durante o
desenvolvimento embrionario, no interior da plaaesurgem cavidades (espaco
interviloso) com uma vasta rede de expansoes, los placentarios, os quais sao
banhados por sangue materno do espaco intervi\Esies espacos nutrientes, gases e
residuos séo trocados através da superficie dos, \@htre 0 sangue materno e 0s
capilares fetais, encontrados no interior dos vi{@s vilos placentarios sao estruturas
revestidas por duas camadas de trofoblasto. A caneaterior € composta de um
sincicio celular multinucleado (sinciciotrofoblastenquanto a camada interior € uma
camada epitelial polarizada (citotrofoblasto). Hricam-se também células do
mesénquima fetal, células endoteliais, sanguineeglidas do sistema imunoldgico
(células de Hoefbauer) (Robbins et al., 2012).

Explantes de vilos placentarios humanos de primeiterceiro trimestres podem
ser cultivadosin vitro sob condi¢cdes adequadas, por até 12 dias, pardoesib
monitoramento da morfologia do tecido, viabilidadsecrecdo de hormoénios

placentarios e outros fatores, além de mecanisorasdnais da atividade de transporte
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através da placenta e apoptose (Vaidya, Walsh,,@&kl). Além disso, os vilos
também tém sido aplicados em estudos de infeiog@itro, para estudo da transmissao
vertical de doencgas, tais comoypanosoma cruz{Lujan, et al., 2004)Plasmodium
falciparum(Lucchi et al., 2008) @oxoplasma gondijFerro et al., 2008).

Os mecanismos envolvidos na atividade protetoraadd@romicina para a
toxoplasmose ainda ndo foram esclarecidos no mmdy@ate placentario. Desta
maneira, este trabalho visa adicionar elementos ayxéliem no entendimento da
complexa imunologia da gestacdo colaborando pam@tendimento dos processos que
ocorrem em vilos humanos infectados gorgondii e tratados com azitromicina. O
entendimento da agdo parasiticida e/ou parasiistdbem como possiveis efeitos
citotéxicos para células trofoblasticas e demaikillag® da &rvore vilosa, podera
contribuir para a terapéutica da toxoplasmose autagpor adicionar alternativas para
o tratamento da toxoplasmose congénita, contrilbuiasisim para a diminuicdo da
mortalidade e morbidade de recém-nascidos e csarg@agenitamente infectados por

T. gondii
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OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi avaliar a&fia de azitromicina no tratamento
de vilos placentarios humanos infectados experiah@einte porToxoplasma gondii
utilizando como modelo de estudo explantes de ptasehumanas de terceiro trimestre

gestacional.

1. Objetivos especificos

1. Determinar a toxicidade tecidual do tratamento camitromicina ou da
associacdo pirimetamina, sulfadiazina e acido ifmiPSA) em cultura de
explantes de vilos placentarios infectados ou méd pgondii

2. Determinar a influéncia de azitromicina ou PSA raiferacao del. gondiiem
cultura de explantes de vilos placentérios;

3. Quantificar a producéo de nitrito e citocinas THtZ, IFN-y e TNFa) e Th2
(IL-4 e IL-10) e IL-17A em sobrenadante de cultwl@ explantes de vilos
placentéarios tratados com azitromicina ou PSA effactados pofl. gondii

4. Quantificar a producdo de hormonios (estradiol,gpsterona e hC@} em
sobrenadante de cultura de explantes de vilos mitates tratados com

azitromicina ou PSA e/ou infectados gorgondii
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido ao Comité de EticdPesquisa (CEP) em seres
humanos da Universidade Federal de Uberlandia deganResolucdo 196/96/CNS

tendo sido aprovado sob o protocolo de nimero 81@&fexo 1).

1. Manutengdo de células BeWo em cultura para manutengdo de T.

gondlii

Para manutencéo de taquizoitasTdegondii,células de coriocarcinoma humano
(linhagem BeWo) foram adquiridas do American Typelt@e Collection (ATCC,
Manassas, VA, EUA) e mantidas em cultura no LalBoi@tde Imunofisiologia da
Reproducéo da Universidade Federal de Uberlandia.

As células foram cultivadas separadamente em fsadeocultura de 25cou
75cnf contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial titnge) (Cultilab,
Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de lsovimo fetal (SBF) (Cultilab),
10.000 U/mL de penicilina e 10 mg/mL de estreptamaioSigma Chemical Co., St
Louis, MO, EUA) em estufa umidificada a 37°C e 584203, de acordo com Barbosa e
colaboradores (2008).

O repique das células foi realizado a cada dos @liprocedeu-se, brevemente, da
seguinte maneira: primeiramente, as ceélulas fomradas com meio sem soro e em
seguida incubadas com solucédo de tripsina mai®O @S acido etilenodiamino tetra-
aceético (EDTA) (Sigma) durante 5 minutos a 37°C% de CQ. Depois, as células

foram lavadas e retiradas dos frascos de cultuna eeo de meio a 10% de soro,
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transferidas para tubos falcon de 15 mL e centuiflag a 40§ por 5 minutos a
temperatura ambiente. ApoOs descarte do sobrenadaase células foram
homogeneizadas em 1 mL de meio com soro e digiasiem frascos novos de cultura.
O excedente foi congelado em meio de congelamed@66 de SBF e 10% de

dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma).

2. Manutengdo /n vivo e in vitro da cepa RH e do clone RH 2F1 de T.

gondii

Inicialmente, a cepa RH dé gondiifoi mantidain vivona cavidade peritoneal de
camundongos Swiss no Centro Bioterismo Experiméntaénimal (CBEA) da
Universidade Federal de Uberlandia conforme desgdr Mineo e colaboradores
(1980). O repique foi realizado a cada 48 horasoequeu-se da seguinte maneira: a
cavidade peritoneal de camundongos infectadosat@da com meio de cultura RPMI
1640 sem soro e 0 exsudato peritoneal contendoiztdtps foi inoculado em
camundongos néao infectados para manutencdo dancepa.

Os taquizoitas retirados da cavidade peritoneatateundongos Swiss foram
centrifugados a 4@dpor 5 minutos, contados em camara de Newbauerceaddos a
alguns frascos de cultura contendo células BeWo adimalidade de manter parasitos
in vitro para os futuros procedimentos experimentais. Aigaeque a grande maioria
das células infectadas em cultura encontrava-addipelo parasito, 0 meio contendo
taquizoitas livres foi centrifugado a 4ppor 5 minutos, os parasitos homogeneizados
em meio a 2% de soro e distribuidos em novos fsasaotendo células nédo infectadas.

Os taquizoitas do clone RH 2F1 fegondii derivados da cepa RH, expressam o

gene da enzimp-galactosidase e foram gentilmente cedidos pelfepsor Dr. Vern B.
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Carruthers da Escola de Medicina da Universidadéuabhigan, EUA. Os parasitos
foram mantidos em células BeWo cultivadas em mé®Ra 2% de soro. A medida
gue a maioria das células infectadas em culturardrava-se lisadas pelo parasito, o
meio contendo taquizoitas livres foi centrifugaddfy por 5 minutos, os parasitos
homogeneizados em meio RPMI1640 a 2% de SBF abdigtos em novos frascos

contendo células ndo infectadas.

3. Ensaio de invasdo e proliferagdo

Para compararmos a capacidade de invaséao e moéfeentre os taquizoitas da
cepa RH e o clone RH 2F1 de gondii monocamadas de células BeWo foram
mantidas em placas de 24 pocos sobre laminulasndaedode 13mm (4 x 10
células/poco/200uL) e cultivadas por 24 horas £ 3¥%% de C@ As células foram
lavadas com meio e, em seguida, parasitos das Bepasclone RH 2F1 d&. gondii
foram adicionados separadamente as placas difsrantea propor¢cédo de 5 parasitos
por célula (5:1) e mantidos durante 24hs, sempretrgticata. Posteriormente, as
laminulas foram fixadas em formol 10% em solucdm@aamponada com fosfato
(PBS), coradas com azul de toluidina durante 3@Qrss#ms, montadas em laminas de
microscopia, e analisadas por microscopia de lua gadlise dos seguintes parametros
de infeccdo: namero total de parasitos e niumerpadasitos por célula a cada 100

células examinadas aleatoriamente.
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4. Cultura de explantes de vilos placentarios humanos

Pacientes gestantes, sorologicamente negativas Hiatahepatite B e C,T.
gondii, sifilis ou outras infec¢des, atendidas no SetfGthecologia e Obstetricia do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de rldbdia (HC-UFU) foram
informadas sobre os objetivos do trabalho e apd@utarizacdo comprovada pela
assinatura do termo de consentimento (Anexo Ugrdm suas placentas coletadas. No
total, 22 placentas a termo foram coletadas (36efflanas de gestacéo), provenientes
de cesaria. As placentas foram entdo processadasiisseccdo dos vilos. O tecido
foi lavado em solucdo salina tamponada com fos{&BS) estéril e dissecado
assepticamente sob microscopio estéreoscopio panaver tecidos endometriais e
membranas fetais dentro de até uma hora apos t@.culeos flutuantes com cinco a
sete extremidades livres foram selecionados comecritie por Caniggia e
colaboradores (1997). Os explantes foram transferjgara placas de cultura de 96
pocos, cultivados em meio RPMI 1640 suplementadon £6% de soro bovino fetal
(SBF), 10.000 U/mL de penicilina e 10 mg/mL de e#iomicina e incubados a 37°C
em estufa de CO Apds 12 hs em cultura, os vilos foram infectadasndo comr.
gondii (clone RH 2F1) e, apés 48 hs, tratados com difesetoncentracdes de drogas e
mantidos em estufa de G@or mais 24 horas. Os vilos foram coletados paédise
morfologica, ensaio de proliferacdo e imuno-histoqoa e, os sobrenadantes,

armazenados a -80°C para dosagens de citocinasohake de nitrito.
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5. Antibioticos

Apéds a coleta dos vilos placentarios e infecgcdo osnparasitos do clone RH
2F1 deT. gondii (1x1®P parasito por poco) por 48 hes antibidticos azitromicina
(Biofarma, Uberlandia, Brasil), Pirimetamina (Daiapl- Rhodia Farma, Brasil),
Sulfadiazina (Labdiaziria - Novartis Farma, Brasil), e Acido folinico (Lewowin(-
Interlab Farmacéutica, Brasil) em p6 foram recouistdos em meio de cultura a uma
concentracdo de 5.0Q@/mL (solucdo estoque) pouco tempo antes dos proeetbs
experimentais. A obtencdo da solucdo de trabalhteita a partir da solucdo estoque
pela adicdo do meio de cultura para obtencao dasdies concentracoes.

Para a associacdo de pirimetamina/sulfadiazina/dolthico (PSA), adaptamos
a proporcgdo da terapéutica (1: 0,75: 0,15, de piamina, sulfadiazina e acido folinico
respectivamente) preconizada no guia para o tra@noa infeccdo pof. gondiiem
mulheres gestantes e em infecgdo congénita deacord Remington e colaboradores

(2001). Assim, as concentracdes utilizadas foram:

Pirimetamina (ug/mL) Sulfadiazina (ug/mL) Acidoifdto (ng/mL)
200 150 30
1000 750 150

5000 3750 750
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6. Andlise da toxicidade tecidual

Explantes placentarios foram cultivados em plaeasutura de 96 cavidades.
Ap6s 12 horas em cultura, os vilos foram infectanlomao com 1xfaquizoitas dé.
gondii (clone RH 2F1) e, ap6s 48 horas de infec¢do fdearados e tratados com
azitromicina nas concentracbes de 200, 1000 e @@L ou associacdo PSA
obedecendo ao critério de Remington e colaboradd@801) como descrito
anteriormente, nas concentragfes 200/150/30, 19050 e 5000/3750/75®/mL de
pirimetamina, sulfadiazina e acido folinico, regpeanente. Apés 24 horas de
tratamento, os sobrenadantes foram coletados ptgemdnacao da atividade da enzima
lactato desidrogenase (LDH), que foi aferida usasseloum kit comercial para
diagnostico, segundo as instrugdes do fabricarii(Liquiform, Labtest Diagnostica
S.A,, Lagoa Santa, Brasil) e expressa em U/mL owjeantidades relativas de LDH
liberada em relacéo a lise celular total (contpalsitivo) obtida com Triton X-100 0,2%
(% do total). O principio do teste baseia-se nasmeatédo da reducdo de NAD a NADH
pela LDH (enzima citosélica, liberada para o meitvaeelular quando a integridade da
membrana é afetada). Quanto maiores os danos, rmaperda de integridade da
membrana, maior o sinal espectofotométrico. Casohaga dano a membrana, a LDH

permanece intracelularmente, ndo ocorrendo reagao.
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7. Ensaio de proliferagdo com clone RH 2F1 de T. gondlii

Explantes placentarios foram cultivados em plaeasutura de tecidos de 96
cavidades. Ap6s 12 horas em cultura, os vilos foiafiectados ou ndo com 1X10
taquizoitas dd. gondii(clone RH 2F1). Apos 48 horas de infeccéo, ossvikdectados
foram lavados para retirada de parasitos nao enfiees e tratados com azitromicina ou
associacdo PSA em concentracfes de 200 e 1000 pgpok 24 horas de tratamento,
os vilos foram lavados no préprio meio de culturbssados em tampédo de ensaio de
radioimunoprecipitagcéo - RIPA (50 mmol/L de cloatly de Tris, 150 mmol/L de NaCl,
1% (v/v) de Triton X-100, 1% (w/v) de desoxicolate sddio, e 0,1% (w/v) de SDS, pH
7.5) e comprimidos contendo coquetel de inibidatesprotease (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Alemanha), durante 30 min, maceyade sonicados
individualmente. Como controle, vilos infectadasa®e tratados foram utilizados.

Lisados teciduais de ambas as condi¢cdes experimestana descritas foram
submetidas ao ensaio de proliferacaoldgondiide acordo com Teo e colaboradores
(2007) e procedeu-se brevemente da seguinte maneima placa de 96 pocos, o lisado
tecidual obtido (100 pL/well) foi incubado com 160 do tampéao de ensaio (100 mM
tampao fosfato, pH 7.3, 102 mM de mercaptoetar®oirdl MgCh) mais com 40 uL de
substrato cromogénico clorofenol vermehd-galactopiranosideo (CPRG). Depois de
30 min de incubagéo, a atividade enzimatic@-dalactosidade foi aferida em leitora de
placas a 570nm e os valores de DO convertidos emeruitotal de taquizoitas de
acordo com a curva padrao, utilizando o softwarerdfilate Manager PC verséao 4.0
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EUA). Os daflram apresentados como indice
de proliferacédo dé&. gondii(B-Gal) de acordo com a referéncia da curva padnddte!

de deteccéio da reacdo de 15,6258xHbasitos totais).
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8. Imuno-histoquimica para a detecgdo de taquizoitas

Para estudo dos vilos a microscopia de luz os etgdaforam fixados em
formol 10% em tampao PBS durante 24 hs. Postermamens tecidos foram
desidratados em alcoois de concentra¢ges creseeatebebidos parafina.

Cortes de @m foram desparafinizados, hidratados em &lcoois de
concentracdes decrescentes e por fim em agua wrigros hidratacéo, os cortes
foram incubados por oito minutos em solucéo decéawético a 5 % para bloqueio
da fosfatase enddgena e, em seguida, lavados eigAsosalina tamponada com
TRIS (TBS), pH 7,4 por 5 minutos. Para bloqueisii®s inespecificos de ligacéo,
os fragmentos foram incubados com soro normal beaca 2 % em TBS por 20
minutos a 37° C; apos este bloqueio, foi feitacali@cdo do material com soro de
Calomys callosugpositivo contra cepa ME-49 de gondij na diluicdo de 1:100
(produzido e cedido pelo Laboratorio de Imunopafalada Universidade Federal
de Uberlandia) em TBS por 12 horas a 4° C. Aposssiras lavagens em TBS, 0s
fragmentos foram incubados com IgG de cabra antyG de camundongo
biotinilada (Sigma, St Louis, USA) na diluicdo de6D0 em TBS por uma hora a
37° C. A reacéao foi amplificada pelo complexo avadbiotina (ABC) - fosfatase
(Biomeda, Foster city, USA) na diluicdo de 1:100EASE, a 37° C, por 30 minutos.
A revelacdo da enzima fosfatase alcalina foi radizcom fast red — naftol (Sigma,
St Louis, USA), em tampé&o TRIS por aproximadam&mean, lavagens em TBS e
agua corrente e contra-coloracdo com hematoxilieaMeyer, a temperatura
ambiente. Com a diferenciacdo do corante em agumianal, as laminas foram
montadas com laminulas em glicerina. Como contrdéeseacdo foram utilizados

vilos infectados ou ndo, e sem tratamento.
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9. Dosagem protéica dos vilos placentarios

Explantes de vilos congelados foram homogeneizadasampao de ensaio
de radioimunoprecipitacdo - RIPA (50 mmol/L de aato de Tris, 150 mmol/L
de NaCl, 1% (v/v) de Triton X-100, 1% (w/v) de deisolato de sédio, e 0,1%
(w/v) de SDS, pH 7.5) e comprimidos contendo cogjud inibidores de protease
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha). O dgenado foi
centrifugado a 15.000x g durante 15 minutos a 4O€sobrenadantes foram entao
utilizados para a mensuracdo do conteudo de peotgfiizando o método de
Bradford (Bradford, 1976). A concentracdo de pradbtal (mg/mL) foi utilizada
para normalizar os dados das citocinas obtidas fild6A e CBA (pg/mL),

resultando na concentracdo de citocinas (pg/mg).

10. Detecgdo de citocinas

10.1: Dosagem de IL-12, TNF-a, IL-10 e TGF-p1 por Enzyme Linked

Immunosorbent Assay (ELISA)

As concentragdes de IL-12, TNE-IL-10 e TGFB1l nos sobrenadantes de
culturas de explantes de vilos placentarios foraemsuradas por ELISA Captura, de
acordo com as instru¢bes do fabricante (R&D SysteBievemente, placas de alta
afinidade de 96 pocos (BD Biosciences) foram sdizsidas com anticorpos de captura
anti-humanos especificos para cada citocina pdratds a temperatura ambiente; em

seguida as placas foram lavadas com PBS-Tween PB85%) e blogueadas durante
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1 hora a temperatura ambiente com PBS mais 1%rdealmumina bovina (BSA) para
as citocinas IL-12, TNFe IL-10 ou PBS-T (5%) mais 0,05% de azida sédica p&F-

B1. Apos novas lavagens em PBS-Tulbflas curvas de cada citocina (de 500 pg/mL a
15,6 pg/mL para IL-12 e TNE; de 4000 pg/mL a 62,5 pg/mL para IL-10; e de 2000
pg/mL a 31,25 pg/mL para TGF) ou 50ul das amostras de sobrenadantes de vilos
placentarios foram adicionados nas placas e inosbhadr 2 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, ap0s lavagens, as fia@as incubadas com anticorpos de
deteccao anti-citocinas humanas conjugados cormaidurante 2 horas a temperatura
ambiente e, apds este intervalo, estreptavidinpugada com peroxidase foi adicionada
as placas e permaneceu em incubagdo por 20 miautesperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Finalmente, as placas foram novaent&avadas, reveladas com TMB
(3,3",5,5 -Tetrametilbenzidina) mais 0,03% de p&léxie hidrogénio por 20 minutos e
a densidade Optica foi mensurada por um leitor dwoplacas a 450nm (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, VA, EUA)s dados foram convertidos
em pg/mL de acordo com a referéncia da curva pa@@dmites de deteccéo do ensaio
foram de 15 pg/mL para IL-12 e TNE-62,5 pg/mL para IL-10 e 31,25 pg/mL para
TGF$1. Os dados foram demonstrados em pg/mg apos npagéd pelo total de
proteinas dos vilos.

No ensaio de deteccdo para T@EE-o0s sobrenadantes foram primeiramente
tratados com solucdes de acido e base para atsiémcena presente na amostra, uma
vez que TGH é secretado pelas células como um complexo ina@vératamento
procedeu-se da seguinte formaull@e HCI 1M foi misturado aos p0de sobrenadante
e incubado por 10 minutos a temperatura ambiemsteRormente, 1QL de solugéo

contendo 1,2 M de NaOH e 0,5M de Hepes foi adidan@aos sobrenadantes
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previamente incubados com HCI para neutralizar & alp acido e, em seguida, as

amostras foram colocadas nas placas de ELISA.

10.2: Dosagem de citocinas de perfil Th1/Th2 e IL-17A por citometria

de fluxo

As citocinas humanas (IL-2, IL-4, IL-6, IFN- TNFo e IL-17A) foram
mensuradas nos sobrenadantes de vilos placentasasdo o kit Thl/Th2/Thl7
“Cytometric Bead Arral/" (CBA) (BD Biosciences), de acordo com as instrugdies
fabricante. Brevemente, as amostras de sobrenadéo@m misturadas com uma
mistura de beads” de captura para cada citocina a ser quantifidasaseguida, foram
adicionados os anticorpos anti-humanos conjugaoiosficoeritrina (PE) para IL-2, IL-
4, IL-6, TNFu e IL-17A por 3 horas a temperatura ambiente ebaim@ da luz. Os
tubos foram entdo centrifugados (1300 rpm por 7utos) e oS sobrenadantes
cuidadosamente aspirados e descartados. péllet” contendo as beads” foi
homogeneizado e analisado por citometria de flésamostras foram analisadas no
citbmetro FACSCalibur BD™ (BD Company, San Diegd, EUA) e os dados foram
analisados pelo software BD™ Cell Quest e CBA sarftw Os limites de deteccéo de
cada citocina foram: 20,25 pg/mL para IL-2; 19,7nplg para IL-4; 20,16 pg/mL para
IL-6; 20,12 pg/mL para TNk; e 19,1 pg/mL para IL-17A. Os dados foram

demonstrados em pg/mg apds normalizacéo pelodetaioteinas dos vilos.
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11. Ensaio de eletroquimioluminescéncia para dosagem de estradiol,

progesterona e hCG+p.

A andlise da concentracdo de estradiol, progesiegdrCG$ no sobrenadante de
cultura foi realizada no Servico de Andlise Clisiddnidade de Hormdnio, do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandiando determinada por
eletroquimioluminescéncia usando sistema autonuti2obas E-411, com Kit Roche
de uso de rotina do laboratorio, conforme instracde fabricante (Roche/Hitachi,
Japdo). A Eletroquimioluminescéncia consistiu nuocesso de reacdes quimicas que
geraram luminescéncia a partir de um estimuloiebét©O imunoensaio baseou-se na
utilizacédo de um complexo de ruténio [Ru(bpij3 tripropilamina (TPA) associado a
anticorpos. O produto quimioluminescente final formado durante o passo de
deteccdo. A eletroqguimioluminescéncia ocorreu qoafa aplicada uma corrente
elétrica em um eletrodo de platina, criando um aaeigtrico e fazendo com que todos
0S materiais nesse campo reagissem. Utilizando mén ds microparticulas que se
encontraram revestidas com complexos de antigamiicorpo foram uniformemente
depositadas no eletrodo de trabalh@ ima foi removido e depois foi aplicada a
voltagem ao eletrodo onde estavam depositadascaspaiticulas. A emisséo de luz foi
medida com um fotomultiplicador. No teste utilizadayonadotrofina corénica humana
foi determinadan vitro pela somatoria do hormonio intacto (hCG) com aisidadeB

do hCG, assim a utilizagéo do termo hC@. +
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12. Dosagem de Nitrito

A concentracdo de nitrito em explantes de placeoiasiensurada pelo método
de Griess (Green et al., 1982). Brevemente, ansoftram adicionadas em placas de
96 pocos. A seguir, foi acrescentado sulfanilanii#ia e diidroclorido de naftaleno -
NEED 0.1% (na proporcao 1:1) emR0, 2.5%. A absorbancia ¢) foi determinada
em leitor para microplacas a 570 nm (Titertek Mukin Plus, Flow Laboratories,
McLean, VA, EUA) com referéncia a uma curva padtéamitrito de sodio — NaNd5-

100umol/L).

13. Tratamento prévio com antibioticos do clone RH 2F1 de T. gondii

A acdo dos antibidticos azitromicina e associa¢dA ®i observada diretamente
sobreT. gondii,caracterizando um tratamento prévio dos paraaiites de adiciona-los
na cultura dos vilosTaquizoitas (5x1%) do clone RH 2F1 foram tratados em frascos de
vidro com diferentes concentragbes (50, 100, 2Q0@) pg/mL) de azitromicina ou
PSA diluidos em meio de cultura durante 1 hora &C3&m estufa de CO
Posteriormente, todos os parasitos foram colocanoglacas de cultura de tecido de 96
cavidades onde estavam sendo cultivados vilos mi@ges coletados previamente.
Apo6s 72 horas os vilos infectados foram também rados em tampéo de lise RIPA e
sonicados individualmente. Como controle, vilosaforinfectados com parasitos nao
previamente tratados com antibioticos.

Lisados teciduais experimentais acima descritoanfosubmetidos ao ensaio de
proliferacdo dél. gondiide acordo com Teo e colaboradores (2007), confdeserito

anteriormente no item 7.
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14. Andlise estatistica

Todos os dados foram analisados como média e deadi@o de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em triplidgdaa a dosagem de citocinas e
dosagem de hormonios, foram realizados 8 experomes triplicata. As diferencas
entre grupos foram analisadas pelo teste ANOVA ammparacfes multiplas de
Bonferroni e as comparacfes entre condicdes paramfrealizadas pelo testede
Student, usando o programa GraphPad Prisma vei@&GraphPad Software, Inc., San
Diego, EUA). As diferencas estatisticas foram abersidas significantes quando

P<0,05.
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RESULTADOS

1. Parasitos da cepa RH e o clone RH 2F1 de T. gondii apresentaram

similares indices de invasdo e proliferagdo

Para verificar se a presenca do geng-galactosidase bacteriana n&o teria um
efeito significativo sobre as propriedades de idwvas taxa de proliferacdo em células
BeWo de taquizoitos dB gondii o clone RH 2F1 foi comparado com a cepa RH. Para
isso, células BeWo foram infectadas com a cepa REbm clone RH 2F1 dE. gondii
e os indices de invaséo e proliferacdo foram wads. Foi observado que as cepas
apresentaram comportamentos similares em relacduimero total de parasitos em
100 células quantificadas (442 e 490, respectivéahemdices de infeccdo (45% e
47%) e numero de parasitos por célula (4,98 e ®m&pectivamente). Assim, 0s
resultados sugeriram que néo existem diferencasifisggivas no parametro de
invasdoo e proliferagéo entre os parasitos da Répa clone RH 2F1 d&. gondiiem
células BeWo (Fig. 1la, b, ¢). Com base nestes tegkad, os demais protocolos
experimentais da presente investigacdo foram ssllz com o clone RH 2F1 de

gondi.
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2. Toxicidade tecidual apds infecgdo com T. gondii e tratamento com

antibidticos

A toxicidade causada pelo tratamento com as drag@somicina (Fig. 2c) e a
associagdo Pirimetamina, sulfadiazina e acidoitwi(Fig. 2¢) levou a um aumento na
producdo de LDH, indicando dano tecidual. A Azitrama nas concentra¢cdes de 1000
pg/mL (68,8 U/mL) e 500Qug/mL (87,2 U/mL) e o PSA na concentracdo de 5000
pg/mL (75 U/mL) induziram a liberagdo de quantidadegnificativas de LDH em
relacdo ao controle ndo infectado (41,8 U/mL) (BSP, A infeccdo porT. gondii
elevou a liberacdo de LDH (81,1U/mL) em relagcédocantrole ndo infectado (41,8
U/mL) (P<0,05), indicando que a simples presencgpai@sito induz dano celular.
Entretanto, observou-se que a toxicidade celularsignificativamente maior nas
amostras infectadas e tratadas com PSA na conc&otcee 500Qug/mL (180 U/mL)
em relagdo ao controle infectado (81,1 U/mL) (PSD,(A atividade de LDH foi
mensurada usando-se o Kit LDH liquiform e expremsaU/mL ou em quantidades
relativas de LDH, em relacéo a lise completa dlwsabtida com Triton X-100 a 0,2%
(“High control”). Vilos né&o tratados e nao infectado$o control”) e infectados
(“controle+Td), serviram como controles do experimento (Fig). 2&a cinética das
diferentes concentracbes de drogas, com ou serocéde também foi realizada,
relacionando a toxicidade celular em porcentageamtgua lise completa dos vilos pelo
Triton X-100 (100%) (Fig. 2b).

Baseado nesses resultados, os experimentos sagiarde realizados definindo
as concentracoes de 200 e 1@@DmL de azitromicina ou PSA para tratamentos dos

vilos placentarios.
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3. Vilos placentarios infectados e tratados com azitromicina ou PSA

apresentaram menor indice de parasitismo tecidual.

A replicacao intracelular dos parasitos do clone HH deT. gondiiem vilos
placentarios foi determinado apoOs tratamento comcemtracdes crescentes de
azitromicina ou PSA (Figura 3). Verificou-se reduc¢é nimero de parasitos em ambas
as concentragdes (200 ou 1000 pg/mL) de azitromicinde PSA quando comparado
com vilos nédo tratado$€0.05). Quando as concentra¢cdes de cada grupatdengnto
foram comparadas, ndo foram observadas diferengagicativas, constatando um
controle similar das duas drogas sobre a replicagdparasito no interior dos vilos
placentarios.

Fotomicrografias representativas de vilos placéganfectados e tratados ou nao
com azitromicina ou PSA estdo demonstradas na afigur Imunomarcacoes dos
taquizoitas foram observados em vilos placent&uisnetidos a todos os tratamentos;
entretanto aqueles do grupo controle infectado. (Hoj apresentaram quantidade de
imunomarcacoes significativamente maior que o grdgovilos tratados e infectados
(Fig. 4c e 4d). Alteracdes morfologicas ndo fordsualizadas. A figura 4a representa

vilos placentarios ndo infectados (controle negativ

4. Perfil da produgdo de citocinas produzidas por vilos placentdrios

infectados e tratados com azitromicina ou PSA

Na tentativa de entender alguns aspectos dos imdmeEcanismos de controle da

infeccdo pofT. gondiipelo sistema imune do hospedemensuramos as citocinas (IL-
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12, TNFa, TGF{1, IL-10, IL-2, IL-6, IFN«, IL-17A) por ELISA e por citometria de
fluxo, no sobrenadante de cultura dos vilos plauérs.

O perfil da producéo de citocinas, avaliado pord.kem vilos infectados ou nao
e tratados com azitromicina ou PSA em diferenteace&atracbes (Fig. 6) foi
determinado para IL-12, TN&- TGF$1 e IL-10. A analise da producdo de IL-12
revelou que vilos placentarios ndo infectados &adms com concentracdes de 200
pg/mL (12,6 pg/mg) e 100Qg/mL (8,8 pg/mg) de azitromicina nao apresentaram
variacao significante na producao desta citocirenda comparadas com o controle n&o
infectado (14,4 pg/mg). A infeccao por si induzumanto na producédo de IL-12 (25,1
pg/mg), sendo que o tratamento com azitromicindesegilos infectados n&o gerou
alteracéo na producgéo de IL-12 (para a concentrded@00ug/mL — 26,8 pg/mg, de
1000ug/mL — 23,2 pg/mg). A despeito desta manutencadmnass de IL-12 durante o
tratamento com azitromicina, houve reducdo no énde proliferacdo d&. gondii No
entanto, o tratamento com PSA na concentracao@gdZtlL (30,8 pg/mg) induziu um
aumento significativo na produgcdo desta citocina0(B5), enquanto para a
concentracdo de 100Qg/mL n&o houve variagdo estatistica (10,2 pg/mgds N
sobrenadantes de vilos infectados e tratados cdmug@OnL (48,8 pg/mg) ou 1000
ug/mL (54,9 pg/mg) de PSA, a produgcdao de IL-12 aumerconsideravelmente
(P<0.05), sendo acompanhado por uma reducéo naguegiio dd. gondii(Fig. 5a).

Os dados de ELISA para TNFdemonstraram que, comparando com o controle
nao infectado (131,2 pg/mg), o tratamento comRPML de azitromicina em vilos n&o
infectados induziu aumento na producdo desta o@ocB03 pg/mg) (P<0.001),
enquanto na concentracdo de 1@@0dmL (96,3 pg/mg) os niveis de producédo foram
similares ao controle. Além disso, a presencd dgondiilevou a uma significativa

reducdo na producdo de TNF{8,3 pg/mg), quando comparado ao controle n&o
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infectado P<0.01), sendo que o tratamento com as concentrad®ez00 ou 1000
ug/mL de azitromicina manteve niveis similares dedpcdo (9,0 e 7,8 pg/mg,
respectivamente). Paralelamente foi observada &edne proliferagdo dé&. gondii
Para o tratamento dos vilos com PSA houve redugdmiveis de TNk, diretamente
relacionada com a elevagcdo da concentracdo da dpaga a concentragcdo de 200
pg/mL — 44,6 pg/mg, e de 10Qy/mL — 5,5 pg/mg) B<0.05). Nas condi¢des de
infeccdo, ndo houve modificacdo nos niveis de TN#fm ambas as concentracdes de
PSA, apesar disso, pode ser observada a redugdoldaracdo del. gondiinos vilos
placentéarios (Fig. 5b).

Os niveis de TGB1 no sobrenadante de vilos placentarios tratadem co
azitromicina sofreram reducgdo significativa nasdipdes tratadas com 200 ou 1000
pug/mL de azitromicina (1199,5 e 1378,9 pg/mg, respamente) quando comparadas
ao controle ndo tratado (2205,0 pg/m&x(@.05). A infeccdo levou a redugdo na
producdo de TGBL (998,2 pg/mg), sendo que o tratamento com aztinen ndo
ocasionou modificagdo na producéo de TRHpara a concentracéo de 20mL —
1331,4 pg/mg, de 100@g/mL — 1055,4 pg/mg), apesar da reducdo do indice
proliferacdo deT. gondiinos vilos placentarios. Durante o tratamento c@A Rao
houve variacao significativa na producéo de TgaFtanto nas condi¢bes sem infeccao
(para a concentracéo de 20§/mL — 2031,0 pg/mg, e de 1009/mL — 2370,7 pg/mQg)
quanto na infec¢cdo com gondii(para a concentragéo de 209mL — 848,1 pg/mg, e
de 1000ug/mL — 1607,8 pg/mg) em comparacdo aos respectivosroles. Nestas
condicbes foi ainda observada a reducdo da pragifer deT. gondii nos vilos
placentérios (Fig. 5c¢).

No tratamento de vilos placentarios com azitronsicem todas as condigdes,

infectados ou ndo padr. gondij a producdo de IL-10 apresentou niveis similaras e
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relacdo aos controles néo infectados e néo tra{d@88,0 pg/mg) e infectados (1994,8
pg/mg). Foi observada reducéo na proliferaga®d.dgndii concomitante ao tratamento
com azitromicina. Em relagc&o ao tratamento com Ff®ftlye um aumento na produgéo
de IL-10 em sobrenadantes de vilos nao infectadoestaados com 1000g/mL (2396,3
pg/mg) P<0.05). Apds a infeccao, verificou-se reducao malpgdo desta citocina para
ambas as concentracdes de PSA (para a concentta¢gaug/mL — 991,8 pg/mg, e
de 1000ug/mL — 846,7 pg/mg)H<0.05), coincidente com a reducé&o na proliferagdo d
T. gondii(Fig. 5d).

Os dados de citometria de fluxo demonstraram queobsenadantes de vilos
placentarios, infectados ou ndo cdmgondij tratados tanto com azitromicina ou PSA,
nao apresentaram diferenca significativa na seardedlL-2 quando comparados aos
controles. Entretanto, ndo houve secrecdo deteéalévi -2 para os seguintes grupos
experimentais: vilos tratados com azitromicina méiectados nas concentracdes de 200
e 1000pg/mL, bem como para as concentracdes de 200 ou [ifafl. de PSA néo
infectados, 20@ug/mL de PSA infectado e controle infectado. Foiestado ainda, que
na concentragdo de 10Q@/mL de azitromicina ou PSA, a medida que ha realagh
indice de proliferacdo, ocorre elevacéo na secréedb-2 (Fig. 6a).

Vilos placentarios ndo infectados e tratados comceotracdes de 200g/mL
(1208,0 pg/mg) e 100Qug/mL (2884,9 pg/mg) de azitromicina produziram IL-6
semelhante ao controle n&do infectado (4193,7 pg/m@p apresentando variagao
significante na producdo desta citocina. Entretahiante a infecgdo co. gondii
ocorreu reducdo na secrecado de IL-6 no grupo dentrdectado (1519,9 pg/mg,
P<0.01), enquanto o tratamento com 2@@mL de azitromicina estimulou o aumento
desta secrecédo (4366,9 pg/nex0.01). Na condicdo sem infeccdo foi detectado

aumento na secrec¢ao desta citocina mediante tratarmem 200 e 1000g/mL de PSA
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(10281,2 e 6822,7 pg/mg, respectivamente) quandgparados aos vilos ndo tratados,
sugerindo a interferéncia destas drogas no mesabolido vilo P<0.05). Contudo,
durante a infeccdo cori. gondii e tratamento com PSA, os niveis de IL-6 foram
similares ao controle. Concomitantemente, consts¢oa diminuicdo na producgéo de
IL-6 coincidindo com a reduc¢do da proliferacaoldgondiinos vilos placentarios para
ambos os tratamentos (Fig. 6b).

Os sobrenadantes de vilos placentarios, infectadogsdo comT. gondii nao
apresentaram diferenca significativa na producadFiey quando comparados aos
controles, apenas com secre¢cdo em niveis basasdaitesina. Ndo houve alteragdo na
secrecdo de IFN-apesar da reducédo no indice de proliferacab. dendii(Fig. 6c¢).

Os resultados referentes a secrecdo de IL-17A deinaoam que os vilo,
infectados ou ndo pelo parasito, secretaram nideisIL-17A estatisticamente
semelhantes aos seus respectivos controles, idollas condi¢cdes experimentais de
tratamentos (Fig. 6d). Entretanto, os vilos pla&@eos ndo infectados sob tratamento
com 200 ug/mL de azitromicina (1,1 pg/mg), secretaram metiod7A quando
comparados ao seu controle nao tratado (18,2 pg(Rx).05). Assim, ndo houve
alteracdo na secrecao de IL-17A, apesar de teddvagducdo do indice de proliferacéo
deT. gondii.

Os resultados obtidos para IL-4 foram inferioredimde de detecgdo em todas as

condicOes analisadas (dados nao mostrados).
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5. Perfil da produgdo de estradiol, progesterona e hCG+p em vilos

placentdrios

Com o propésito de compreender possiveis alteragdeperfil de producédo
hormonal durante o tratamento com azitromicinasaoeiacao de PSA e infeccdo com
T. gondii foi realizada andlise por eletroquimioluminesi&nda concentracdo de
estradiol, progesterona e hCf&ro sobrenadante de cultura de vilos placentérios.

Os resultados obtidos mostraram similaridade ndfilpde producdo dos
hormoénios. Um aumento na secrecdo dos hormonicsdedt progesterona e hCG+
foi observado no sobrenadante de vilos placentanie@stados pofT. gondii quando
comparado com 0s respectivos controles. Entretapesar do aumento de producao
hormonal induzido pela presenca Tegondii observou-se redugcdo desta secre¢do a
medida que o0s explantes foram tratados com os i@tids. Este indice foi
acompanhado pela reducgéo no indice de proliferdedo gondii para os tratamentos
com azitromicina e PSA (Fig. 7a-c).

Para o grupo tratado com azitromicina, ndo foi olzska diferenca estatistica
com o controle nao infectado (287,52 pg/mg). A e&oefoi observada com a reducéo
na producao de estradiol para o grupo tratado da®0 1g/mL de azitromicina (150,1
pg/mg). Durante a infeccdo houve reducdo na pradwdg estradiol, durante o
tratamento com 200 e 100Qg/mL de azitromicina (369,2 e 291,5 pg/mag,
respectivamente) em relacdo ao controle infectddotratado (512,2 pg/mg) (Fig. 7a).
Para a progesterona os indices foram estatistidarsemelhantes, enquanto que para o
hCG+3 na presenca dE&. gordii, o tratamento com 1000g/mL de azitromicina (26,8
mlU/mg) reduziu este indice quando comparado catondrole infectado nao tratado

(52,6 miU/mg) (Fig. 7b-c).
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No que se refere a producdo de estradiol, os plexsentarios tratados com 1000
pg/mL de PSA (525,2 pg/mg) apresentaram um sigtivicaaumento na producao
deste hormdnio em relacdo ao controle néo trata8i6,% pg/mg) P<0.001). Durante a
dosagem de progesterona, 0 aumento na secregdlosfrvado para este mesmo grupo
de tratamento (100Qg/mL de PSA- 71,7 ng/mg. Controle ndo tratado -6 3@y/mg).
No tratamento com PSA e durante a infeccaoTp@ondii houve reducéo na secrecao
dos trés hormoénios: Para o estradiol, 200 e 10§6nL (214,3 e 100,8 pg/mL,
respectivamente) comparado com o controle infectéplb2,2 pg/mL); para a
progesterona 200 e 100@/mL (28,8 e 12,8 ng/mL) em relacdo ao controleatddo
(83,6 ng/mL); e para a producado de h@G200 e 100Qug/mL (6,7 e 6,6 mlU/mg)

comparado com o controle infectado (52,6 mIU/mgj.(Fa-c).

6. Produgdo de Nitrito

Para verificar se 0s explantes placentarios resgg@rd a infeccdo pdr. gondiie
a acdo das drogas por meio da producdo de éxidoon(NO), os sobrenadantes de
cultura foram utilizados para mensurac¢do de nipi#t método de Griess. Nenhuma

producao de nitrito foi detectada nas condicbegmxentais (dados ndo mostrados).

7. O tratamento prévio de taquizoitas de T. gondii com azitromicina ou

PSA reduziu a infecgdo em vilos placentadrios

Para averiguar o efeito direto dos antibiéticosti@mnicina ou PSA) sobrd.

gondii, parasitos do clone RH 2F1 foram tratados previdenecom diferentes
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concentragdes (50, 100, 200 e 1000 pg/mL) dos iétitibs, diluidos em meio de
cultura, durante 1 hora a € em estufa de COParalelamentegomo controle do
experimento, parasitos ndo submetidos ao tratampatmaneceram nas mesmas
condi¢des que os tratados. O tratamento prévioatromicina reduziu a proliferacéo
de T. gondiiem todas as concentraces (50 pg/mL — 15,8'x100D pg/mL — 12,7 x
10% 200 pg/mL — 10,5 x 19 1000 pg/mL — 8,4 x 19 sendo que o efeito foi
estatisticamente diferente entre as diferentesectrag;0es da azitromicin&<0.05).
Com relagdo ao tratamento prévio com PSA, tambémbfervada uma diminuigédo na
replicacdo do parasito em todas as concentracdgsgfBnL — 14,2 x 10 100 pg/mL —
12,1 x 10; 200 pg/mL — 13,6 x 791000 pg/mL — 11,7 x P quando comparado a
condicdo sem tratamentB<0.05). Os resultados sugerem a acéo direta da dage

0 parasito. Comparando-se 0s grupos de tratamientobservada diferenca estatistica
entre o grupo tratado com 50 pg/mL de azitromieires grupos de 100 e 1000 pg/mL
de PSA P<0.05 eP<0.01, respectivamente) e o grupo tratado com 10§@nL de
azitromicina e os grupos de 50, 100 e 200 pg/mP8a (P<0.001,P<0.05 eP<0.01,

respectivamente) (Fig. 8).
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DISCUSSAO

O tratamento convencional da toxoplasmose em neghgestantes € baseado na
administracéo de espiramicina ou ha combinacadraegbamina, sulfadiazina e acido
folinico em casos positivos de infeccédo fetal (Regtun et al, 2001). No entanto,
numerosos danos de toxicidade e efeitos teratagg€rsdo observados durante este
tratamento (Chéne, Thiébaut, 2009). A pirimetanéinan antibiotico teratogénico, por
ser antagonista do acido félico. Sua atuacao iaisntese de enzimas que participam
da via da sintese de folato, impedindo a duplicai@®NA celular, e, por isso, sua
utilizacdo durante o primeiro trimestre tem sidgoagada a um risco potencial de
defeitos do tubo neural (Hernandez-Diaz et al, 2081ém disso, apresenta efeitos
toxicos dose-dependente, produzindo danos tais coeppessdo da medula Ossea,
alteracbes cromossémicas e mutagenicidade, semdimdos os pacientes tratados com
pirimetamina necessitam de frequentes monitoramsepts hemograma (Hernandez-
Diaz et al, 2001; Vijayalaxmi, Vishalakshi, et &000). Neste sentido, o estudo de
medicamentos alternativos para o tratamento daptagmose durante a gestacdo é
necessario para estabelecer novas estratégiagutcas que minimizem os danos
toxicos, teratogénicos ou mutagénicos. Assim, cetohy do presente trabalho foi
avaliar o papel de azitromicina contra infeccao pogondiiem explantes placentérios
humanos de terceiro trimestre gestacional em cagparcom a terapia tradicional
(pirimetamina, sulfadiazina e acido folinico - PSA)

Inicialmente, para avaliarmos os indices de infecedproliferagdo em nosso
modelo experimental, optamos pela utilizacdo domel®H 2F1 deT. gondii. No
entanto, com o intuito de verificar se a preserg@ehe dfi-galactosidase bacteriana

nao modificaria as taxas de invaséo e de proliferag clone RH 2F1 foi comparado
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com a cepa RH ndo modificado de gondii. Em nosso modelo experimental
observamosimilares indices de invasao e proliferacdo deitafios deT. gondiitanto

de parasitos da cepa RH quanto do clone RH 2F1ndpuse trata de tecidos, a
contagem visual direta da proliferacdo do parasifejudicada, por se tratar de uma
estrutura tridimensional, onde o corte da amostira pbtencdo de laminas pode nao
acontecer no local onde o parasito se encontramAssumeras técnicas podem ser
utilizadas para a deteccgéao da proliferacado do parem tecidos, tais como ensaio de
incorporagéao de uracil, PCR (Reacdo em cadeia tiamd?ase), ou, ainda compostos
radiomarcados (McFadden et al, 1997; Kul et al,22(Rahumatullah et al, 2012).
Entretanto, o desenvolvimento de clonesTdegondii que expressarfi-galactosidase
bacteriana torna possivel a utilizacdo de simptessies colorimétricos para avaliar a
proliferagcdo do parasito e atividade de novos ca@tmso quimioterapéuticos para
tratamento da toxoplasmose (McFadden et al, 1983 €T al, 2007).

No presente estudo avaliamos a atividade de liBerag LDH como medida
indireta da viabilidade e citotoxicidade de vildagentarios infectados ou nédo por
gondii, causada por diferentes doses de azitromicina owasgaciacdo PSA. Os
resultados obtidos demonstraram que ambos os @itds ndo causaram toxicidade
significativa local quando a liberacdo de LDH fderada nos sobrenadantes das
culturas, embora vilos placentérios infectadosTpagondiie tratados com 50Q@y/mL
de PSA apresentaram alto nivel de LDH, demonstraidz de citotoxicidade de 90%
em relacdo ao controle lisado total (“High contyolEstes achados sugerem que a
escolha de doses menos concentradas de PSA savdsseuma vez que reacdes
adversas séo fortemente dependentes da dose dwéteals, tanto para pirimetamina

quanto para sulfadiazina (Vijayalaxmi, Vishalak&tl0O0).
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Apos andlise de citotoxicidade, a proliferacaceiogtular der. gondiifoi avaliada
mediante tratamento com azitromicina ou PSA. Olmeese que a azitromicina reduziu
a proliferacdo intracelular d&. gondii em ambas as concentragcdes (200 ou 1000
pug/mL), assim como o tratamento com PSA. Assim dafis pelas doses de 200 e
1000 pg/mL para azitromicina ou PSA.

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram qudasétrofoblasticas da
linhagem BeWo foram capazes de controlar a invasdwliferacdo d&. gondii(cepa
RH) quando tratados com azitromicina (Franco e2@l1). Além disso, a azitromicina
também apresentou papel protetor contra a cepaded. gondiino roedoiCalomys
callosus uma vez que reduziu a transmissao vertical dasgar sendo a infeccao
restrita aos tecidos placentarios, sem evidénciaféecdo fetal (Costa et al, 2009).
Além disso, 0 mesmo estudo demonstrou que o nudetaquizoitas e bradizoitas de
T. gondiidiminuiu significativamente quando comparado d@nctallosusnéo tratados
ou tratados com PSA, mostrando que a azitromiomamfis eficaz neste modelo
experimental de estudo em relagdo a terapia coioraic(Costa et al, 2009).
Entretanto, em nosso modelo de vilos placentarioramos nao foi verificada uma
maior eficacia de azitromicina contra a infec¢cdo Pogondiiem comparacdo com
tratamento com PSA. No entanto, apesar da azitneaicdo ter apresentado maior
efeito protetor contral. gondii em relagdo ao tratamento convencional, a grande
vantagem de azitromicina como droga alternativadeeso fato deste antibidtico nédo
causar efeitos teratogénicos, podendo ser adnasidéstde forma segura a qualquer
momento dos trés trimestres da gestagédo (Chich 20@8; Pereira et al 2011; Chico,
Chandramohan, 2011).

A azitromicina diminuiu a incidéncia do desenvolemo de toxoplasmose ocular

em fetos deC. callosusinfectados por parasitos da cepa ME-49rdgondii (Lopes et
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al, 2009), e, do mesmo modo, o0s tratamentos cotnoamcina e a associacdo de
pirimetamina e sulfadiazina também demonstraranesmma capacidade para controlar
a toxoplasmose ocular humana (Bosch-Driessen 2002).

O sucesso da infec¢do pbrgondiié dependente de um delicado balanco entre a
resposta imunoldgica do hospedeiro, que tenta mdimd parasito, e as estratégias de
evasao ou imunomodulacdo desempenhadas pelo parasiapacidade da gestacéo de
afetar o sistema imune, e, por outro lado, o siagtenune de afetar a gestacao tem duas
consequéncias para o parasito. Primeiro, a imunalag@lo que ocorre durante a
gestacdo pode favorecer a sobrevivéncia de muaossipos, 0S quais exigem uma
resposta inflamatoria do tipo Thl para controla-Darante a gestacdo, a expressao
aumentada de citocinas de perfil Th2 pode favoradefeccéo placentaria e fetal plar
gondii e consequentemente aumentar a susceptibilidadeplasmose (Abou-Bacaret
et al., 2004). Entretanto, se houver uma maioresgéo de citocinas de perfil Thil,
pode afetar adversamente a gestacdo, sendo prajuideto, sendo que muitas vezes
resulta em abortamento (Denkers, 2010). Desta maanai existéncias destas duas
situagcOes (gestacéo/infeccdo) impdem ao organis@werno adaptacbes que devem
convergir para um padrdo de resposta imune, caaside a necessidade de se
estabelecer uma gestacdo saudavel e a0 mesmo peaipodo contra a infecgéo fetal
(Abou-Bacaret et al., 2004).

Vilos placentarios ndo infectados e tratados corntroazicina mostraram
aumentada secrecao de ThFe reduzida producdo de IL-17A. As citocinas ddilper
Thl, tais como TNFy, séo produzidas durante infecgcdo agudaTpogondii sendo
referidas como sendo potencialmente deletérias pac@ncepcdo, por perturbar o
equilibrio imunoldgico materno-fetal. Alguns estadsugerem que maiores disturbios

em gestacdo concomitante a infeccdo pogondiiem camundongos C57BL/6 podem
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estar associados a uma maior resposta inflamag@eaconduz a apoptose celular e
necrose dos sitios de implantacdo em comparacacdaorhagem BALB/c (Coutinho
et al, 2012).

Na presente investigacdo, a infeccdo por gondii e o tratamento com
azitromicina induziram aumento de IL-6 (200 pg/neLgle IL-2 (1000 pg/mL) e, estes
resultados, foram associados com a reducao ddegpagifio intracelular d€. gondiino
modelo experimental utilizado. A expresséao de lhabinterface materno-fetal parece
ser crucial para a migracdo e invasao do trofoblast endométrio (Meisser et al.,
1999). IL-6 participa da inducéo da liberacdo dent@imios, como a gonadotrofina
coribnica humanaphCG) em células BeWo (Tsukihara et al., 2004) e @riros
modelos de trofoblasto humano (Li et al., 1992)anento dos niveis de IL-6 esta
envolvido em alguns aspectos da patogénese daclarégsia, demonstrando a
importancia de IL-6 na interface materno-fetal (idehet al, 2012). IL-2 faz parte de
um grupo de citocinas potencialmente inflamatorsgsretadas por linfécitos T CD4
(Silva; Langoni, 2009), que atuam no recrutamengondvos linfécitos T CD%
promovendo a ativacdo de células TCD8 células citoliticas, que produzem enzimas
proteoliticas — granzimas e perforinas, capazesodger a membrana de parasitos
livres ou células infectadas pelo mesmo (Subalsteiaris; Remington, 1991).

Em nossos resultados, vilos placentarios ndo mfest e tratados com
azitromicina mostraram, ainda, reduzida producgadLdE/A. A citocina IL-17 e suas
células secretoras foram envolvidas no desenvohtionge muitas doencas infecciosas,
como a causada pdr. gondii e outros parasitos. Um estudo recente demonstrou a
relacdo de células Th1l7 na inflamacdo do sistemese central (Kelly et al, 2005).
Em gestacdo saudavel, o numero de células Thl7ecdud € significativamente

elevada quando comparada com a do sangue perjfétigerindo que a transmigracao
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celular de Thl7 pode ser importante para uma gastde sucesso (Crome, Wang,
Levings, 2010; Zhang et al, 2012)

Em nossos resultados, o tratamento com PSA aumenfmoducéo de IL-6 e
diminuiu TNFw; com a infecgdo houve aumento da producéo de le+Educao de IL-
10. Respostas imunes anti-inflamatorias mantémleséitcia durante a gestacdo por
secrecédo de IL-10 e TGF{Zhang et al, 2012). Estudos do nosso grupo nrastrgue
o efeito de IL-10 em células trofoblasticas BeWtedtadas pofT. gondij aumenta
significativamente a invaséo e proliferacéo inthalee do parasito em células BeWo
infectadas (Barbosa et al, 2008). Nossos estudua anostraram que azitromicina
induziu maior producdo do fator inibidor da migmagie macrofagos (MIF), TNE-e
IFN-y em células trofoblasticas BeWo infectadas ou r@oTlp gondii (Franco et al.,
2011).

A eficécia clinica da azitromicina foi melhor queal@xiciclina no tratamento da
infeccdo porClamidia trachomatiem mulheres com complicagdo como a infertilidade.
Os autores demonstraram que apOs tratamento cdronaizina houve inibicdo de
citocinas como IL-f, IL-6, IL-8, IL-10 e TNFe em cultura de células mononucleares
cervicais de mulheres férteis ou inférteis e cofacigdo priméria ou recorrente por
Trachomatis(Srivastava et al, 2012). No trabalho citado, assmo em noSS0S
resultados, ndo houve detecgdo dos niveis de h.ebhrenadante de cultura.

Em relagdo a producdo das citocinas IL-12, P&F4L-10 e IFNy, nossos
resultados demonstraram que ndo houve variagaofisaiza com o tratamento
azitromicina, sugerindo que o medicamento interferenecanismo vital dd. gondii
sem afetar significativamente a secrecéo de césqior vilos placentérios.

As alteragbes hormonais e imunoldgicas que ocora@mlongo do periodo

gestacional sdo necessarias para conduzir umacgestaudavel, porém afetam
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drasticamente a susceptibilidade feminina a doesugmsmunes e infecciosas (Miyaura,
lwata 2002). Enquanto muitos estudos relatam muan@ patogénese de doencas
autoimunes e infecciosas por fatores imunolégicoslamgo da gravidez, poucos
estudos consideram o papel que os hormoénios desbaipena modulacdo dessas
alteracdes imunoldgicas (Robinson, Klein, 2012).ai@Qa relacionamos a producgéo
hormonal, observamos que a simples presench. d@ndiiaumentou a producao de
estradiol, progesterona e hCG. Na gestacdo observaedificagcbes no balanco da
resposta imunoldgica importantes para evitar aigdge ao feto semi-alogréafico
(Miyaura, Iwata 2002). A progesterona estimula uerfipanti-inflamatorio durante a
gestacdo, coincidindo com a melhora dos sintomasdakncas como, esclerose
multipla, artrite reumatoide e psoriase, tipicagngas de perfil pré-inflamatorio;
enquanto o ldpus eritematoso sistémico, uma doelggerfil tipicamente anti-
inflamatorio, tende a agravar os sintomas durargestacdo (Wilder, 1998; Ostensen,
1999).

Nossos resultados mostram aumento na producdo hatmoduzido pela
presenca dd. gondiimas, também, reducdo na secrecdo de estradigegterona e
hCG a medida que os explantes foram tratados coamtdsioticos, coincidindo com o
controle da proliferacdo do parasito. Em algumasndas infecciosas ja foi descrito que
a progesterona e glicocorticoides estdo associemnsa diminuicdo da resisténcia de
camundongos a leishmaniose (Krishnan, et al., 1968pplasmose (Luft, Remington,
1982) e malaria (Menendez, 1995). Em camundongestradiol esta associado com o
aumento da morbidade destes animais a toxoplasmogaanto a gonadectomia reduz
esta patogenia (Robinson, Klein, 2012). A alta eatr@c¢do de progesterona também
aumenta a susceptibilidadeTagondiidurante a gestacdo, por suprimir a producéo de

IL-12 e IFNy (Jones et al, 2010). O horménio hCG, secretado péstocisto
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imediatamente apds a fecundacado, apresenta cap@adanibir a imunidade materna
contra 0os antigenos paternos ao estimular a migrdeé&células T reguladoras para o
Utero durante a gestacdo (Bansal et al, 2012).aDestneira, o hCG promove a
regulacédo da relacdo imune materno-fetal ao intexvidesenvolvimento de tolerancia
imunoldgica local (Zhang et al, 2012). Além diseagula o sistema de apoptose via
Fas/Fas-ligante e € responsével, inclusive, pareatites eventos da gestacdo como a
manutencdo do corpo lateo, estimulo para produggrdgesterona, controle da
diferenciacéo do trofoblasto e angiogénese utéifisampalas et al, 2010).

Assim, é razoavel supor que os antibidticos agilizados puderam ter seus
efeitos microbicidas potencializados por terem tamlveduzido a producdo hormonal
pelos vilos placentarios.

Oxido Nitrico (NO) funciona em diversos tipos cahgls como um importante
fator de inibicdo do crescimento @legondii Apesar disso, constatamos que explantes
placentarios infectados cof. gondii e/ou tratados com azitromicina e PSA néo
produziram nitrito (dados n&o mostrados). Resutastmelhantes foram descritos por
outros estudos. Oliveira e colaboradores (2005) ffaf R colaboradores (2005)
trabalhando com células BeWo infectadas dorgondiie Ferro e colaboradores (2008)
com explantes placentarios de primeiro trimesteep@hstraram n&do haver producéo de
NO nos modelos estudados.

Nossos resultados sugerem gque a azitromicina ead@8 diretamente sobrelo
gondii, inibindo a proliferacdo do parasito no interioisdalos placentarios humanos.
Entretanto o mecanismo de controle do parasitcaaid® foi totalmente compreendido.
Parasitos do filo apicomplexa incluinddasmodium ToxoplasmaEimeria Babesia
Theileria, Sarcocystise Hepatozoonpossuem um plastideo, denominado apicoplasto,

que recentemente foi reconhecido como um sitio a@leoligacdo de determinadas
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drogas e herbicidas que apresentam agdo antipeaa@itchera, Roos, 1997; Miiller,
Hemphill, 2011). Curiosamente, o bloqueio das d#ges do plastideo ndo costuma
resultar em morte imediata do parasito, @mgondii por exemplo, a atividade
parasiticida dos inibidores de plastos s6 é datactquando taquizoitas tentam
estabelecer a infeccdo no interior de uma novalacélaspedeira (McFadden, Roos,
1999). A azitromicina, um analogo semi-sintético etdromicina, tem como alvo a
subunidade 70 S do ribossomo do complexo apicalméonoorganismos sucetiveis
como P. falciparum e P. vivax (Chico, Chandramohan, 2011). Foi verificado
anteriormente quen vitro, o potencial da azitromicina como um inibidor de RiAé
maior contra a descendéncia de parasitos que hemtaapicoplasto nao funcional pela
exposicao da droga. Cria-se, assim, um efeito déemetardada, pela formacao de uma
segunda geracdo de parasitos incapazes de estabedetiolos parasitoforos (Dahl,
Rosenthal, 2008; Chico et al, 2008; Wu et al, 2009)

A azitromicina € um macrolideo de nova geracdo namerosas vantagens, tais
como melhor farmacocinética e maior concentracdotemdo se comparado a
pirimetamina, menor incidéncia de efeitos secundariincluindo a de menor
hepatotoxicidade, e administracdo necessaria agEnama vez por dia (Salman et al,
2010). O tratamento com azitromicina vivo, demonstrou eficidcia contra B.
falciparumem humanos, por reduzir a febre em 28% dos indb&diafectados (Chico
et al, 2008). Esses efeitos foram melhores eviddonsi quando a azitromicina foi
coadministrada em combinacdo com cloroquina coftrafalciparum sendo a
parasitemia minimizada no 7° dia de infeccdo em @i6% pacientes, sem nenhuma
recrudescéncia, sugerindo que a azitromicina fas ipeotetora quando associada com
outras drogas (Chico et al, 2008). A azitromicimalbém apresentou efeitos protetores

contra doengas sexualmente transmissiveis durangragidez, como infeccbes
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provocadas pofreponema pallidum, Neisseria gonorrhoeae, Trichoasovaginalis e
Chlamydia trachomatigChico, Chandramohan, 2011; Srivastava et al, 20A[&m
disso, azitromicina demonstrou eficacia contraasuinfec¢des, como a babesiose (Raju
et al, 2007),Neospora caninun{Lindsay et al, 1994)a Leishmania (Leishmania)
amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis shreania (L. ChagasijOliveira-
Silva et al, 2008). Entretanto, sdo necessarios psiudos para validar o real papel do
plastideo enquanto alvo para drogas parasiticidaas-ja esta claro que esta area tem a
promessa considerdvel como projeto racional para@isg@do da acdo de novos
medicamentos.

Em conjunto, os nossos dados demonstraram queorai@ina € capaz de
controlar a infeccdo pof. gondii em explantes placentarios humanos de terceiro
trimestre, atuando diretamente na proliferagcdo doagito. Os nossos resultados
sugerem a azitromicina como uma droga alternativa p tratamento da toxoplasmose
congénita, ampliando as estratégias terapéutidésadas para controlar o parasito na

interface materno fetal.



74

FIGURAS



Figura 1: Comparacao da capacidade de infeccédo e proliferagie a cepa RH e clone RH 2F1 e
gondii. Células BeWo (1x1) foram cultivadas em laminulas por 24 horas, eacgsd de 24 pocos,
infectadas com parasitos (5X1parasito/poco/200pL) e mantidas por 24 horas @ulis. As laminulas
foram lavadas, fixadas, coradas com azul de tolaiéi analisadas por microscopia de luz para olgEva
dos pardametros de infeccdo (média e porcentagemidw®ro de parasitos por células em 100 células
infectadas)a e b) e replicagéo intracelular do parasito (nUmero a@@gitos por célula infectadé)). Os
dados estdo expressos em meédia + SEM e sdo rejpitesen de trés experimentos independentes em

triplicata. (testd¢ de Studentp < 0,05).
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Figura 2: Deteccdo da toxicidade tecidual dos vilos placegaapds tratamento com azitromicina ou
associacdo PSA e infeccdo ou ndo pogondii Os vilos placentarios foram cultivados em plada<96
pocos a 37 °C e 5% de GOom ou sem infeccdo (1xdtaquizoitas por poco) com o clone RH 2F1Tde
gondii. Apés 48 horas, os vilos foram tratados com camaedes crescentes de azitromicina (c) ou PSA (d)
por adicionais 24 horas. A atividade de LDH foi m#nada usando-se o Kit LDH liquiform e expressa em
U/mL ou em quantidades relativas de LDH em relagdiese completa de vilos obtida com Triton X-100 a
0,2% (*High control”). Vilos placentarios nao tratados e nao infectadtsv control”) ou infectados
(“controle+Tg”) foram utilizados como controles dosxperimentos (a). Cinética das diferentes
concentracdes de drogas, com ou sem infeccao, dtraodo a toxicidade celular em porcentagem relativ
a lise completa dos vilos pelo Triton X-100 (100%) Testes One-Way ANOVA e pos-teste de Bonferroni
e expressos como média £ SEM de trés experimemtepéndentes realizados em triplicata. (*) Difesenc
em relacdo ao controle ndo infectado. (#) Diferezupa o controle infectado¢) Diferenca entre grupo
infectado e néo infectado.

Para trés simbolo®<0,001. Para dois simbold®<0,01. Para um simbol&<0,05.
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Figura 3: indice de proliferacdo do clone RH 2F1 @egondii em vilos placentarios, tratados com
azitomicina ou PSA nas concentracbes de 200 e i@00L. As vilosidades de terceiro trimestre foram
coletadas e cultivadas nimero de células em ptie@8 pocos e apés 24 horas foram infectadas caff 1x
taquizoitas dd. gondii/poco. Depois de 48 horas foram tratadas com azitieanou a associacdo de drogas
(PSA) e mantidas por 24 horas em condi¢cdes deraulia explantes foram entdo submetidos ao ensaio de
proliferacéo dd. gondii através da reacdo fegalactosidade. Os dados expressam a média + SEMate
experimentos independentes em triplicata. O tegtgistico utilizado foi One-Way ANOVA com pos st

de Bonferroni. (*) Comparacédo com o controle irdect e ndo tratad®<0,05.
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Figura 4: Deteccdo ddl. gondii por imuno-histoquimica em vilosidades placentarfss vilosidades de
terceiro trimestre foram coletadas e cultivadagptanas de 96 pocos e apds 24 horas foram infectadas
1x1C taquizoitas d&. gondii /poco. Depois de 72 horas foram tratadas com a®m@miina ou associacdo
de drogas e mantidas por 24 horas em condi¢cdeslugacEm seguida, os vilos foram lavados, fixados,
corados com azul de toluidina e analisados em &elacimunomarcagdo e morfologia. Fotomicrografias
representativas de vilos nao infectaf®s vilos infectados pof. gondii e néo tratadof), vilos infectados

e tratados com associacdo de RE)e vilos tratados com azitromicina, ambos na comaeab de 1000
pa/mL (d). As setas demonstram a imunomarcacad .dgondii. Contra-coloracdo por hematoxilina de
Harris. Barras: 1dm. As imagens foram capturadas pelo fotomicrosc@Wb00 (Leica Microsystems,

Aotec Instrumentos Cientificos, Sdo Paulo, SP,iBras
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Figura 4




Figura 5. Deteccdo de citocinas IL-12 (a), TNF{b), IL-10 (c) e TGH1 (d) em vilos placentarios
infectados ou ndo comh. gondii e tratadas com azitromicina ou PSA. Os explaniaseptarios foram
coletados, infectados ou ndo cdigondii (1x 1¢ taquizoitas/poco) e tratados com a azitromicin® S

em concentracdes de 200 e 1Q@M@mL. Os sobrenadantes foram coletados e submaiidésnica ELISA
para deteccdo das citocinas e normalizados comab de proteinas, sendo os resultados expressos em
pg/mg. A curva (e-) demonstra a variacdo da proliferacdo intraceldaT. gondii com relacdo ao
tratamento, correlacionando com a variagdo na gémuae citocinas. (*) Diferenga com o controle ndo
infectado. (#) Diferenca com o controle infectad$) Diferenca intergrupos. Todos os dados foram
analisados por One-Way ANOVA com pos-teste de Bomfié e expressos como média + SEM de oito
experimentos independentes realizados em tripliddaa trés simbolp$°<0,001. Para dois simbolos,

P<0,01. Para um simbol®<0,05.
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Figura 6: Deteccdo de citocinas IL-2 (a), IL-6 (b), IFNfc) e IL-17A (d) em explantes placentérios
infectados ou ndo coif gondii e tratadas com azitromicina ou PSA. Os vilos focatetados, infectados

ou n&o con. gondii (1x 10 taquizoitas/ poco) e tratados com a azitromicin®8A em concentracdes de
200 e 100Qug/mL. Os sobrenadantes foram coletados e submetidodlise por técnica CBA para detecgéo
das citocinas e normalizados com o total de praggisendo os resultados expressos em pg/mg. A curva
(-e-) demonstra a variacdo da proliferacdo intracelda T. gondii em relagcdo ao tratamento e
correlacionando com a variagédo na producao deim#sc(*) Diferenca com o controle n&o infectadd. (
Diferenca com o controle infectad@,) (Diferenca intergrupos. Todos os dados foram saddis por One-
Way ANOVA com poés-teste de Bonferroni e expressomma@ meédia + SEM de oito experimentos
independentes realizados em triplicata. Para tmdsatos P<0,001. Para dois simbold3<0,01. Para um

simbolo,P<0,05.



Figura 6

D ndo infectado

<

D infectado

indice de proliferacéo do
T. gondii x 103
Q T} o

Te}
N N — — To) 9
L 1 1 1 1
H s
o
o
g S
g L S
3§|_| N
Hlg
o
H_|=
-
&
o
]
H e
e
H |5
[e]
) 1 1 o
o o o (=}
o o o
o o o
T} S o)
— —
(Bw/bd) 9-7i
indice de proliferacéo do
T. gondii x 103
Te)
& & 8 2 w 9
L 1 1 1 1
o
o
o
—
o
o
N
By
o
o
o
—
o
o
N
()
S
a0
o
o
I 1 1
o Q o Q
— i o o

(bw/6d) z-7I

PSA

Azitromicina

PSA

Azitromicina

80

indice de proliferacdo do
T. gondii x 10°

n o
N8 S w9
—_ 1
r o
o
o
v e
| o
o
| N
o
o
o
E‘_‘

=
200

H e
e
H 5
]
)
] 1 1 1 1
o o o o o o
T} < 15} ~ —
(Bw/6d) v2T-71
indice de proliferacéo do
T. gondii x 10°
& 8 9 9 v @
L 1

1000

200

1000

Azitromicina

200

Cﬁih g0

T
F!
o

(Buw/Bd) A-N4|

PSA

Azitromicina

PSA



Figura 7: Deteccdo de horménios estradiol (a), progestertmae(hCGH (c) em vilos placentarios
infectados ou ndo e tratados com azitromicina oé.PSs explantes placentarios foram coletados,
infectados ou ndo pof. gondii (1x 1¢ taquizoitas/ poco) e tratados com azitromicinaR8A em
concentracbes de 200 e 10Q6/mL. Os sobrenadantes foram coletados e submetidagsalise por
eletroquimioluminescéncia usando sistema autonutifZobas E-411, com Kit Rochgara deteccdo de
horménios. Além disso, foram normalizados com @ltale proteinas dos vilos, sendo os resultados
expressos em pg/mg, ng/mg e mliU/mg, respectivamantarva (e-) demonstra a variacdo da proliferacéo
intracelular deT. gondii em relacdo ao tratamento e correlacionando comar@agdo na producédo de
horménios. (*) Diferenca com o controle ndo infecta (#) Diferenca com o controle infectad®) (
Diferenca intergrupos. Todos os dados foram amasapor One-Way ANOVA com poés-teste de
Bonferroni e expressos como meédia =+ SEM de oiteeerentos independentes realizados em triplicata.

Para trés simboloP<0,001. Para dois simbold2<0,01. Para um simbol®<0,05.
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Figura 8: Tratamento prévio de taquizoitas do clone RH 26 T.djondii com antibiéticos azitromicina ou
PSA nas concentracdes de 50, 100, 200 e 608L. Taquizoitas do clone RH 2F1 @egondii (5x 10)
foram coletados e tratados durante 1 hora cometlifes concentracdes dos antibiéticos em estufaOdeaC
37°C. Posteriormente, foram utilizados para infecgwvitos placentarios e estes foram mantidos pos mai
72 horas em condi¢Oes de cultUds explantes foram entdo submetidos ao ensaio aléepacdo deT.
gondii através da reacdo flegalactosidade, e comparados com os vilos infestadtfo tratados. Os dados
expressam a média + SEM representativa de trésimgrgos independentes em quintuplicata. As maisipl
comparacoes foram realizadas por One-Way ANOVA pomteste de Bonferroni. (*) Comparacdo com o
controle infectado néo tratado. (#) Comparacaceegupos tratados. (a, b, ¢, d) Comparacao inteogtu

Para trés simbolo®<0,001. Para dois simbold2<0,01. Para um simbol&<0,05.
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CONCLUSOES

* O tratamento com azitromicina ou PSA ndo causa@ititiade significativa nas
concentragdes de 200 ou 1000 pg/ml;

* O tratamento dos vilos placentarios humaoms o macrolideo azitromicina ou PSA
sao capazes de controlar a infeccéo e proliferdgdo gondii

*Vilos placentarios humanosubmetidos aos tratamentos com azitromicina ou
associagdo de farmacos (PSA) ndo apresentaramcéksrmorfologicas;

* A azitromicina modula a secrecdo de citocinas prang-inflamatérias, estando
relacionada com aumento na secrecdo de dNF-reducdo de IL-17A por vilos
placentarios humanos. Na presencd dgondiia azitromicina na concentracdo de 200
pm/mL induziu maior producéo de IL-6 comparado aolms infectados nao tratados,
enguanto na concentracao de 1000 um/mL houve maiducao de IL-2;

» Tratamento com PSA aumentou a producdo de IL-6meéndiu TNFw, e com a
infec¢do induziu aumento da producao de IL-12 aegéd de IL-10;

*T. gondii estimulou a secre¢cdo de hormonios progesterorteaded e hCGH
enquanto que o antibidtico azitromicina regulou ategmente a producdo de
hormoénios e a proliferacdo do parasito, No tratameom PSA e durante a infeccéo
por T. gondiihouve reducéo na secrecao dos trés hormaonios;

* Nao houve deteccéo de producéo de nitrito nos sabtes analisados;

» Azitromicina diminuiu a proliferacdo d&€. gondii demonstrando acdo microbicida

direta do farmaco.
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ANEXO I

@ Universidade Federal de Uberlandia

Pra-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagio
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CERP
Avenida Jodo Naves de Avila, n® 2180 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Ubedandia-MG —
CERP 38400-089 - FOME/FAX (34) 3238-4131

e-mail: cepi@propp.ufu.br. www comissoes propp. ufu. br

AMALISE FIMAL N°. 112/08 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLD
REGISTRO CEPUFL O52/09

Projeto Pesquisa: Participagdo funcional de citocinas de perfil Th1 & Th2 em um
modelo de interface materno-embricnaric submetido a infecgdo experimental por
Toxoplazma.

Pesquisador Responsavel: Eloiza Amadlia Vieira Femo

De acordo com as atrbuigies cefinidas na Resolugds CWS 186/86, o CEP manifesta-se pela aprovagdo
di projeto de pesguisa proposio.

) protocoio n30 apresenta problemas de ética nas condutas de pesguisa com seres humanos, nos fmites
da redacao & da metodoiogia apresentadas.

0 CEPMUFU fembra que:

a- segundo a Resolugao 185704, o pesquisador devera arquivar por § anos o relatdrio da pesquisa e os
Termos de Consentimentc Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesguisa.

b- podera, por escolha aleatdna, visitar o pesquisador para conferéncia do relatoric e documentagdo
perinenie a0 projeto.

c- @ aprovagdo do protocole de pesquisa pelo CEPUFL da-se em decoménca do atendimento 3
Resolugdo 198/08/CHNS. nde implicando na quakidade cientfica do mesmo.

Data para entrega de relatdino parcial: dezembro de 2009,
Drata para entrega de relaicno parcial: dezembro de 2010,
Data para entrega de relatdno parcial: dezembro de 2011,
Data para entrega de relatdno final: dezembro de 2012,

EITLIA(_:JE.G: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADD.

O CERAUFU LEMBRA QUE QUALGUER MUDANCA WO PROTOCOLD DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AQ CEP PARA FINS DE ANALISE E AF‘HD"..'A{;.!-.G OA MESMA.

Uberlandia, 17 g2 shril de 09
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Profa. Dira. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordeazdora do CEPUIFU
Oriemtsgias an peuqnisader

= O sujeitn da pesguisa tem @ tberdads de recusar-s= 3 partlelpar ou de retirar seu consantimanto em qualguer fas= da
pesquisa, s=m penalzagido alguma & sem E;e;mm aD £U culdado (Res. CHS 196036 - them W, 1.1) = deve recebar uma
cipia do Terma de Consantimanio Livee 2 arechdo, na integra, por &8 assinado (lem IV.2.4).

=0 _p-u&:.'inrdm' dere deseznohsr a pi'.-cl_*:iu cooforme delingsds no proocolo ado & descontmuer o ssfmdo somenis apos
anilise da: rardes da descontiwmidads palo CEP que o sprovoe (Res. CWE Iram I 3.7), agnardande sen parecar, excate grande
S:rcn'bw rinco on dano odg previsto ao snjeito pardcipents oz quendn comstatar A superioridads de regime ofarecida a um dos gropas

pesquisa (Trae V 3} qee reqocimm agde imediate

= 0 CEP devs sar informade da todos o5 efites adhvarses oz f2tos relevamtes gue alterem o cune aormal do ssteds (Bes. CNS Ham
.4}, E papal d2 o peequizader assgurar eedides imadiaras adequadas frexte a3 ewnte zdveme prave ooomids (mesme qua texika
sido wm omiro cenwo} @ aoviar notificacks a0 CEF @ 2 Apincia Maciomal de Viglincia Sapitar — ANVISA — junro com W

mniriTneTITAn
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ANEXO II
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidada para participar da pmesqohamada“‘Acdo da
azitromicina em vilos placentarios humanos infectans por Toxoplasma gondii: um
modelo experimental de tratamento da toxoplasmose orgénita”’, sob
responsabilidade dos pesquisadores: Dra Eloisa iAvétira Ferro, Dr José Roberto
Mineo, Leticia de Souza Castro Filice e a médicstaita Dra Maria Célia dos Santos.
Nesta pesquisa estamos buscando entender comoe ogoinfeccdo do parasito
Toxoplasma gondidurante a gravidez.

Na sua participacdo vocé fornecera a placentataeseldo parto, sabendo que a
coleta deste material ndo trard prejuizos parasaléde ou para a saude de seu filho,
uma vez que este material serd normalmente expelsoseu organismo apds o parto,
e, entdo sera coletada pela médica Dra Maria @ék@ra entregue a Leticia para
conduzir a pesquisa. Caso a placenta ndo fosseaddl para esta pesquisa seria
descartada apés o parto. Além disso, vocé perngjtieaos pesquisadores tenham livre
acesso a sua ficha médica para sabermos se vaaé fip@plasmose. A pesquisa trara
futuros beneficios para mées e filhos com toxoptesem

Em nenhum momento vocé sera identificada. Os sesldt da pesquisa serao
publicados e, ainda assim a sua identidade sesérpesla.

Vocé nédo tera nenhum énus e ganho financeiro pticipar na pesquisa.

A senhora € livre para parar de participar a qualguomento sem nenhum prejuizo
para senhora ou para seu filho.

Uma coOpia deste Termo livre e Esclarecido ficara essenhora.

Qualquer davida a respeito da pesquisa a senhaexrpentrar em contato com o0s
pesquisadores ou com o Comité de Etica em Pesdaisdniversidade Federal de

Uberlandia:



Leticia de Souza Castro Filice
Laboratério de Histologia - ICBIM
Universidade Federal de Uberlandia

Campus Umuarama - Bloco 2B

Telefone/Fax: 3218-2240

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

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

Comité de Etica em Pesquisa
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagdo
Universidade Federal de Uberlandia
Campus Santa Madnica - Bloco "J"
Telefone: 3239-4531

de 2009

Assinatura da participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador

Assinatura de testemunha



