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RESUMO 

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuição mundial, causada pelo protozoário 

Toxoplasma gondii. Apesar de geralmente apresentar-se como uma infecção 

assintomática, a toxoplasmose pode manifestar-se como uma doença potencialmente 

grave em indivíduos imunocomprometidos e quando adquirida durante a gestação, pode 

associar-se a complicações fetais e abortos. O tratamento da toxoplasmose durante a 

gestação, caso haja confirmação da infeccão fetal, baseia-se na combinação das drogas: 

pirimetamina, sulfadiazina e ácido folínico (PSA). No entanto, estes fármacos 

apresentam inúmeros efeitos adversos, não devendo ser indicado no primeiro trimestre 

gestacional. A azitromicina é um antibiótico azalídeo com ação em uma ampla gama de 

infecções bacterianas, bem como atividade antimalárica, sendo considerado seguro para 

utilização durante a gestação. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a eficácia 

da azitromicina no controle de T. gondii usando o modelo experimental de explantes 

placentários de terceiro trimestre. Os vilos placentários foram infectados ou não com 

taquizoítas de T. gondii e tratados com diferentes concentrações de azitromicina ou 

PSA. Esses vilos placentários foram processados para análise morfológica, ensaio de 

proliferação de T. gondii e imuno-histoquímica e, os sobrenadantes, avaliados para 

mensuração da atividade de LDH, dosagem de citocinas, produção hormonal e de 

nitrito. Em doses não citotóxicas (200 e 1000 µg/ml), os tratamentos com azitromicina 

ou PSA não alteraram a morfologia dos vilos placentários. Ambos tratamentos foram 

capazes de reduzir significativamente a proliferação intracelular T. gondii, sendo que o 

tratamento com PSA promoveu aumento de IL-12 e redução de IL-10, enquanto a 

azitromicina induziu aumento na produção de IL-2 e IL-6 nos grupos infectados com T. 

gondii, além de redução na produção dos hormônios estradiol, progesterona e hCG. 

Além disso, o tratamento prévio dos parasitos com antibióticos foi capaz de controlar a 

replicação dos mesmos, demonstrando ação direta das drogas sobre T. gondii. Assim, 

nossos dados indicam que a azitromicina, assim como PSA, são capazes de controlar a 

infecção por T. gondii nos vilos placentários humanos de terceiro trimestre gestacional. 

Além disso, nossos dados sugerem a azitromicina como uma alternativa no tratamento 

da toxoplasmose congênita, ampliando as estratégias terapêuticas utilizadas no controle 

do parasito na interface materno fetal. 

Palavras-chave: azitromicina, vilos placentários humanos, trofoblasto, citocinas, 

hormônios sexuais, Toxoplasma gondii. 
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ABSTRACT 

Toxoplasmosis is a worldwide zoonosis, caused by the protozoan Toxoplasma gondii. 

Although it is an usuall asymptomatic infection, the toxoplasmosis can manifest as a 

potentially serious disease in immunocompromised individuals and when acquired 

during pregnancy. The treatment of toxoplasmosis during pregnancy when the fetal 

infection is confirmed is based in the association of pyrimethamine, sulfadiazine and 

folinic acid (PSA). Pyrimethamine is potentially toxic and should not be used in the first 

trimester of pregnancy. The azalide antibiotic azithromycin presents efficacy in a wide 

range of bacterial infections and antimalarial activity, and it is considered safe for use 

during pregnancy. The objective of the present study was to evaluate the efficacy of 

azithromycin in controlling T. gondii infection in human placentas from third trimester. 

The placental villi were infected or not with tachyzoites of T. gondii and treated with 

various concentrations of azithromycin or PSA. The villous placenta were processed for 

morphological analysis, T. gondii intracellular proliferation and immunohistochemistry; 

and supernatants were evaluated for measuring the activity of LDH, cytokine, hormone 

production and nitrite. In non-cytotoxic doses (200 and 1000 ug/ml), treatment with 

azithromycin or PSA did not alter the morphology of the placental villi. Both antibiotics 

were able to reduce significantly the T. gondii intracellular proliferation, and the 

treatment with PSA promoted increase of IL-12 and IL-10 reduce, whereas 

azithromycin induced an increase in IL-2 and IL-6 in the groups infected with T. gondii, 

and reduced production of estradiol, progesterone and hCG. Moreover, the previous 

treatment of T. gondii with antibiotics was able to control the replication of the parasite, 

showing direct action of drugs on T. gondii. Thus, our data suggest that azithromycin, as 

PSA, was able to control the infection with T. gondii in an experimental model of 

human placental explants of third trimester. Additionally our data suggest that 

azithromycin may be an alternative selection for treatment of congenital toxoplasmosis, 

expanding the therapeutic strategies to control the parasite in maternal fetal interface.  

Keywords: azithromycin, human placental villi, trophoblast, cytokines, sex hormones, 

Toxoplasma gondii. 
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INTRODUÇÃO 

 

1. Toxoplasma gondii 

 

A toxoplasmose é uma zoonose cosmopolita, causada pelo protozoário 

Toxoplasma gondii, um coccídio intracelular obrigatório, membro do filo Apicomplexa, 

e importante patógeno oportunista para uma vasta gama de hospedeiros, incluindo a 

espécie humana. Sua prevalência pode variar de região para região, conforme hábitos 

socioculturais, fatores geográficos e climáticos (Rorman et al., 2006; Da Silva, Langoni, 

2009). 

O ciclo de vida de T. gondii é constituído de fase sexuada e assexuada, sendo 

que a fase sexuada acontece no intestino dos felídeos (hospedeiro definitivo) onde 

ocorre a produção de oocistos que são eliminados nas fezes e tornam-se infectivos após 

esporulação no ambiente, ao serem ingeridos por mamíferos (hospedeiro intermediário) 

(Munoz et al., 2011). A fase assexuada ocorre tanto nos hospedeiros intermediários 

quanto no definitivo.  

Morfologicamente, T. gondii se assemelha às demais células eucariontes. Há 

presença de um núcleo, mitocôndrias, complexo de Golgi, lisossomos, retículo 

endoplasmático e um plastídeo, o apicoplasto. Originado por endossimbiose a partir de 

cianobactérias, o apicoplasto, não possui pigmentos fotossintéticos, mas é claramente 

indispensável à célula (DeRocher et al., 2012). Estudos in vitro demonstraram que o 

apicoplasto, da mesma maneira que a mitocôndria, possui DNA, sendo essencial para a 

viabilidade do parasito, bem como para o estabelecimento do vacúolo parasitóforo na 

nova célula hospedeira, ou seja, os taquizoítas são capazes de invadir, mas não se 

multiplicam, o que determinará posteriormente a morte do parasito. (Ferguson et al., 
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2005). Deste modo o apicoplasto torna-se um alvo preferencial da quimioterapêutica, 

pois interfere nos processos de replicação de DNA, transcrição, tradução, modificação 

pós-traducional, catabolismo e anabolismo específicos do parasito (Lee et al., 2011).  

 

 

Figura 1. Ultraestrutura de um taquizoíta Toxoplasma gondii. O conóide define a extremidade apical do 
parasito e é associado com a penetração da célula hospedeira. Micronemas, roptrias e grânulos densos são 
as principais organelas secretoras, encontradas predominantemente na extremidade apical do parasito. O 
apicoplasto é um plastídeo com quatro membranas contendo uma fita DNA circular de 35 Kd. T. gondii 
tem apenas um único núcleo e mitocôndria (modificado de Ajioka et al., 2001).  

 

Além de organelas típicas de organismos eucariontes, T. gondii apresenta ainda 

organelas características de organismos pertencentes ao filo Apicomplexa, 

especialmente aquelas envolvidas com os processos de adesão e invasão do parasito à 

célula hospedeira: micronemas, roptrias e grânulos densos (Blader; Saeij, 2009). Os 

taquizoítas são alongados, com as extremidades arqueadas, lembrando o formato de 

uma banana. Algumas vezes, apresenta-se oval, indicando o início de um processo de 

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

 

O sucesso da infecção por T. gondii é dependente de um delicado balanço entre a 

resposta imunológica do hospedeiro, que tenta eliminar o parasito, e as estratégias de 

evasão ou imunomodulação desempenhadas pelo parasito. O equilíbrio entre estas 

interações propicia a sobrevivência de ambos, parasito e hospedeiro (Denkers, 2010; 

Blader, Saeij, 2009). 

Em decorrência da pressão do sistema imune os parasitos formam cistos teciduais, 

contendo a forma de replicação lenta de T. gondii, os bradizoítas. Estes cistos se 

formam principalmente em tecidos musculares e cerebrais dos hospedeiros 

intermediários (Dubey, 1986, Elmore et al., 2010). Os bradizoítas podem ser liberados a 

partir dos cistos e transformam de novo em taquizoítas o que causa reativação da doença 

principalmente em pacientes imunocomprometidos (Munoz et al., 2011). 

Toxoplasma gondii é promíscuo e pode infectar virtualmente qualquer célula 

nucleada do hospedeiro. Assim, a imunidade mediada por células é considerada a mais 

relevante no mecanismo de regulação da infecção, por ser o T. gondii um parasito 

intracelular obrigatório. A fase assintomática da infecção ocorre durante a indução de 

uma rápida resposta imune mediada por células, que estimula a produção de níveis 

elevados de interferon (IFN)-γ, por células natural killer (NK), células T CD4+ e células 

T CD8+, durante a fase aguda e fase crônica da infecção (Sanecka, Frickel, 2012). 

Linfócitos T, células apresentadoras de antígenos (APC), como os macrófagos, e as 

células NK fazem parte do rol de células que podem favorecer de forma involuntária a 

disseminação do parasito (Tenter et al.; 2000; Dupont et al., 2012; Sanecka, Frickel, 

2012). 
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As citocinas são proteínas que modulam a resposta imune desempenhando funções 

autócrinas, parácrinas e endócrinas (Dupont et al., 2012). Funcionam como potentes 

mediadores de crescimento celular e regulam reações imunológicas e inflamatórias. 

Atuam como mediadores solúveis do sistema imune e exercem seu papel funcional 

através de um sistema de comunicação celular entre células linfóides e não linfóides 

(Luppi, 2003; Dupont et al., 2012). Os macrófagos, quando ativados, produzem óxido 

nítrico (NO) e intermediários reativos de oxigênio (ROI). Estas substâncias, atuando 

conjuntamente como o processo de apresentação aos linfócitos, têm ação tóxica contra o 

parasito (Dunay, Sibley, 2010). Macrófagos, na presença de T. gondii, produzem 

interleucina (IL)-12, que estimula as células NK e as células T CD4+ que, por sua vez, 

diferenciam-se na sub-população Th1, produtora de IL-2 e IFN-γ. Este efeito é muito 

importante na sobrevivência do hospedeiro. A IL-12 induz a produção IFN-γ pelos 

linfócitos e é sintetizada principalmente por células dendríticas, macrófagos, neutrófilos 

e monócitos (Miller et al., 2009). A produção de IL-12 é induzida pela interação de 

moléculas de superfície do parasito com receptores da membrana da célula hospedeira 

tais como receptores do tipo Toll (TLRs) que ativam vias de sinalização intracelulares 

levando a produção de mediadores pró-inflamatórios (Lang et al., 2002, Aliberti, 2005; 

Denkers, 2010).  

No início da fase aguda da infecção, a síntese de IFN- γ derivado de células NK é 

desencadeada pela produção de IL-12, contribuindo com a proteção contra a infecção 

(Sanecka, Frickel, 2012). A produção de IFN-γ é necessária para o controle do parasito 

tanto da fase aguda quanto da fase crônica da toxoplasmose (Aliberti, 2005). IFN-γ 

promove a conversão de taquizoítas, estágio de replicação rápida, característicos da fase 

aguda da infecção, em bradizoítas, estágio de replicação lenta, típicos da fase crônica, 

constituindo o fenômeno da interconversão (Bohne et al., 1993; Yano et al., 2002). 
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Além disso, IFN-γ ativa macrófagos que juntamente com as células dendríticas (DC) 

formam a primeira linha de defesa contra T. gondii, limitando a proliferação do 

protozoário (Stafford et al., 2002, Yap et al., 2007). IFN-γ controla também outros 

mecanismos efetores contra T. gondii como: privação de ferro ou triptofano (Silva et al., 

2002) e ativação de algumas enzimas da família de guanosídeo trifosfato (GTPases) P47 

(Collazo et al., 2001; Butcher et al., 2005). A privação de ferro mediada por IFN-γ é 

responsável por inibir a replicação de T. gondii dentro de enterócitos (Silva et al., 2002). 

IFN-γ também é crucial na indução da expressão de indoleamina (2,3)-dioxigenase 

(IDO). A função desta enzima é degradar o triptofano, um aminoácido essencial para 

crescimento e replicação de T. gondii (Schmidt et al., 2012). Além disso, IFN-γ exerce 

atividade na imunidade inata por induzir a síntese de uma série de proteínas de 47 kDa 

que possuem atividade GTPases. Os mecanismos de ação destas GTPases são ainda 

pouco conhecidos. Acredita-se que causem vesiculação e destruição do vacúolo 

parasitóforo deixando o parasito exposto ao citosol da célula hospedeira, sendo 

posteriormente lisado (Collazo et al., 2001; Butcher et al., 2005, Zhao et al., 2009; 

Fleckenstein et al., 2012). 

Outras citocinas pró-inflamatórias, como fator de necrose tumoral (TNF)-α e IL-6 

têm efeito sinérgico com IFN-γ na indução e adequação da resposta imune contra T. 

gondii (Lang et al., 2007; Körner et al., 2010).  

Eventualmente, citocinas anti-inflamatórias tais como IL-10, fator transformador 

de crescimento (TGF)-β e IL-27 regulam a resposta inflamatória, minimizando os danos 

causados pela inflamação. Toxoplasma gondii aparentemente possui a capacidade de 

determinar seu próprio destino através da maximização de sua resistência e 

minimizando a resposta imune do hospedeiro. Torna-se cada vez mais claro que as 

várias cepas de T. gondii provocam diferentes respostas imunes inatas, sendo que cepas 
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altamente virulentas não conseguem estabelecer infecção crônica, não formando cistos, 

matando o hospedeiro prematuramente devido à hiperinflamação ou alta carga 

parasitária, dependendo da linhagem do camundongo (Coutinho et al., 2012). 

Macrófagos produzem IL-12, apresentam antígenos do parasito às células T por 

meio de moléculas do MHC de classe II. Macrófagos e células dendríticas são 

fundamentais para promover resposta imunológica adaptativa assim como apresentam 

mecanismos microbicidas efetores, tais como degradação fagossomal, produção de NO 

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

 

3. Toxoplasmose na gestação 

 

O equilíbrio da relação patógeno-hospedeiro é estabelecido pela interação do 

sistema imune, que tenta eliminar o parasito, com as estratégias de evasão de T. gondii. 

Este protozoário é capaz de manipular a hierarquia funcional das cascatas de sinalização 

intracelular do hospedeiro, bem como formar cistos teciduais, evadindo assim de uma 

resposta inflamatória excessiva (Denkers et al., 2004). De maneira geral, ausência de 

manifestações clínicas caracteriza a interação entre T. gondii e hospedeiro humano 

(Dupont et al., 2012). 

A toxoplasmose congênita é caracterizada pela passagem transplacentária de 

formas taquizoítas de T. gondii da mãe para o feto, durante a fase aguda de infecção 

materna, ou raramente, durante a fase crônica da infecção, após fenômeno de 

interconversão bradizoíto-taquizoíto (Coutinho et al., 2012). Taquizoítas alcançam a 

circulação e os tecidos fetais, o que determina a passagem vertical do parasito 

(Kodjikian, 2010). A infecção primária durante a gestação pode causar lesões 

inflamatórias que levam a danos neurológicos permanentes, com ou sem hidrocefalia, 
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coriorretinite e deficiência visual. O risco de transmissão congênita é elevado em mães 

infectadas durante o terceiro trimestre (60 a 90%); intermediário em mães infectadas no 

segundo trimestre e baixa em gestantes infectadas no primeiro (10-20%). Em contraste, 

o risco de aborto é alto em pessoas infectadas durante o primeiro trimestre e baixa em 

mães infectadas no terceiro trimestres de gestação. Manifestações da doença são 

geralmente mais graves em fetos infectados no início da gestação (Montoya, 

Remington, 2008) 

O risco de toxoplasmose congênita está na dependência de uma gama de fatores, 

incluindo o estado imunológico da mãe, o número e virulência do parasito e o tempo de 

gestação em que a infecção ocorreu (Menzies et al., 2008). Além disso, a via de 

transmissão, condições climáticas, comportamentos culturais e higiênicos, bem como 

hábitos alimentares também devem ser considerados (Rorman et al., 2006). A incidência 

mundial da toxoplasmose congênita é de 1 a 6 a cada 1000 nascimentos (Dupont et al., 

2012). Segundo Remington e colaboradores (2001), a prevalência de anticorpos anti-T. 

gondii em mulheres grávidas é de 45% na África Central, 51% na Argentina, 54,8% na 

Austrália, 63% no Chile e 78% na Bélgica. Elsheikha (2008) mostrou que a 

soroprevalência em gestantes é de 30,1% na Turquia, 57% na Índia Ocidental e 93,2% 

na Alemanha. Uma pesquisa realizada em Uberlândia, estado de Minas Gerais, mostrou 

soroprevalência de toxoplasmose em gestantes de 51% e incidência de toxoplasmose 

congênita de 4,9 a cada 1000 nascimentos (Silva-Segundo, 2002), demonstrando a 

importância de um programa de triagem e tratamento da toxoplasmose congênita. 

A maioria das mulheres grávidas, com infecção aguda adquirida, são 

assintomáticas, sendo que uma minoria pode apresentar mialgia, febre baixa e 

linfoadenopatia (Montoya, Remington, 2008).  
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Além da infecção toxoplásmica primária, pode ocorrer transmissão 

transplacentária do parasito por reativação da doença materna crônica causada por 

alguma disfunção imunológica. A transmissão vertical de T. gondii é possível em 

mulheres cronicamente infectadas em estado de imunodepressão (pacientes com AIDS 

ou sob terapia imunossupressora). Entretanto, um interessante caso reportado em 2003 

mostrou a transmissão vertical da doença a partir de uma grávida imunocompetente 

cronicamente infectada, que apresentava uma “cicatriz toxoplásmica” na retina e 

positiva para testes de anticorpos imunoglobulina (Ig) G específicos para T. gondii. O 

recém-nascido apresentou positividade para ambos os anticorpos IgG e IgM específicos 

a T. gondii e, além disso, foi verificada uma cicatriz macular na retina, sinal típico de 

toxoplasmose, e aparente calcificação cerebral (Silveira et al., 2003). 

A toxoplasmose está associada a vários defeitos congênitos em fetos humanos, 

especialmente quando a primo infecção materna ocorre no primeiro trimestre 

gestacional (Lopes et al., 2009). As manifestações clínicas da toxoplasmose congênita 

são numerosas, incluindo calcificações intracranianas, convulsões, retardo psicomotor, 

estrabismo, coriorretinite, microcefalia e hidrocefalia observadas na infância ou mais 

tardiamente. Calcificação intracraniana, hidrocefalia e coriorretinite formam a “clássica 

tríade” que serve de base para o diagnóstico da doença. No entanto, esses sinais também 

podem estar presentes quando da infecção por outros patógenos intracelulares, como 

citomegalovírus, vírus herpes, vírus da rubéola e Treponema pallidum (Montoya, 

Liesenfeld, 2004). Quando se adiciona o quadro de retardamento mental aos três sinais 

clínicos descritos acima, compõem-se a “tétrade de Sabin”, que é um leme orientador 

para o diagnóstico da toxoplasmose congênita (Higa et al., 2010). No entanto, a maioria 

dos recém-nascidos com toxoplasmose congênita são assintomáticos ou com 

apresentação subclínica da doença ao nascimento (Mozzatto, Procianoy, 2003; 
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Montoya, Remington, 2008). Aproximadamente 80% das crianças afetadas pela 

transmissão vertical do parasito desenvolvem problemas visuais ou de aprendizagem na 

vida adulta (Kodjikian, 2010). 

Testes sorológicos, especialmente os imunoenzimáticos, são exames de rotina para 

o diagnóstico da doença. A detecção de anticorpos IgM, IgA e/ou IgE específicos a T. 

gondii em sangue de cordão umbilical ou de recém-nascidos, também é utilizada para 

estabelecer o diagnóstico da doença. Além disso, é possível detectar o parasito em 

fluidos corporais por isolamento em cultura de tecidos ou por inoculação em 

camundongos. Pode-se utilizar ainda a reação em cadeia da polimerase (PCR) para 

detecção do DNA genômico do parasito (Noordin, 2010). 

Programas de educação e saúde pública para a prevenção da toxoplasmose 

recomendam à população que evitem contato com materiais potencialmente 

contaminados com o T.gondii, como carnes, frutas e verduras. Quando ocorre a forma 

congênita, além dos programas de educação e saúde pública, a prevenção consiste em 

tentar evitar a passagem vertical do parasito por meio de administração de 

quimioterápicos para gestantes em que se evidenciou infecção aguda e realizar 

diagnóstico precoce, que permita a introdução de esquemas terapêuticos para prevenir 

ou minimizar os riscos de sequelas futuras para os recém-nascidos (Remington et al., 

2001; Elsheika, 2008). 

 

4. A imunologia da gestação 

 

A interface materno-fetal desempenha um papel crítico na defesa contra agentes 

infecciosos, de modo a manter gravidez normal. Neste microambiente ocorre produção 

de uma grande variedade de citocinas e hormônios que podem iniciar e regular as 
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respostas inflamatórias (Uchide et al., 2012). O feto é considerado um semienxerto, uma 

vez que expressa antígenos de origem paterna e materna. Os aloantígenos fetais são 

codificados por genes polimórficos herdados do pai, que podem provocar respostas 

imunes maternas que levariam à rejeição fetal logo depois da implantação do blastocisto 

na parede uterina, mas geralmente isso não ocorre (Zenclussen, 2006, Rango, 2008). A 

aceitação do feto é o resultado de uma resposta imune materna modulada permitindo o 

desenvolvimento de uma gravidez bem sucedida (Adams et al., 2007).  

A interface materno-embrionária é representada pela placenta, um órgão 

especializado que fornece suporte ao crescimento e desenvolvimento normal do feto. A 

implantação e formação da placenta são processos altamente coordenados envolvendo a 

interação entre células trofoblásticas e a mucosa uterina, caracterizando o início do 

relacionamento materno-embrionário (Cardaropoli et al., 2012). A placenta possui 

inúmeras funções dentre as quais podemos citar o transporte de oxigênio, água, 

carboidratos, aminoácidos, vitaminas, minerais e outros nutrientes para o feto; exerce 

atividade endócrina, além de proteger o feto contra moléculas antigênicas, infecções e 

doenças maternas (Oreshkova et al., 2012).  

O sucesso da implantação e manutenção da gestação depende de uma 

comunicação apropriada entre blastocisto e endométrio e de um útero adequadamente 

preparado pela ação hormonal, principalmente do hormônio progesterona, bem como de 

uma equilibrada interação entre citocinas (Cardaropoli et al., 2012).  

Células Th1 são caracterizadas por apresentarem reações mediadas por células, 

sendo conhecidas como pró-inflamatórias, secretando IFN-γ, TNF-α e TNF-β e IL-2. 

Células Th2 secretam citocinas anti-inflamatórias IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, 

favorecendo a produção de anticorpos (Dupont et al., 2012).  
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Células Th1 e Th2 são mutuamente inibitórias, assim, IL-10, um produto das 

células Th2, inibe o desenvolvimento das células Th1, enquanto IFNγ, um produto das 

células Th1, previne a ativação das células Th2 (Dupont et al., 2012). Evidentemente, é 

o balanço entre estas citocinas que define um perfil pró ou anti-inflamatório. 

O estabelecimento da gravidez é dependente do balanço de citocinas de perfis Th1 

/ Th2, com predominância do tipo Th2, sendo este o mecanismo mais relevante na 

manutenção e sucesso gestacional (Wilczynski et al., 2008, Dupont, 2012). 

A produção de citocinas anti-inflamatórias parece ser fundamental para o sucesso 

da gestação (Dealtry et al., 2000). Durante a gestação ocorre uma modulação do sistema 

imune e isto resulta em uma tolerância imunológica a um feto alográfico (Cutolo et al., 

1998). Esta tolerância se manifesta por um decréscimo na produção de IFN-γ e a um 

padrão de produção de citocinas de perfil Th2 sob estreito controle de secreção 

hormonal e de citocinas pela placenta (Dupont et al., 2012). 

Durante a gestação, as funções fisiológicas maternas são alteradas e o sistema 

imune normalmente apresenta um estado de tolerância aos antígenos fetais (Denney et 

al., 2010). Muitos hormônios, principalmente estrógeno e progesterona, estão 

aumentados e esta condição gera alterações no balanço de citocinas de perfil Th1/Th2 

(Robinson, Klein, 2012). Há uma super expressão de citocinas tipo Th2, o que pode 

causar a maior susceptibilidade ao parasito, e, consequentemente, à infecção placentária 

e fetal (Abou-Bacar et al., 2004). No entanto, quando ocorre infecção, pode haver uma 

maior expressão de citocinas tipo Th1 devido à carga parasitária e virulência da cepa, o 

que pode ser prejudicial ao feto, muitas vezes acarretando aborto. Assim, a existências 

destas duas situações (gestação/infecção) impõem ao organismo materno adaptações 

que devem convergir para um padrão de resposta que leve em conta a existência de uma 

gestação saudável e a severidade da infecção fetal (Menzies et al., 2012).  
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A complexa rede de sinalização por meio de citocinas na interface materno-fetal 

adquire papel crucial durante infecções parasitárias. Qualquer desequilíbrio do balanço 

imunológico pode potencializar a produção de citocinas pró-inflamatórias de perfil Th1, 

como TNFα, IFN-γ e IL-2 que são prejudiciais ao feto, podendo levar ao aborto (Daher 

et al., 2004; Menzies et al., 2012). Uma vez que o sistema imunológico materno produz 

citocinas anti-inflamatórias para evitar a rejeição ao feto, há um potencial aumento da 

susceptibilidade a infecções parasitárias (Robbins et al., 2012). A maior susceptibilidade 

de gestantes à infecção por T.gondii, pode estar relacionada à maior produção de 

citocinas anti-inflamatórias, que são expressas de forma significativa durante a gestação. 

Neste caso, observa-se uma situação de “imunossupressão”, pois hormônios como 

estrógeno e progesterona modulam a reatividade das células T e a produção de citocinas 

(Vargas-Villavicencio et al., 2009; Robinson, Klein, 2012).  

Em camundongos, a ativação de macrófagos por IFN-γ, em presença de 

coestimuladores, como LPS ou TNF-α, é necessária para ativar a atividade citotóxica de 

macrófagos contra T. gondii (Menzies et al., 2012). O papel funcional de IFN-γ na 

interface materno-embrionária é intrigante. Quando camundongos infectados por T. 

gondii recebem IFN-γ se observa uma proteção significativa exercida por esta citocina 

(Mccabe; Luft; Remington, 1984); entretanto, quando se neutraliza IFN-γ em Balb/c em 

fase aguda da toxoplasmose, observa-se uma diminuição na infecção placentária e fetal 

de tais animais (Abou-Bacar et al., 2004). Além disto, linhagem de células 

trofoblásticas humana (BeWo) são incapazes de controlar a infecção por T. gondii, 

mesmo quando tratadas com IFN-γ (Oliveira et al., 2006; Barbosa et al., 2008), apesar 

do IFN-γ promover a adesão de monócitos, principal via de disseminação de T. gondii, 

em células BeWo (Pfaff et al., 2008; Dunay, Sibley, 2010).  
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O estabelecimento da cinética entre citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias pode contribuir para a interpretação das funções de citocinas de perfil Th1 

e Th2 na interface materno-embrionária que garantam o sucesso de uma gestação, 

mesmo sob uma situação de infecção por parasito intracelular, como T. gondii.  

 

5. Regulação hormonal da gestação 

 

Outros fatores também são importantes para o sucesso da gestação como a 

produção de hormônios, já que atuam como coadjuvantes na diferenciação de células T 

ou favorecendo modificações para a produção de citocinas do tipo Th2. Estradiol ocorre 

em altas concentrações em mulheres gestantes sendo que seus receptores são expressos 

em vários tecidos linfóides, além de células como linfócitos, macrófagos e células 

dendríticas (Robinson et al. 2012). Estradiol afeta os diversos aspectos da imunidade 

inata, incluindo a inibição da atividade funcional de células que influenciam as 

respostas imunes adaptativas, como mastócitos, eosinófilos, macrófagos, células 

dendríticas e células NK (Entrican, 2002; Mendelson, 2009). O estradiol aumenta a 

secreção de IL-10 e IFN-γ por clones ativados de células T antígeno-estimuladas. A 

adição de altas concentrações de estradiol à cultura favorece a produção de IL-10 e, em 

baixas concentrações, IFN-γ (Entrican, 2002; Mendelson, 2009).  

A progesterona é produzida pelo corpo lúteo no ovário e também pela placenta 

durante a gravidez, e com papel anti-inflamatório (Robinson et al., 2012). A 

gonadotrofina coriônica humana (hCG), um hormônio glicoprotéico, o único exclusivo 

da gestação, é produzido algumas horas após a fecundação pelas células embrionárias e 

apresenta capacidade para regular negativamente a imunidade celular materna contra 

antígenos paternos, por ser um fator de atração para células Treg, induzindo, assim, uma 
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condição de imunotolerância (Schumacher et al., 2009; Tsampalas et al., 2010). 

Apresenta também atividade angiogênica, sendo que o comprometimento desta função 

pode levar a placentação insuficiente e aumento do risco de pré-eclâmpsia (Tsampalas 

et al., 2010). 

As alterações hormonais e imunológicas que ocorrem ao longo da gestação são 

necessárias para suportar uma gravidez saudável, mas também afetam drasticamente a 

suscetibilidade feminina às doenças auto-imunes e doenças infecciosas (Fig. 2). Apesar 

de existirem muitos estudos sobre estas doenças, relatando a importância dos fatores 

imunológicos ao longo da gravidez, poucos estudos consideram o papel que os 

hormônios desempenham na orquestração dessas alterações imunológicas (Robinson, 

Klein, 2012).  

As concentrações de hormônios esteróides, são consideravelmente mais elevadas 

durante a gravidez do que durante outras fases do ciclo reprodutor feminino e aumenta 

ao longo do curso da gravidez, com níveis mais altos alcançados durante o terceiro 

trimestre gestacional (Robinson, Klein, 2012). A atividade dos esteróides sexuais por 

meio de sinalização por receptores intracelulares de esteróides suprime a regulação da 

transcrição de citocinas inflamatórias. A supressão hormonal de IFN-γ, que possui 

propriedades antivirais e antiparasitárias, prejudica significativamente a evolução de 

doenças infecciosas e favorece o desenvolvimento de doenças inflamatórias autoimunes 

durante a gravidez (Abou-Bacar et al., 2004)  
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Fig. 2: Durante os três trimestres da gravidez, há uma mudança no equilíbrio de respostas pró-
inflamatórias e anti-inflamatórias. Até o terceiro trimestre, respostas anti-inflamatórias, incluindo a 
atividade dos macrófagos M2, células Th2, e células T reguladoras, são elevadas. Atividade inflamatória 
de células NK, macrófagos M1 e células Th1 são reduzidas. Neste período, as alterações nas 
concentrações de esteróides sexuais, incluindo o estriol, estradiol, progesterona, podem levar a mudanças 
imunológicas durante a gravidez (modificado de Robson, Klein, 2012). 

 

Existem evidências consideráveis de que os hormônios esteróides afetam o curso 

da toxoplasmose em humanos e camundongos. Henry e Beverley (1976) foram os 

primeiros a demonstrar diferenças nas respostas imunes e inflamatórias de 

camundongos machos e fêmeas, após a infecção com T. gondii. Nestes estudos, 

camundongos fêmeas desenvolveram inflamação cerebral mais grave do que machos. 

Em camundongos fêmeas, o estradiol agrava, enquanto a gonadectomia reduz a carga 

parasitária e a patogênese da doença (Kittas, Henry, 1980). De maneira simultânea, a 

gonadectomia e tratamento com estrógeno predispuseram cobaias a aumento de cargas 

parasitárias quando comparados com animais controle não tratados (Kittas, Henry, 

1979). Altas concentrações de progesterona também aumenta a susceptibilidade a T. 

gondii durante a gravidez pela supressão de IL-12 e IFN-γ (Jones et al., 2010). É 

importante ressaltar que mulheres grávidas não são imunodeprimidas, mas suas 

respostas imunes estão inclinadas para um fenótipo anti-inflamatório que influencia não 

apenas o resultado de gravidez, mas a patogênese de diversas doenças incluindo a 

toxoplasmose. 
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6. Tratamento da toxoplasmose congênita 

 

Os tratamentos convencionais existentes para a toxoplasmose congênita não 

podem ser considerados totalmente eficazes, uma vez que os medicamentos disponíveis 

são parcialmente eficientes no tratamento de infecções agudas e pouco ou nada 

eficientes na fase crônica da doença (Grujic et al., 2005; Chêne, Thiébaut, 2009; 

Martins-Duarte et al., 2010).  

Uma droga ideal para o tratamento da toxoplasmose deveria mostrar efetiva 

capacidade de penetrar e se concentrar na placenta, atravessar a barreira placentária e ter 

atividade parasiticida contra diferentes formas de T. gondii, além de não apresentar 

efeito citotóxico e teratogênico (Derouin, 2001, Barbosa et al., 2012). Infelizmente 

nenhuma das drogas utilizadas para o tratamento da toxoplasmose atinge este padrão 

(Chêne, Thiébaut, 2009). Entretanto, muitos dos fármacos administrados às grávidas 

têm a capacidade de transpor a placenta, expondo o embrião em desenvolvimento a seus 

efeitos farmacológicos e/ou teratogênicos. 

Gestantes com até 18 semanas de gestação e com sorologia positiva para T. 

gondii, apresentando IgM positivo e IgG de baixa avidez são indicativos de uma 

infecção recente. Na tentativa de prevenir a infecção fetal recomenda-se o início 

imediato do tratamento (Chêne, Thiébaut, 2009). 

O uso do macrolídeo espiramicina é capaz de reduzir a incidência da 

toxoplasmose congênita em 60%, sendo inicialmente o tratamento de escolha (Montoya, 

Remington, 2008). Entretanto, apesar da espiramicina ser apta a eliminar as formas 

taquizoítas do parasito, não é capaz de cruzar a barreira placentária, sendo, portanto 

inadequada para o tratamento da infecção fetal (Grujic et al., 2005). Todavia, por ser 
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capaz de retardar a transmissão do parasito, promove redução na severidade da infecção 

fetal (Remington et al., 2001). Seu uso é indicado para gestantes primo-infectadas, mas 

sem a confirmação de infecção fetal, não alterando a patologia da infecção fetal. Caso a 

infecção seja confirmada por PCR do líquido amniótico, a partir de 18 semanas de 

gestação, recomenda-se o tratamento com a combinação de pirimetamina, sulfadiazina e 

ácido folínico (PSA) (Montoya, Remington, 2008). Essa associação tem o potencial de 

reduzir a transmissão congênita em até 30% (Meneceur et al., 2008). Porém, a 

capacidade do tratamento em reduzir possíveis sequelas está relacionado com o tempo 

de gestação e de soroconversão da gestante. Estudos demonstram que a terapêutica pode 

não reduzir o risco de sequelas neurológicas graves, sendo que o tratamento pré-natal 

deverá ser administrado em até 4 semanas após a infecção materna, para reduzir a 

chance de lesões intracranianas (Gras et al, 2005; Cortina-Borja et al, 2010) 

De maneira semelhante ao observado na espécie humana, esta associação de 

fármacos tem eficiência limitada contra a transmissão vertical de T. gondii em Calomys 

callosus, modelo experimental da toxoplasmose congênita (Costa et al. 2009). 

Remington e colaboradores (2001) elaboraram um guia para tratamento da 

infecção por T. gondii em mulheres gestantes em diferentes estágios da infecção, bem 

como indicação de tratamento para toxoplasmose congênita (Quadro 1). 

Diante da potencial gravidade das manifestações da toxoplasmose e 

consequentes defeitos congênitos, necessário se faz a busca de fármacos. Entretanto, 

igualmente preocupantes são os possíveis efeitos colaterais ocasionados pelas drogas 

tanto para a gestante quanto para o feto, particularmente a pirimetamina pelo seu 

potente efeito teratogênico (Braz et al., 1999). 

Uma droga em estudo para o tratamento da toxoplasmose congênita, testada 

inicialmente em murinos, é a azitromicina, a qual apresenta atividade inibitória 
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prolongada sobre a replicação intracelular de taquizoítas (Montoya; Liesenfeld, 2004; 

Torkildsen et al., 2008).  

 

Período 
Gestacional 

Tratamento 

1º Trimestre  
(1º a 18º 
semanas) 

Espiramicina (Rovamicina® comp. 500 mg) 
Dose: 3,0g/dia 

02 comp. de 8/8 horas – V.O. (em jejum) 

Após a 18º 
semana  

(até o parto): 
esquema 
tríplice 

Pirimetamina (Daraprin® comp. 25 mg) 

Dose de ataque: 100 mg/dia (2
os
 dias) 

02 comp. de 12/12 horas – V.O. 
Dose de manutenção: 50 mg/dia 

02 comp. em dose única diária – V.O. 

Sulfadiazina (Sulfadiazina® comp. 500 mg) 
Dose: 75 mg/Kg/dia (máximo de 4,0g/dia) 

02 comp. de 6/6 horas – V.O. 

Ácido Folínico (Leucovorin® ou manipulado) 
Dose: 15 mg - 01 comp. ao dia – V.O. 

 
Quadro 1: Guia para o tratamento da infecção por T. gondii em mulheres gestantes e em infecção 
congênita de acordo com Remington e colaboradores (2001)  

 

Na sequência, as características gerais dos fármacos utilizados neste estudo para 

o tratamento da toxoplasmose congênita: 

 

6.1. Pirimetamina, sulfadiazina e ácido folínico 

 

A pirimetamina é um inibidor seletivo da síntese do ácido fólico em taquizoítas 

de T. gondii. Esta droga só é realmente efetiva em combinação com outras drogas 

devido a sua concentração no soro ser altamente variável entre diferentes indivíduos. 

Atua como inibidor da biossíntese dos ácidos nucléicos, entretanto, é pouco empregado 
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na terapêutica por ser altamente tóxico, pois interage indistintamente com os processos 

bioquímicos tanto do parasito quanto do hospedeiro. Apresenta efeitos tóxicos comuns a 

drogas antifolato sobre a medula óssea, sendo necessária a adição de ácido folínico à 

terapêutica do paciente para prevenir a trombocitopenia, anemia megaloblástica e 

leucopenia dentre outros (Chêne, Thiébaut, 2009, Franco et al., 2011). A pirimetamina é 

teratogênica não devendo ser indicada durante os primeiros meses de gestação (Braz et 

al., 1999). A pirimetamina atua inibindo as enzimas diidrofolato-redutases (DHFRs) que 

convertem o ácido diidrofólico em ácido tetraidrofólico, um processo que leva à síntese 

de purinas e, por fim, de DNA. A pirimetamina quando administrada juntamente com as 

sulfonamidas, produz bloqueio sequencial dessa etapa metabólica, resultando em 

aumento acentuado (sinergismo) da atividade de ambos os fármacos (Katzung, 2006). 

As sulfanamidas como sulfadiazina, sulfametoxazol e sulfadoxina têm atividade 

parasitostática por inibir a síntese de folatos. São distribuídas por todos os tecidos e 

líquidos do organismo, sendo que as sulfonamidas disponíveis atualmente são derivadas 

da sulfanilamida contendo núcleos heterocíclicos. Entretanto só são efetivas contra 

taquizoítas de T. gondii. A atividade farmacodinâmica deste medicamento se deve ao 

fato de serem análogos estruturais do ácido p-aminobenzóico (PABA). Através da 

inibição competitiva, as sulfonamidas impedem a incorporação do PABA durante a 

biossíntese do ácido diidropteróico, funcionando dessa forma como antimetabólito. A 

aplicação clínica desse antimetabólito fundamenta-se em sua toxicidade seletiva sendo 

mais tóxico para o microorganismo que para o homem (Bosch-Driessen et al., 2002).  

O efeito teratogênico da pirimetamina pode ser minimizado através da 

administração de ácido fólico a gestantes agudamente infectadas (Remington et al., 

2001; Bosch-driessen et al., 2002;). O ácido fólico, também conhecido como folacina 

ou ácido pteroil-glutâmico, é encontrado em vários alimentos. É uma vitamina 
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hidrossolúvel pertencente ao complexo B, necessária para a formação de proteínas 

estruturais e hemoglobina (Vijayalaxmi et al., 2000). Apresenta-se como um pó 

cristalino amarelo pouco solúvel em água e facilmente absorvido pela mucosa duodenal. 

Após absorção, o ácido transforma-se em coenzimas ativas que se distribuem pelos 

diferentes órgãos, concentrando-se principalmente no fígado, convertendo-se em ácido 

folínico, processado através da urina e fezes (Vijayalaxmi et al., 2000). 

 

6.2. A azitromicina 

 

Sintetizada inicialmente em 1980, a azitromicina é um antibiótico da classe do 

“azalídeos” do grupo dos macrolídeos (Chico, Chandramohan, 2011). O grupo dos 

macrolídeos são compostos caracterizados por um anel de lactona macrocíclico de 

amplo espectro que se liga a diferentes açúcares, representado inicialmente pela 

eritromicina, que são usadas no tratamento de infecções bacterianas e parasitos 

intracelulares, como T. gondii (Remington et al., 2001; Katzung, 2006). A azitromicina 

diferencia-se da eritromicina em dois aspectos: sua lactona é constituída por 15 

membros e contem um átomo de nitrogênio, ao passo que a lactona da eritromicina 

possui 14 membros, não possuindo o átomo de nitrogênio. Esta pequena diferença é 

responsável pelas melhores características farmacológicas e microbiológicas da 

azitromicina: seu espectro de ação é amplo, sua difusão tecidual é mais rápida e elevada, 

bem como sua meia-vida é mais prolongada do que a de outros macrolídeos. Além 

disso, pode ser administrada em dose única ao dia, tem maior resistência a degradação 

ácida no estômago, menores efeitos colaterais e maior amplitude das propriedades 

terapêuticas (Petropoulos et al., 2009; Salman et al., 2010). 
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Após a administração oral em humanos, a azitromicina é amplamente distribuída 

pelo organismo e com pico de concentração plasmática entre 2 a 3 horas, podendo ser 

administrada a qualquer hora do dia, inclusive com as refeições (Katzung, 2006).  

A estrutura da azitromicina confere maior estabilidade em meio ácido, devido à 

presença de dois tipos básicos de grupos de amina terciária que melhoram as suas 

propriedades anfipáticas, incrementando suas características farmacocinéticas e 

atividade contra micro-organismos Gram-negativos e Gram-positivos (Chico & 

Chandramohan, 2011). A azitromicina atua ligando-se de maneira reversível a 

subunidade 50S do ribossomo bacteriano, inibindo a síntese de proteínas (Retsma, 2001; 

Torkildsen et al., 2008; Petropoulos et al., 2009). No caso de microorganismos 

sensíveis, incluindo P. falciparum e P. vivax, a ação da azitromicina afeta a formação do 

parasito por impedir o desenvolvimento de polipeptídeos no apicoplasto (Sidhu et al., 

2007; Petropoulos et al., 2009). Duas regiões do ribossomo são críticas para a síntese de 

proteínas: o centro decodificador na subunidade 30S que garante que apenas os tRNA, 

portadores de anticódons que se pareiam com o códon (chamados de RNA cognatos), 

sejam aceitos no sítio A e o centro de peptidil transferase na subunidade 50S, onde os 

tRNA cognatos se associam para a formação da ligação peptídica. Os macrólideos 

atuam inibindo a síntese protéica do parasito pela ligação do fármaco à subunidade 

maior 50S do ribossomo (Chico et al., 2011). A presença do antibiótico neste local 

impede a formação dos peptídeos, resultando na inibição da tradução (Brisson-Noёl, 

1988; Rubinstein; Keller, 1998; Mankin, 2008, Chico et al., 2011).  

Em 1997, Fichera e Roos demonstraram que o genoma do apicoplasto de T. 

gondii começa a degradar nos ciclos seguintes ao tratamento com antibiótico. Em outro 

estudo, a prole de uma cepa transgênica de T. gondii com um defeito de segregação do 

apicoplasto, morria logo após a invasão num segundo ciclo de infecção de células 
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hospedeira, enquanto os parasitos sem alteração continuavam replicando normalmente 

(He et al., 2011). Esta observação validou a hipótese de que o apicoplasto é essencial 

para a viabilidade do parasito e que os antibióticos podem exercer os seus efeitos em T. 

gondii e P. falciparum, por bloquear a segregação do apicoplasto (Dahl, Rosenthal, 

2008). No entanto, a ação específica de antibióticos na segregação do apicoplasto não 

foi demonstrada, e a natureza do defeito do apicoplasto causada por antibióticos em P. 

falciparum permanece elusivo. 

Sinagra e colaboradores (2007) demonstraram que a azitromicina é capaz de 

controlar a infecção por Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis em 

hamsters. Adicionalmente, Braz e colaboradores (1999) comprovaram que a associação 

de azitromicina e pirimetamina apresenta alta eficácia no tratamento da toxoplasmose 

em camundongos. A azitromicina também inibe o crescimento de taquizoítas de T. 

gondii, através da inibição da síntese protéica do parasito (Lescano et al., 2004). A 

associação de azitromicina e cloroquina como alternativa ao tratamento da Malária tem 

evidenciado adequada resposta parasitológica em ensaios clínicos na África (Chico, 

Chandramohan, 2011). 

Os macrolídeos possuem propriedades anti-inflamatórias, o que pode influenciar 

na resposta imune, principalmente em infecções parasitárias (Rubin, 2004; Friedlander; 

Albert, 2010). Estudos in vitro e in vivo, demonstraram o efeito modulador dos 

macrolídeos no sistema imunológico exercendo um efeito negativo sobre a resposta pró-

inflamatória (Costa et al, 2009; Franco et al., 2011). Recentemente foi demonstrado 

pelo nosso grupo que a azitromicina tem importante atividade protetora na transmissão 

vertical de T. gondii em modelo experimental animal de toxoplasmose congênita (Costa 

et al, 2009). Adicionalmente não foram observados efeitos tóxicos para a fêmea gestante 

submetida ao esquema terapêutico utilizado. Tamaru e colaboradores (2011) utilizaram 
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a azitromicina para tratamento de um feto com toxoplasmose sintomática severa e 

descreveram que apesar de muitos sinais e sintomas associados com toxoplasmose 

congênita persistirem após o nascimento, a remissão clínica de alguns sinais e testes 

imunológicos subsequentes à utilização da droga podem ser fortemente sugestivos de 

seu efeito terapêutico da azitromicina sobre o feto. Assim, todos esses resultados 

sugerem que azitromicina possa ser uma opção terapêutica no tratamento da 

toxoplasmose congênita. 

 

7. Modelo de estudo com vilos placentários 

 

A placenta é um órgão discoidal que constitui a interface materno-fetal. Durante o 

desenvolvimento embrionário, no interior da placenta surgem cavidades (espaço 

interviloso) com uma vasta rede de expansões, os vilos placentários, os quais são 

banhados por sangue materno do espaço interviloso. Nestes espaços nutrientes, gases e 

resíduos são trocados através da superfície dos vilos, entre o sangue materno e os 

capilares fetais, encontrados no interior dos vilos. Os vilos placentários são estruturas 

revestidas por duas camadas de trofoblasto. A camada exterior é composta de um 

sincício celular multinucleado (sinciciotrofoblasto), enquanto a camada interior é uma 

camada epitelial polarizada (citotrofoblasto). Encontram-se também células do 

mesênquima fetal, células endoteliais, sanguíneas e células do sistema imunológico 

(células de Hoefbauer) (Robbins et al., 2012). 

Explantes de vilos placentários humanos de primeiro e terceiro trimestres podem 

ser cultivados in vitro sob condições adequadas, por até 12 dias, para estudo do 

monitoramento da morfologia do tecido, viabilidade, secreção de hormônios 

placentários e outros fatores, além de mecanismos funcionais da atividade de transporte 
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através da placenta e apoptose (Vaidya, Walsh, Gerk, 2011). Além disso, os vilos 

também têm sido aplicados em estudos de infecção in vitro, para estudo da transmissão 

vertical de doenças, tais como Trypanosoma cruzi (Luján, et al., 2004), Plasmodium 

falciparum (Lucchi et al., 2008) e Toxoplasma gondii (Ferro et al., 2008). 

Os mecanismos envolvidos na atividade protetora da azitromicina para a 

toxoplasmose ainda não foram esclarecidos no microambiente placentário. Desta 

maneira, este trabalho visa adicionar elementos que auxiliem no entendimento da 

complexa imunologia da gestação colaborando para o entendimento dos processos que 

ocorrem em vilos humanos infectados por T. gondii e tratados com azitromicina. O 

entendimento da ação parasiticida e/ou parasitostática, bem como possíveis efeitos 

citotóxicos para células trofoblásticas e demais células da árvore vilosa, poderá 

contribuir para a terapêutica da toxoplasmose congênita por adicionar alternativas para 

o tratamento da toxoplasmose congênita, contribuindo assim para a diminuição da 

mortalidade e morbidade de recém-nascidos e crianças congenitamente infectados por 

T. gondii.  
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OBJETIVOS 

O objetivo principal deste estudo foi avaliar a eficácia de azitromicina no tratamento 

de vilos placentários humanos infectados experimentalmente por Toxoplasma gondii 

utilizando como modelo de estudo explantes de placentas humanas de terceiro trimestre 

gestacional.  

 

1. Objetivos específicos  

1. Determinar a toxicidade tecidual do tratamento com azitromicina ou da 

associação pirimetamina, sulfadiazina e ácido folínico (PSA) em cultura de 

explantes de vilos placentários infectados ou não por T. gondii;  

2. Determinar a influência de azitromicina ou PSA na proliferação de T. gondii em 

cultura de explantes de vilos placentários; 

3. Quantificar a produção de nitrito e citocinas Th1 (IL-2, IFN-γ e TNF-α) e Th2 

(IL-4 e IL-10) e IL-17A em sobrenadante de cultura de explantes de vilos 

placentários tratados com azitromicina ou PSA e/ou infectados por T. gondii.  

4. Quantificar a produção de hormônios (estradiol, progesterona e hCG+β) em 

sobrenadante de cultura de explantes de vilos placentários tratados com 

azitromicina ou PSA e/ou infectados por T. gondii.  
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MATERIAL E MÉTODOS  

 

O presente estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) em seres 

humanos da Universidade Federal de Uberlândia segundo a Resolução 196/96/CNS 

tendo sido aprovado sob o protocolo de número 118/09 (Anexo I). 

 

1. Manutenção de células BeWo em cultura para manutenção de T. 

gondii 

 

Para manutenção de taquizoítas de T. gondii, células de coriocarcinoma humano 

(linhagem BeWo) foram adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassas, VA, EUA) e mantidas em cultura no Laboratório de Imunofisiologia da 

Reprodução da Universidade Federal de Uberlândia.  

As células foram cultivadas separadamente em frascos de cultura de 25cm2 ou 

75cm2 contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Cultilab, 

Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab), 

10.000 U/mL de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina (Sigma Chemical Co., St 

Louis, MO, EUA) em estufa umidificada a 37ºC e 5% de CO2, de acordo com Barbosa e 

colaboradores (2008). 

O repique das células foi realizado a cada dois dias e procedeu-se, brevemente, da 

seguinte maneira: primeiramente, as células foram lavadas com meio sem soro e em 

seguida incubadas com solução de tripsina mais 0,25% de ácido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA) (Sigma) durante 5 minutos a 37ºC e 5% de CO2. Depois, as células 

foram lavadas e retiradas dos frascos de cultura com uso de meio a 10% de soro, 
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transferidas para tubos falcon de 15 mL e centrifugadas a 400g por 5 minutos a 

temperatura ambiente. Após descarte do sobrenadante, as células foram 

homogeneizadas em 1 mL de meio com soro e distribuídas em frascos novos de cultura. 

O excedente foi congelado em meio de congelamento: 90% de SBF e 10% de 

dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma). 

 

2. Manutenção in vivo e in vitro da cepa RH e do clone RH 2F1 de T. 

gondii 

 

Inicialmente, a cepa RH de T. gondii foi mantida in vivo na cavidade peritoneal de 

camundongos Swiss no Centro Bioterismo Experimentação Animal (CBEA) da 

Universidade Federal de Uberlândia conforme descrito por Mineo e colaboradores 

(1980). O repique foi realizado a cada 48 horas e procedeu-se da seguinte maneira: a 

cavidade peritoneal de camundongos infectados foi lavada com meio de cultura RPMI 

1640 sem soro e o exsudato peritoneal contendo taquizoítas foi inoculado em 

camundongos não infectados para manutenção da cepa in vivo.  

Os taquizoítas retirados da cavidade peritoneal de camundongos Swiss foram 

centrifugados a 400g por 5 minutos, contados em câmara de Newbauer e adicionados a 

alguns frascos de cultura contendo células BeWo com a finalidade de manter parasitos 

in vitro para os futuros procedimentos experimentais. À medida que a grande maioria 

das células infectadas em cultura encontrava-se lisada pelo parasito, o meio contendo 

taquizoítas livres foi centrifugado a 400g por 5 minutos, os parasitos homogeneizados 

em meio a 2% de soro e distribuídos em novos frascos contendo células não infectadas.  

Os taquizoítas do clone RH 2F1 de T. gondii, derivados da cepa RH, expressam o 

gene da enzima β-galactosidase e foram gentilmente cedidos pelo professor Dr. Vern B. 
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Carruthers da Escola de Medicina da Universidade de Michigan, EUA. Os parasitos 

foram mantidos em células BeWo cultivadas em meio RPMI a 2% de soro. À medida 

que a maioria das células infectadas em cultura encontrava-se lisadas pelo parasito, o 

meio contendo taquizoítas livres foi centrifugado a 400g por 5 minutos, os parasitos 

homogeneizados em meio RPMI1640 a 2% de SBF e distribuídos em novos frascos 

contendo células não infectadas.  

 

3. Ensaio de invasão e proliferação 

 

Para compararmos a capacidade de invasão e proliferação entre os taquizoítas da 

cepa RH e o clone RH 2F1 de T. gondii, monocamadas de células BeWo foram 

mantidas em placas de 24 poços sobre lamínulas redondas de 13mm (4 x 105 

células/poço/200µL) e cultivadas por 24 horas a 37ºC e 5% de CO2. As células foram 

lavadas com meio e, em seguida, parasitos das cepas RH e clone RH 2F1 de T. gondii 

foram adicionados separadamente às placas diferentes numa proporção de 5 parasitos 

por célula (5:1) e mantidos durante 24hs, sempre em triplicata. Posteriormente, as 

lamínulas foram fixadas em formol 10% em solução salina tamponada com fosfato 

(PBS), coradas com azul de toluidina durante 30 segundos, montadas em lâminas de 

microscopia, e analisadas por microscopia de luz para análise dos seguintes parâmetros 

de infecção: número total de parasitos e número de parasitos por célula a cada 100 

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

 

Pacientes gestantes, sorologicamente negativas para HIV, hepatite B e C, T. 

gondii, sífilis ou outras infecções, atendidas no Setor de Ginecologia e Obstetrícia do 

Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia (HC-UFU) foram 

informadas sobre os objetivos do trabalho e após a autorização comprovada pela 

assinatura do termo de consentimento (Anexo II), tiveram suas placentas coletadas. No 

total, 22 placentas a termo foram coletadas (36-40 semanas de gestação), provenientes 

de cesária. As placentas foram então processadas para a dissecção dos vilos. O tecido 

foi lavado em solução salina tamponada com fosfato (PBS) estéril e dissecado 

assepticamente sob microscópio estéreoscópio para remover tecidos endometriais e 

membranas fetais dentro de até uma hora após a coleta. Vilos flutuantes com cinco a 

sete extremidades livres foram selecionados como descrito por Caniggia e 

colaboradores (1997). Os explantes foram transferidos para placas de cultura de 96 

poços, cultivados em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal 

(SBF), 10.000 U/mL de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina e incubados a 37ºC 

em estufa de CO2. Após 12 hs em cultura, os vilos foram infectados ou não com T. 

gondii (clone RH 2F1) e, após 48 hs, tratados com diferentes concentrações de drogas e 

mantidos em estufa de CO2 por mais 24 horas. Os vilos foram coletados para análise 

morfológica, ensaio de proliferação e imuno-histoquímica e, os sobrenadantes, 

armazenados a -80°C para dosagens de citocinas, hormonal e de nitrito. 
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5. Antibióticos 

 

Após a coleta dos vilos placentários e infecção com os parasitos do clone RH 

2F1 de T. gondii (1x106 parasito por poço) por 48 hs, os antibióticos azitromicina 

(Biofarma, Uberlândia, Brasil), Pirimetamina (Daraprim- Rhodia Farma, Brasil), 

Sulfadiazina (Labdiazina - Novartis Farma, Brasil), e Ácido folínico (Leucovorin- 

Interlab Farmacêutica, Brasil) em pó foram reconstituídos em meio de cultura a uma 

concentração de 5.000 µg/mL (solução estoque) pouco tempo antes dos procedimentos 

experimentais. A obtenção da solução de trabalho foi feita a partir da solução estoque 

pela adição do meio de cultura para obtenção das diferentes concentrações. 

Para a associação de pirimetamina/sulfadiazina/ácido folínico (PSA), adaptamos 

a proporção da terapêutica (1: 0,75: 0,15, de pirimetamina, sulfadiazina e ácido folínico 

respectivamente) preconizada no guia para o tratamento da infecção por T. gondii em 

mulheres gestantes e em infecção congênita de acordo com Remington e colaboradores 

(2001). Assim, as concentrações utilizadas foram: 

 

Pirimetamina (µg/mL) Sulfadiazina (µg/mL) Ácido folínico (µg/mL) 

200 150 30 

1000 750 150 

5000 3750 750 
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6. Análise da toxicidade tecidual 

 

Explantes placentários foram cultivados em placas de cultura de 96 cavidades. 

Após 12 horas em cultura, os vilos foram infectados ou não com 1x106 taquizoítas de T. 

gondii (clone RH 2F1) e, após 48 horas de infecção foram lavados e tratados com 

azitromicina nas concentrações de 200, 1000 e 5000 µg/mL ou associação PSA 

obedecendo ao critério de Remington e colaboradores (2001) como descrito 

anteriormente, nas concentrações 200/150/30, 1000/750/150 e 5000/3750/750 µg/mL de 

pirimetamina, sulfadiazina e ácido folínico, respectivamente. Após 24 horas de 

tratamento, os sobrenadantes foram coletados para determinação da atividade da enzima 

lactato desidrogenase (LDH), que foi aferida usando-se um kit comercial para 

diagnóstico, segundo as instruções do fabricante (LDH Liquiform, Labtest Diagnóstica 

S.A., Lagoa Santa, Brasil) e expressa em U/mL ou em quantidades relativas de LDH 

liberada em relação à lise celular total (controle positivo) obtida com Triton X-100 0,2% 

(% do total). O princípio do teste baseia-se na mensuração da redução de NAD a NADH 

pela LDH (enzima citosólica, liberada para o meio extracelular quando a integridade da 

membrana é afetada). Quanto maiores os danos, maior a perda de integridade da 

membrana, maior o sinal espectofotométrico. Caso não haja dano à membrana, a LDH 

permanece intracelularmente, não ocorrendo reação.  

 

  



46 
 

 

7. Ensaio de proliferação com clone RH 2F1 de T. gondii 

 

Explantes placentários foram cultivados em placas de cultura de tecidos de 96 

cavidades. Após 12 horas em cultura, os vilos foram infectados ou não com 1x106 

taquizoítas de T. gondii (clone RH 2F1). Após 48 horas de infecção, os vilos infectados 

foram lavados para retirada de parasitos não infectantes e tratados com azitromicina ou 

associação PSA em concentrações de 200 e 1000 µg/mL. Após 24 horas de tratamento, 

os vilos foram lavados no próprio meio de cultura e lisados em tampão de ensaio de 

radioimunoprecipitação - RIPA (50 mmol/L de cloridrato de Tris, 150 mmol/L de NaCl, 

1% (v/v) de Triton X-100, 1% (w/v) de desoxicolato de sódio, e 0,1% (w/v) de SDS, pH 

7.5) e comprimidos contendo coquetel de inibidores de protease (Roche Diagnostics 

GmbH, Mannheim, Alemanha), durante 30 min, macerados e sonicados 

individualmente. Como controle, vilos infectados e não tratados foram utilizados. 

Lisados teciduais de ambas as condições experimentais acima descritas foram 

submetidas ao ensaio de proliferação de T. gondii de acordo com Teo e colaboradores 

(2007) e procedeu-se brevemente da seguinte maneira: numa placa de 96 poços, o lisado 

tecidual obtido (100 µL/well) foi incubado com 160 µL do tampão de ensaio (100 mM 

tampão fosfato, pH 7.3, 102 mM de mercaptoetanol e 9 mM MgCl2) mais com 40 µL de 

substrato cromogênico clorofenol vermelho-β-d-galactopiranosídeo (CPRG). Depois de 

30 min de incubação, a atividade enzimática da β-galactosidade foi aferida em leitora de 

placas a 570nm e os valores de DO convertidos em número total de taquizoítas de 

acordo com a curva padrão, utilizando o software Microplate Manager PC versão 4.0 

(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EUA). Os dados foram apresentados como índice 

de proliferação de T. gondii (β-Gal) de acordo com a referência da curva padrão (limite 

de detecção da reação de 15,625×103 parasitos totais). 
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8. Imuno-histoquímica para a detecção de taquizoítas 

 

Para estudo dos vilos à microscopia de luz os explantes foram fixados em 

formol 10% em tampão PBS durante 24 hs. Posteriormente, os tecidos foram 

desidratados em álcoois de concentrações crescentes e embebidos parafina.  

Cortes de 4µm foram desparafinizados, hidratados em álcoois de 

concentrações decrescentes e por fim em água corrente. Após hidratação, os cortes 

foram incubados por oito minutos em solução de ácido acético a 5 % para bloqueio 

da fosfatase endógena e, em seguida, lavados em solução salina tamponada com 

TRIS (TBS), pH 7,4 por 5 minutos. Para bloqueio de sítios inespecíficos de ligação, 

os fragmentos foram incubados com soro normal de cabra a 2 % em TBS por 20 

minutos a 37º C; após este bloqueio, foi feita a incubação do material com soro de 

Calomys callosus positivo contra cepa ME-49 de T. gondii, na diluição de 1:100 

(produzido e cedido pelo Laboratório de Imunopatologia da Universidade Federal 

de Uberlândia) em TBS por 12 horas a 4º C. Após sucessivas lavagens em TBS, os 

fragmentos foram incubados com IgG de cabra anti - IgG de camundongo 

biotinilada (Sigma, St Louis, USA) na diluição de 1: 600 em TBS por uma hora a 

37º C. A reação foi amplificada pelo complexo avidina/biotina (ABC) - fosfatase 

(Biomeda, Foster city, USA) na diluição de 1:100 em TBS, a 37º C, por 30 minutos. 

A revelação da enzima fosfatase alcalina foi realizada com fast red – naftol (Sigma, 

St Louis, USA), em tampão TRIS por aproximadamente 8 min, lavagens em TBS e 

água corrente e contra-coloração com hematoxilina de Meyer, à temperatura 

ambiente. Com a diferenciação do corante em água amoniacal, as lâminas foram 

montadas com lamínulas em glicerina. Como controles da reação foram utilizados 

vilos infectados ou não, e sem tratamento. 
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9. Dosagem protéica dos vilos placentários 

 

Explantes de vilos congelados foram homogeneizadas em tampão de ensaio 

de radioimunoprecipitação - RIPA (50 mmol/L de cloridrato de Tris, 150 mmol/L 

de NaCl, 1% (v/v) de Triton X-100, 1% (w/v) de desoxicolato de sódio, e 0,1% 

(w/v) de SDS, pH 7.5) e comprimidos contendo coquetel de inibidores de protease 

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha). O homogenado foi 

centrifugado a 15.000x g durante 15 minutos a 4° C. Os sobrenadantes foram então 

utilizados para a mensuração do conteúdo de proteína utilizando o método de 

Bradford (Bradford, 1976). A concentração de proteína total (mg/mL) foi utilizada 

para normalizar os dados das citocinas obtidas por ELISA e CBA (pg/mL), 

resultando na concentração de citocinas (pg/mg). 

 

10. Detecção de citocinas 

 

10.1: Dosagem de IL-12, TNF-α, IL-10 e TGF-β1 por Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) 

 

As concentrações de IL-12, TNF-α, IL-10 e TGF-β1 nos sobrenadantes de 

culturas de explantes de vilos placentários foram mensuradas por ELISA Captura, de 

acordo com as instruções do fabricante (R&D Systems). Brevemente, placas de alta 

afinidade de 96 poços (BD Biosciences) foram sensibilizadas com anticorpos de captura 

anti-humanos específicos para cada citocina por 12 horas a temperatura ambiente; em 

seguida as placas foram lavadas com PBS-Tween (PBS-T 0,05%) e bloqueadas durante 
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1 hora a temperatura ambiente com PBS mais 1% de soro albumina bovina (BSA) para 

as citocinas IL-12, TNF-α, IL-10 ou PBS-T (5%) mais 0,05% de azida sódica para TGF-

β1. Após novas lavagens em PBS-T, 50µl das curvas de cada citocina (de 500 pg/mL a 

15,6 pg/mL para IL-12 e TNF-α, de 4000 pg/mL a 62,5 pg/mL para IL-10; e de 2000 

pg/mL a 31,25 pg/mL para TGF-β1) ou 50 µl das amostras de sobrenadantes de vilos 

placentários foram adicionados nas placas e incubados por 2 horas a temperatura 

ambiente. Posteriormente, após lavagens, as placas foram incubadas com anticorpos de 

detecção anti-citocinas humanas conjugados com biotina durante 2 horas a temperatura 

ambiente e, após este intervalo, estreptavidina conjugada com peroxidase foi adicionada 

às placas e permaneceu em incubação por 20 minutos a temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz. Finalmente, as placas foram novamente lavadas, reveladas com TMB 

(3,3`,5,5`-Tetrametilbenzidina) mais 0,03% de peróxido de hidrogênio por 20 minutos e 

a densidade óptica foi mensurada por um leitor de microplacas a 450nm (Titertek 

Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, VA, EUA). Os dados foram convertidos 

em pg/mL de acordo com a referência da curva padrão. Os limites de detecção do ensaio 

foram de 15 pg/mL para IL-12 e TNF-α, 62,5 pg/mL para IL-10 e 31,25 pg/mL para 

TGF-β1. Os dados foram demonstrados em pg/mg após normalização pelo total de 

proteínas dos vilos.  

No ensaio de detecção para TGF-β1, os sobrenadantes foram primeiramente 

tratados com soluções de ácido e base para ativar a citocina presente na amostra, uma 

vez que TGF-β é secretado pelas células como um complexo inativo. O tratamento 

procedeu-se da seguinte forma: 10µl de HCl 1M foi misturado aos 50µl de sobrenadante 

e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, 10 µL de solução 

contendo 1,2 M de NaOH e 0,5M de Hepes foi adicionada aos sobrenadantes 
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previamente incubados com HCl para neutralizar a ação do ácido 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-γ, TNF-α e IL-17A) foram 

mensuradas nos sobrenadantes de vilos placentários usando o kit Th1/Th2/Th17 

“Cytometric Bead ArrayTM” (CBA) (BD Biosciences), de acordo com as instruções do 

fabricante. Brevemente, as amostras de sobrenadantes foram misturadas com uma 

mistura de “beads” de captura para cada citocina a ser quantificada. Em seguida, foram 

adicionados os anticorpos anti-humanos conjugados com ficoeritrina (PE) para IL-2, IL-

4, IL-6, TNF-α e IL-17A por 3 horas à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Os 

tubos foram então centrifugados (1300 rpm por 7 minutos) e os sobrenadantes 

cuidadosamente aspirados e descartados. O “pellet” contendo as “beads” foi 

homogeneizado e analisado por citometria de fluxo. As amostras foram analisadas no 

citômetro FACSCalibur BD™ (BD Company, San Diego, CA, EUA) e os dados foram 

analisados pelo software BD™ Cell Quest e CBA software. Os limites de detecção de 

cada citocina foram: 20,25 pg/mL para IL-2; 19,7 pg/mL para IL-4; 20,16 pg/mL para 

IL-6; 20,12 pg/mL para TNF-α; e 19,1 pg/mL para IL-17A. Os dados foram 

demonstrados em pg/mg após normalização pelo total de proteínas dos vilos.  
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11. Ensaio de eletroquimioluminescência para dosagem de estradiol, 

progesterona e hCG+β. 

 

A análise da concentração de estradiol, progesterona e hCG+β no sobrenadante de 

cultura foi realizada no Serviço de Análise Clínicas, Unidade de Hormônio, do Hospital 

de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia, sendo determinada por 

eletroquimioluminescência usando sistema automatizado Cobas E-411, com Kit Roche® 

de uso de rotina do laboratório, conforme instruções do fabricante (Roche/Hitachi, 

Japão). A Eletroquimioluminescência consistiu num processo de reações químicas que 

geraram luminescência a partir de um estímulo elétrico. O imunoensaio baseou-se na 

utilização de um complexo de rutênio [Ru(bpi)3]2+ e tripropilamina (TPA) associado a 

anticorpos. O produto quimioluminescente final foi formado durante o passo de 

detecção. A eletroquimioluminescência ocorreu quando foi aplicada uma corrente 

elétrica em um eletrodo de platina, criando um campo elétrico e fazendo com que todos 

os materiais nesse campo reagissem. Utilizando um ímã as micropartículas que se 

encontraram revestidas com complexos de antígeno - anticorpo foram uniformemente 

depositadas no eletrodo de trabalho.  O ímã foi removido e depois foi aplicada a 

voltagem ao eletrodo onde estavam depositadas as micropartículas. A emissão de luz foi 

medida com um fotomultiplicador. No teste utilizado, a gonadotrofina corônica humana 

foi determinada in vitro pela somatória do hormônio intacto (hCG) com a subunidade β 

do hCG, assim a utilização do termo hCG + β. 
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12. Dosagem de Nitrito 

 

A concentração de nitrito em explantes de placentas foi mensurada pelo método 

de Griess (Green et al., 1982). Brevemente, amostras foram adicionadas em placas de 

96 poços. A seguir, foi acrescentado sulfanilamida 1% e diidroclorido de naftaleno - 

NEED 0.1% (na proporção 1:1) em H3PO4 2.5%. A absorbância (A570) foi determinada 

em leitor para microplacas a 570 nm (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, 

McLean, VA, EUA) com referência a uma curva padrão de nitrito de sódio – NaNO2 (5-

100 µmol/L).  

 

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

 

A ação dos antibióticos azitromicina e associação PSA foi observada diretamente 

sobre T. gondii, caracterizando um tratamento prévio dos parasitos antes de adicioná-los 

na cultura dos vilos. Taquizoítas (5x106) do clone RH 2F1 foram tratados em frascos de 

vidro com diferentes concentrações (50, 100, 200 e 1000 µg/mL) de azitromicina ou 

PSA diluídos em meio de cultura durante 1 hora a 37oC em estufa de CO2. 

Posteriormente, todos os parasitos foram colocados em placas de cultura de tecido de 96 

cavidades onde estavam sendo cultivados vilos placentários coletados previamente. 

Após 72 horas os vilos infectados foram também macerados em tampão de lise RIPA e 

sonicados individualmente. Como controle, vilos foram infectados com parasitos não 

previamente tratados com antibióticos. 

Lisados teciduais experimentais acima descritos foram submetidos ao ensaio de 

proliferação de T. gondii de acordo com Teo e colaboradores (2007), conforme descrito 

anteriormente no ítem 7.  
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14. Análise estatística 

 

Todos os dados foram analisados como média e desvio padrão de pelo menos três 

experimentos independentes realizados em triplicata. Para a dosagem de citocinas e 

dosagem de hormônios, foram realizados 8 experimentos em triplicata. As diferenças 

entre grupos foram analisadas pelo teste ANOVA com comparações múltiplas de 

Bonferroni e as comparações entre condições pares foram realizadas pelo teste t de 

Student, usando o programa GraphPad Prisma versão 4.0 (GraphPad Software, Inc., San 

Diego, EUA). As diferenças estatísticas foram consideradas 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 índices de invasão e proliferação  

 

Para verificar se a presença do gene da β-galactosidase bacteriana não teria um 

efeito significativo sobre as propriedades de invasão e taxa de proliferação em células 

BeWo de taquizoítos de T. gondii, o clone RH 2F1 foi comparado com a cepa RH. Para 

isso, células BeWo foram infectadas com a cepa RH ou com clone RH 2F1 de T. gondii 

e os índices de invasão e proliferação foram verificados. Foi observado que as cepas 

apresentaram comportamentos similares em relação ao número total de parasitos em 

100 células quantificadas (442 e 490, respectivamente), índices de infecção (45% e 

47%) e número de parasitos por célula (4,98 e 5,2, respectivamente). Assim, os 

resultados sugeriram que não existem diferenças significativas no parâmetro de 

invasãoo e proliferação entre os parasitos da cepa RH e clone RH 2F1 de T. gondii em 

células BeWo (Fig. 1a, b, c). Com base nestes resultados, os demais protocolos 

experimentais da presente investigação foram realizados com o clone RH 2F1 de T. 

gondii. 
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2. Toxicidade tecidual após infecção com T. gondii e tratamento com 

antibióticos 

 

A toxicidade causada pelo tratamento com as drogas azitromicina (Fig. 2c) e a 

associação Pirimetamina, sulfadiazina e ácido folínico (Fig. 2c) levou a um aumento na 

produção de LDH, indicando dano tecidual. A Azitromicina nas concentrações de 1000 

µg/mL (68,8 U/mL) e 5000 µg/mL (87,2 U/mL) e o PSA na concentração de 5000 

µg/mL (75 U/mL) induziram a liberação de quantidades significativas de LDH em 

relação ao controle não infectado (41,8 U/mL) (P<0,05). A infecção por T. gondii 

elevou a liberação de LDH (81,1U/mL) em relação ao controle não infectado (41,8 

U/mL) (P<0,05), indicando que a simples presença do parasito induz dano celular. 

Entretanto, observou-se que a toxicidade celular foi significativamente maior nas 

amostras infectadas e tratadas com PSA na concentração de 5000 µg/mL (180 U/mL) 

em relação ao controle infectado (81,1 U/mL) (P<0,05). A atividade de LDH foi 

mensurada usando-se o Kit LDH liquiform e expressa em U/mL ou em quantidades 

relativas de LDH, em relação à lise completa dos vilos obtida com Triton X-100 a 0,2% 

(“High control”). Vilos não tratados e não infectados (“low control”) e infectados 

(“controle+Tg”), serviram como controles do experimento (Fig. 2a). A cinética das 

diferentes concentrações de drogas, com ou sem infecção, também foi realizada, 

relacionando a toxicidade celular em porcentagem quanto à lise completa dos vilos pelo 

Triton X-100 (100%) (Fig. 2b). 

Baseado nesses resultados, os experimentos seguintes foram realizados definindo 

as concentrações de 200 e 1000 µg/mL de azitromicina ou PSA para tratamentos dos 

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

apresentaram menor índice de parasitismo tecidual. 

 

A replicação intracelular dos parasitos do clone RH 2F1 de T. gondii em vilos 

placentários foi determinado após tratamento com concentrações crescentes de 

azitromicina ou PSA (Figura 3). Verificou-se redução no número de parasitos em ambas 

as concentrações (200 ou 1000 µg/mL) de azitromicina ou de PSA quando comparado 

com vilos não tratados (P<0.05). Quando as concentrações de cada grupo de tratamento 

foram comparadas, não foram observadas diferenças significativas, constatando um 

controle similar das duas drogas sobre a replicação do parasito no interior dos vilos 

placentários. 

Fotomicrografias representativas de vilos placentários infectados e tratados ou não 

com azitromicina ou PSA estão demonstradas na figura 4. Imunomarcações dos 

taquizoítas foram observados em vilos placentários submetidos a todos os tratamentos; 

entretanto aqueles do grupo controle infectado (Fig. 4b) apresentaram quantidade de 

imunomarcações significativamente maior que o grupo de vilos tratados e infectados 

(Fig. 4c e 4d). Alterações morfológicas não foram visualizadas. A figura 4a representa 

vilos placentários não infectados (controle negativo). 

 

4. Perfil da produção de citocinas produzidas por vilos placentários 

infectados e tratados com azitromicina ou PSA 

 

Na tentativa de entender alguns aspectos dos inúmeros mecanismos de controle da 

infecção por T. gondii pelo sistema imune do hospedeiro, mensuramos as citocinas (IL-
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12, TNF-α, TGF-β1, IL-10, IL-2, IL-6, IFN-γ, IL-17A) por ELISA e por citometria de 

fluxo, no sobrenadante de cultura dos vilos placentários.  

O perfil da produção de citocinas, avaliado por ELISA em vilos infectados ou não 

e tratados com azitromicina ou PSA em diferentes concentrações (Fig. 6) foi 

determinado para IL-12, TNF-α, TGF-β1 e IL-10. A análise da produção de IL-12 

revelou que vilos placentários não infectados e tratados com concentrações de 200 

µg/mL (12,6 pg/mg) e 1000 µg/mL (8,8 pg/mg) de azitromicina não apresentaram 

variação significante na produção desta citocina quando comparadas com o controle não 

infectado (14,4 pg/mg). A infecção por si induz o aumento na produção de IL-12 (25,1 

pg/mg), sendo que o tratamento com azitromicina nestes vilos infectados não gerou 

alteração na produção de IL-12 (para a concentração de 200 µg/mL – 26,8 pg/mg, de 

1000 µg/mL – 23,2 pg/mg). A despeito desta manutenção nos níveis de IL-12 durante o 

tratamento com azitromicina, houve redução no índice de proliferação de T. gondii. No 

entanto, o tratamento com PSA na concentração de 200 µg/mL (30,8 pg/mg) induziu um 

aumento significativo na produção desta citocina (P<0.05), enquanto para a 

concentração de 1000 µg/mL não houve variação estatística (10,2 pg/mg). Nos 

sobrenadantes de vilos infectados e tratados com 200 µg/mL (48,8 pg/mg) ou 1000 

µg/mL (54,9 pg/mg) de PSA, a produção de IL-12 aumentou consideravelmente 

(P<0.05), sendo acompanhado por uma redução na proliferação de T. gondii (Fig. 5a).  

Os dados de ELISA para TNF-α demonstraram que, comparando com o controle 

não infectado (131,2 pg/mg), o tratamento com 200 µg/mL de azitromicina em vilos não 

infectados induziu aumento na produção desta citocina (303 pg/mg) (P<0.001), 

enquanto na concentração de 1000 µg/mL (96,3 pg/mg) os níveis de produção foram 

similares ao controle. Além disso, a presença de T. gondii levou a uma significativa 

redução na produção de TNF-α (8,3 pg/mg), quando comparado ao controle não 
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infectado (P<0.01), sendo que o tratamento com as concentrações de 200 ou 1000 

µg/mL de azitromicina manteve níveis similares de produção (9,0 e 7,8 pg/mg, 

respectivamente). Paralelamente foi observada redução na proliferação de T. gondii. 

Para o tratamento dos vilos com PSA houve redução nos níveis de TNF-α, diretamente 

relacionada com a elevação da concentração da droga (para a concentração de 200 

µg/mL – 44,6 pg/mg, e de 1000 µg/mL – 5,5 pg/mg) (P<0.05). Nas condições de 

infecção, não houve modificação nos níveis de TNF-α em ambas as concentrações de 

PSA, apesar disso, pode ser observada a redução da proliferação de T. gondii nos vilos 

placentários (Fig. 5b). 

Os níveis de TGF-β1 no sobrenadante de vilos placentários tratados com 

azitromicina sofreram redução significativa nas condições tratadas com 200 ou 1000 

µg/mL de azitromicina (1199,5 e 1378,9 pg/mg, respectivamente) quando comparadas 

ao controle não tratado (2205,0 pg/mg) (P<0.05). A infecção levou à redução na 

produção de TGF-β1 (998,2 pg/mg), sendo que o tratamento com azitromicina não 

ocasionou modificação na produção de TGF-β1 (para a concentração de 200 µg/mL – 

1331,4 pg/mg, de 1000 µg/mL – 1055,4 pg/mg), apesar da redução do índice 

proliferação de T. gondii nos vilos placentários. Durante o tratamento com PSA não 

houve variação significativa na produção de TGF-β1, tanto nas condições sem infecção 

(para a concentração de 200 µg/mL – 2031,0 pg/mg, e de 1000 µg/mL – 2370,7 pg/mg) 

quanto na infecção com T. gondii (para a concentração de 200 µg/mL – 848,1 pg/mg, e 

de 1000 µg/mL – 1607,8 pg/mg) em comparação aos respectivos controles. Nestas 

condições foi ainda observada a redução da proliferação de T. gondii nos vilos 

placentários (Fig. 5c). 

No tratamento de vilos placentários com azitromicina em todas as condições, 

infectados ou não por T. gondii, a produção de IL-10 apresentou níveis similares em 
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relação aos controles não infectados e não tratados (1293,0 pg/mg) e infectados (1994,8 

pg/mg). Foi observada redução na proliferação de T. gondii, concomitante ao tratamento 

com azitromicina. Em relação ao tratamento com PSA, houve um aumento na produção 

de IL-10 em sobrenadantes de vilos não infectados e tratados com 1000 µg/mL (2396,3 

pg/mg) (P<0.05). Após a infecção, verificou-se redução na produção desta citocina para 

ambas as concentrações de PSA (para a concentração de 200 µg/mL – 991,8 pg/mg, e 

de 1000 µg/mL – 846,7 pg/mg) (P<0.05), coincidente com a redução na proliferação de 

T. gondii (Fig. 5d). 

Os dados de citometria de fluxo demonstraram que os sobrenadantes de vilos 

placentários, infectados ou não com T. gondii, tratados tanto com azitromicina ou PSA, 

não apresentaram diferença significativa na secreção de IL-2 quando comparados aos 

controles. Entretanto, não houve secreção detectável de IL-2 para os seguintes grupos 

experimentais: vilos tratados com azitromicina não infectados nas concentrações de 200 

e 1000 µg/mL, bem como para as concentrações de 200 ou 1000 µg/mL de PSA não 

infectados, 200 µg/mL de PSA infectado e controle infectado. Foi observado ainda, que 

na concentração de 1000 µg/mL de azitromicina ou PSA, à medida que há redução do 

índice de proliferação, ocorre elevação na secreção de IL-2 (Fig. 6a).  

Vilos placentários não infectados e tratados com concentrações de 200 µg/mL 

(1208,0 pg/mg) e 1000 µg/mL (2884,9 pg/mg) de azitromicina produziram IL-6 

semelhante ao controle não infectado (4193,7 pg/mg), não apresentando variação 

significante na produção desta citocina. Entretanto durante a infecção com T. gondii, 

ocorreu redução na secreção de IL-6 no grupo controle infectado (1519,9 pg/mg, 

P<0.01), enquanto o tratamento com 200 µg/mL de azitromicina estimulou o aumento 

desta secreção (4366,9 pg/mg, P<0.01). Na condição sem infecção foi detectado 

aumento na secreção desta citocina mediante tratamento com 200 e 1000 µg/mL de PSA 
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(10281,2 e 6822,7 pg/mg, respectivamente) quando comparados aos vilos não tratados, 

sugerindo a interferência destas drogas no metabolismo do vilo (P<0.05). Contudo, 

durante a infecção com T. gondii e tratamento com PSA, os níveis de IL-6 foram 

similares ao controle. Concomitantemente, constatou-se a diminuição na produção de 

IL-6 coincidindo com a redução da proliferação de T. gondii nos vilos placentários para 

ambos os tratamentos (Fig. 6b). 

Os sobrenadantes de vilos placentários, infectados ou não com T. gondii, não 

apresentaram diferença significativa na produção de IFN-γ quando comparados aos 

controles, apenas com secreção em níveis basais desta citocina. Não houve alteração na 

secreção de IFN-γ apesar da redução no índice de proliferação de T. gondii (Fig. 6c). 

Os resultados referentes à secreção de IL-17A demonstraram que os vilo, 

infectados ou não pelo parasito, secretaram níveis de IL-17A estatisticamente 

semelhantes aos seus respectivos controles, incluindo as condições experimentais de 

tratamentos (Fig. 6d). Entretanto, os vilos placentários não infectados sob tratamento 

com 200 µg/mL de azitromicina (1,1 pg/mg), secretaram menos IL-17A quando 

comparados ao seu controle não tratado (18,2 pg/mg) (P<0.05). Assim, não houve 

alteração na secreção de IL-17A, apesar de ter havido redução do índice de proliferação 

de T. gondii. 

Os resultados obtidos para IL-4 foram inferiores ao limite de detecção em todas as 

condições analisadas (dados não mostrados).  
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5. Perfil da produção de estradiol, progesterona e hCG+β em vilos 

placentários 

 

Com o propósito de compreender possíveis alterações no perfil de produção 

hormonal durante o tratamento com azitromicina ou associação de PSA e infecção com 

T. gondii, foi realizada análise por eletroquimioluminescência da concentração de 

estradiol, progesterona e hCG+β no sobrenadante de cultura de vilos placentários. 

Os resultados obtidos mostraram similaridade no perfil de produção dos 

hormônios. Um aumento na secreção dos hormônios estradiol, progesterona e hCG+β 

foi observado no sobrenadante de vilos placentários infectados por T. gondii quando 

comparado com os respectivos controles. Entretanto, apesar do aumento de produção 

hormonal induzido pela presença de T. gondii, observou-se redução desta secreção à 

medida que os explantes foram tratados com os antibióticos. Este índice foi 

acompanhado pela redução no índice de proliferação de T. gondii, para os tratamentos 

com azitromicina e PSA (Fig. 7a-c). 

Para o grupo tratado com azitromicina, não foi observada diferença estatística 

com o controle não infectado (287,52 pg/mg). A exceção foi observada com a redução 

na produção de estradiol para o grupo tratado com 1000 µg/mL de azitromicina (150,1 

pg/mg). Durante a infecção houve redução na produção de estradiol, durante o 

tratamento com 200 e 1000 µg/mL de azitromicina (369,2 e 291,5 pg/mg, 

respectivamente) em relação ao controle infectado não tratado (512,2 pg/mg) (Fig. 7a). 

Para a progesterona os índices foram estatisticamente semelhantes, enquanto que para o 

hCG+β na presença de T. gondii, o tratamento com 1000 µg/mL de azitromicina (26,8 

mIU/mg) reduziu este índice quando comparado com o controle infectado não tratado 

(52,6 mIU/mg) (Fig. 7b-c).   
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No que se refere à produção de estradiol, os vilos placentários tratados com 1000 

µg/mL de PSA (525,2 pg/mg) apresentaram um significativo aumento na produção 

deste hormônio em relação ao controle não tratado (287,5 pg/mg) (P<0.001). Durante a 

dosagem de progesterona, o aumento na secreção foi observado para este mesmo grupo 

de tratamento (1000 µg/mL de PSA- 71,7 ng/mg. Controle não tratado – 34,6 ng/mg). 

No tratamento com PSA e durante a infecção por T. gondii, houve redução na secreção 

dos três hormônios: Para o estradiol, 200 e 1000 µg/mL (214,3 e 100,8 pg/mL, 

respectivamente) comparado com o controle infectado (512,2 pg/mL); para a 

progesterona 200 e 1000 µg/mL (28,8 e 12,8 ng/mL) em relação ao controle infectado 

(83,6 ng/mL); e para a produção de hCG+β, 200 e 1000 µg/mL (6,7 e 6,6 mIU/mg) 

comparado com o controle infectado (52,6 mIU/mg) (Fig. 7a-c).  

 

6. Produção de Nitrito 

 

Para verificar se os explantes placentários responderiam à infecção por T. gondii e 

à ação das drogas por meio da produção de óxido nítrico (NO), os sobrenadantes de 

cultura foram utilizados para mensuração de nitrito pelo método de Griess. Nenhuma 

produção de nitrito foi detectada nas condições experimentais (dados não mostrados). 

 

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

PSA reduziu a infecção em vilos placentários 

 

Para averiguar o efeito direto dos antibióticos (azitromicina ou PSA) sobre T. 

gondii, parasitos do clone RH 2F1 foram tratados previamente com diferentes 
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concentrações (50, 100, 200 e 1000 µg/mL) dos antibióticos, diluídos em meio de 

cultura, durante 1 hora a 37oC em estufa de CO2. Paralelamente, como controle do 

experimento, parasitos não submetidos ao tratamento permaneceram nas mesmas 

condições que os tratados. O tratamento prévio com azitromicina reduziu a proliferação 

de T. gondii em todas as concentrações (50 µg/mL – 15,8 x 104; 100 µg/mL – 12,7 x 

104; 200 µg/mL – 10,5 x 104; 1000 µg/mL – 8,4 x 104) sendo que o efeito foi 

estatisticamente diferente entre as diferentes concentrações da azitromicina (P<0.05). 

Com relação ao tratamento prévio com PSA, também foi observada uma diminuição na 

replicação do parasito em todas as concentrações (50 µg/mL – 14,2 x 104; 100 µg/mL – 

12,1 x 104; 200 µg/mL – 13,6 x 104; 1000 µg/mL – 11,7 x 104), quando comparado à 

condição sem tratamento (P<0.05). Os resultados sugerem a ação direta da droga sobre 

o parasito. Comparando-se os grupos de tratamento, foi observada diferença estatística 

entre o grupo tratado com 50 µg/mL de azitromicina e os grupos de 100 e 1000 µg/mL 

de PSA (P<0.05 e P<0.01, respectivamente) e o grupo tratado com 1000 µg/mL de 

azitromicina e os grupos de 50, 100 e 200 µg/mL de PSA (P<0.001, P<0.05 e P<0.01, 

respectivamente) (Fig. 8). 
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DISCUSSÃO 

 

O tratamento convencional da toxoplasmose em mulheres gestantes é baseado na 

administração de espiramicina ou na combinação de pirimetamina, sulfadiazina e ácido 

folínico em casos positivos de infecção fetal (Remington et al, 2001). No entanto, 

numerosos danos de toxicidade e efeitos teratogênicos são observados durante este 

tratamento (Chêne, Thiébaut, 2009). A pirimetamina é um antibiótico teratogênico, por 

ser antagonista do ácido fólico. Sua atuação inibe a síntese de enzimas que participam 

da via da síntese de folato, impedindo a duplicação do DNA celular, e, por isso, sua 

utilização durante o primeiro trimestre tem sido associada a um risco potencial de 

defeitos do tubo neural (Hernandez-Diaz et al, 2001). Além disso, apresenta efeitos 

tóxicos dose-dependente, produzindo danos tais como depressão da medula óssea, 

alterações cromossômicas e mutagenicidade, sendo que todos os pacientes tratados com 

pirimetamina necessitam de frequentes monitoramentos por hemograma (Hernandez-

Diaz et al, 2001; Vijayalaxmi, Vishalakshi, et al, 2000). Neste sentido, o estudo de 

medicamentos alternativos para o tratamento da toxoplasmose durante a gestação é 

necessário para estabelecer novas estratégias terapêuticas que minimizem os danos 

tóxicos, teratogênicos ou mutagênicos. Assim, o objetivo do presente trabalho foi 

avaliar o papel de azitromicina contra infecção por T. gondii em explantes placentários 

humanos de terceiro trimestre gestacional em comparação com a terapia tradicional 

(pirimetamina, sulfadiazina e ácido folínico - PSA).  

Inicialmente, para avaliarmos os índices de infecção e proliferação em nosso 

modelo experimental, optamos pela utilização do clone RH 2F1 de T. gondii. No 

entanto, com o intuito de verificar se a presença do gene da β-galactosidase bacteriana 

não modificaria as taxas de invasão e de proliferação, o clone RH 2F1 foi comparado 
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com a cepa RH não modificado de T. gondii. Em nosso modelo experimental 

observamos similares índices de invasão e proliferação de taquizoítos de T. gondii tanto 

de parasitos da cepa RH quanto do clone RH 2F1. Quando se trata de tecidos, a 

contagem visual direta da proliferação do parasito é prejudicada, por se tratar de uma 

estrutura tridimensional, onde o corte da amostra para obtenção de lâminas pode não 

acontecer no local onde o parasito se encontra. Assim, inúmeras técnicas podem ser 

utilizadas para a detecção da proliferação do parasito em tecidos, tais como ensaio de 

incorporação de uracil, PCR (Reação em cadeia da Polimerase), ou, ainda compostos 

radiomarcados (McFadden et al, 1997; Kul et al, 2012; Rahumatullah et al, 2012). 

Entretanto, o desenvolvimento de clones de T. gondii que expressam β-galactosidase 

bacteriana torna possível a utilização de simples ensaios colorimétricos para avaliar a 

proliferação do parasito e atividade de novos compostos quimioterapêuticos para 

tratamento da toxoplasmose (McFadden et al, 1997; Teo et al, 2007). 

No presente estudo avaliamos a atividade de liberação de LDH como medida 

indireta da viabilidade e citotoxicidade de vilos placentários infectados ou não por T. 

gondii, causada por diferentes doses de azitromicina ou da associação PSA. Os 

resultados obtidos demonstraram que ambos os antibióticos não causaram toxicidade 

significativa local quando a liberação de LDH foi aferida nos sobrenadantes das 

culturas, embora vilos placentários infectados por T. gondii e tratados com 5000 µg/mL 

de PSA apresentaram alto nível de LDH, demonstrando nível de citotoxicidade de 90% 

em relação ao controle lisado total (“High control”). Estes achados sugerem que a 

escolha de doses menos concentradas de PSA são desejáveis, uma vez que reações 

adversas são fortemente dependentes da dose dos antibióticos, tanto para pirimetamina 

quanto para sulfadiazina (Vijayalaxmi, Vishalakshi, 2000).  
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Após análise de citotoxicidade, a proliferação intracelular de T. gondii foi avaliada 

mediante tratamento com azitromicina ou PSA. Observou-se que a azitromicina reduziu 

a proliferação intracelular de T. gondii em ambas as concentrações (200 ou 1000 

µg/mL), assim como o tratamento com PSA. Assim definimos pelas doses de 200 e 

1000 µg/mL para azitromicina ou PSA. 

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram que células trofoblásticas da 

linhagem BeWo foram capazes de controlar a invasão e proliferação de T. gondii (cepa 

RH) quando tratados com azitromicina (Franco et al, 2011). Além disso, a azitromicina 

também apresentou papel protetor contra a cepa ME-49 de T. gondii no roedor Calomys 

callosus, uma vez que reduziu a transmissão vertical do parasito, sendo a infecção 

restrita aos tecidos placentários, sem evidência de infecção fetal (Costa et al, 2009). 

Além disso, o mesmo estudo demonstrou que o número de taquizoítas e bradizoítas de 

T. gondii diminuiu significativamente quando comparado com C. callosus não tratados 

ou tratados com PSA, mostrando que a azitromicina foi mais eficaz neste modelo 

experimental de estudo em relação à terapia convencional (Costa et al, 2009). 

Entretanto, em nosso modelo de vilos placentários humanos não foi verificada uma 

maior eficácia de azitromicina contra a infecção por T. gondii em comparação com 

tratamento com PSA. No entanto, apesar da azitromicina não ter apresentado maior 

efeito protetor contra T. gondii em relação ao tratamento convencional, a grande 

vantagem de azitromicina como droga alternativa reside no fato deste antibiótico não 

causar efeitos teratogênicos, podendo ser administrada de forma segura a qualquer 

momento dos três trimestres da gestação (Chico et al, 2008; Pereira et al 2011; Chico, 

Chandramohan, 2011). 

A azitromicina diminuiu a incidência do desenvolvimento de toxoplasmose ocular 

em fetos de C. callosus infectados por parasitos da cepa ME-49 de T. gondii (Lopes et 
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al, 2009), e, do mesmo modo, os tratamentos com azitromicina e a associação de 

pirimetamina e sulfadiazina também demonstraram a mesma capacidade para controlar 

a toxoplasmose ocular humana (Bosch-Driessen et al, 2002).  

O sucesso da infecção por T. gondii é dependente de um delicado balanço entre a 

resposta imunológica do hospedeiro, que tenta eliminar o parasito, e as estratégias de 

evasão ou imunomodulação desempenhadas pelo parasito. A capacidade da gestação de 

afetar o sistema imune, e, por outro lado, o sistema imune de afetar a gestação tem duas 

consequências para o parasito. Primeiro, a imunomodulação que ocorre durante a 

gestação pode favorecer a sobrevivência de muitos parasitos, os quais exigem uma 

resposta inflamatória do tipo Th1 para controlá-los. Durante a gestação, a expressão 

aumentada de citocinas de perfil Th2 pode favorecer a infecção placentária e fetal por T. 

gondii e consequentemente aumentar a susceptibilidade à toxoplasmose (Abou-Bacaret 

et al., 2004). Entretanto, se houver uma maior expressão de citocinas de perfil Th1, 

pode afetar adversamente a gestação, sendo prejudicial ao feto, sendo que muitas vezes 

resulta em abortamento (Denkers, 2010). Desta maneira, a existências destas duas 

situações (gestação/infecção) impõem ao organismo materno adaptações que devem 

convergir para um padrão de resposta imune, considerando a necessidade de se 

estabelecer uma gestação saudável e ao mesmo tempo proteção contra a infecção fetal 

(Abou-Bacaret et al., 2004).  

Vilos placentários não infectados e tratados com azitromicina mostraram 

aumentada secreção de TNF-α e reduzida produção de IL-17A. As citocinas de perfil 

Th1, tais como TNF-α, são produzidas durante infecção aguda por T. gondii, sendo 

referidas como sendo potencialmente deletérias para a concepção, por perturbar o 

equilíbrio imunológico materno-fetal. Alguns estudos sugerem que maiores distúrbios 

em gestação concomitante à infecção por T. gondii em camundongos C57BL/6 podem 
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estar associados a uma maior resposta inflamatória que conduz a apoptose celular e 

necrose dos sítios de implantação em comparação com a linhagem BALB/c (Coutinho 

et al, 2012).  

Na presente investigação, a infecção por T. gondii e o tratamento com 

azitromicina induziram aumento de IL-6 (200 µg/mL) e de IL-2 (1000 µg/mL) e, estes 

resultados, foram associados com a redução da proliferação intracelular de T. gondii no 

modelo experimental utilizado. A expressão de IL-6 na interface materno-fetal parece 

ser crucial para a migração e invasão do trofoblasto no endométrio (Meisser et al., 

1999). IL-6 participa da indução da liberação de hormônios, como a gonadotrofina 

coriônica humana (βhCG) em células BeWo (Tsukihara et al., 2004) e em outros 

modelos de trofoblasto humano (Li et al., 1992). O aumento dos níveis de IL-6 está 

envolvido em alguns aspectos da patogênese da pré-eclampsia, demonstrando a 

importância de IL-6 na interface materno-fetal (Uchide et al, 2012). IL-2 faz parte de 

um grupo de citocinas potencialmente inflamatórias, secretadas por linfócitos T CD4+ 

(Silva; Langoni, 2009), que atuam no recrutamento de novos linfócitos T CD4+, 

promovendo a ativação de células TCD8+ ou células citolíticas, que produzem enzimas 

proteolíticas – granzimas e perforinas, capazes de romper a membrana de parasitos 

livres ou células infectadas pelo mesmo (Subauste; Koniaris; Remington, 1991).  

Em nossos resultados, vilos placentários não infectados e tratados com 

azitromicina mostraram, ainda, reduzida produção de IL-17A. A citocina IL-17 e suas 

células secretoras foram envolvidas no desenvolvimento de muitas doenças infecciosas, 

como a causada por T. gondii e outros parasitos. Um estudo recente demonstrou a 

relação de células Th17 na inflamação do sistema nervoso central (Kelly et al, 2005). 

Em gestação saudável, o número de células Th17 na decidua é significativamente 

elevada quando comparada com a do sangue periférico, sugerindo que a transmigração 
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celular de Th17 pode ser importante para uma gestação de sucesso (Crome, Wang, 

Levings, 2010; Zhang et al, 2012)  

Em nossos resultados, o tratamento com PSA aumentou a produção de IL-6 e 

diminuiu TNF-α; com a infecção houve aumento da produção de IL-12 e redução de IL-

10. Respostas imunes anti-inflamatórias mantém a tolerância durante a gestação por 

secreção de IL-10 e TGF-β (Zhang et al, 2012). Estudos do nosso grupo mostraram que 

o efeito de IL-10 em células trofoblásticas BeWo infectadas por T. gondii, aumenta 

significativamente a invasão e proliferação intracelular do parasito em células BeWo 

infectadas (Barbosa et al, 2008). Nossos estudos ainda mostraram que azitromicina 

induziu maior produção do fator inibidor da migração de macrófagos (MIF), TNF-α e 

IFN-γ em células trofoblásticas BeWo infectadas ou não por T. gondii (Franco et al., 

2011).  

A eficácia clínica da azitromicina foi melhor que a doxiciclina no tratamento da 

infecção por Clamidia trachomatis em mulheres com complicação como a infertilidade. 

Os autores demonstraram que após tratamento com azitromicina houve inibição de 

citocinas como IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-α em cultura de células mononucleares 

cervicais de mulheres férteis ou inférteis e com infecção primária ou recorrente por C. 

Trachomatis (Srivastava et al, 2012). No trabalho citado, assim como em nossos 

resultados, não houve detecção dos níveis de IL-4 no sobrenadante de cultura.  

Em relação à produção das citocinas IL-12, TGF-β1, IL-10 e IFN-γ, nossos 

resultados demonstraram que não houve variação significativa com o tratamento 

azitromicina, sugerindo que o medicamento interfere no mecanismo vital do T. gondii, 

sem afetar significativamente a secreção de citocinas por vilos placentários.  

As alterações hormonais e imunológicas que ocorrem ao longo do período 

gestacional são necessárias para conduzir uma gestação saudável, porém afetam 



70 
 

 

drasticamente a susceptibilidade feminina a doenças autoimunes e infecciosas (Miyaura, 

Iwata 2002). Enquanto muitos estudos relatam mudanças na patogênese de doenças 

autoimunes e infecciosas por fatores imunológicos ao longo da gravidez, poucos 

estudos consideram o papel que os hormônios desempenham na modulação dessas 

alterações imunológicas (Robinson, Klein, 2012). Quanto relacionamos a produção 

hormonal, observamos que a simples presença de T. gondii aumentou a produção de 

estradiol, progesterona e hCG. Na gestação observa-se modificações no balanço da 

resposta imunológica importantes para evitar a rejeição ao feto semi-alográfico 

(Miyaura, Iwata 2002). A progesterona estimula um perfil anti-inflamatório durante a 

gestação, coincidindo com a melhora dos sintomas de doenças como, esclerose 

múltipla, artrite reumatoide e psoríase, típicas doenças de perfil pró-inflamatório; 

enquanto o lúpus eritematoso sistêmico, uma doença de perfil tipicamente anti-

inflamatório, tende a agravar os sintomas durante a gestação (Wilder, l998; Ostensen, 

1999).  

Nossos resultados mostram aumento na produção hormonal induzido pela 

presença de T. gondii mas, também, redução na secreção de estradiol, progesterona e 

hCG à medida que os explantes foram tratados com os antibióticos, coincidindo com o 

controle da proliferação do parasito. Em algumas doenças infecciosas já foi descrito que 

a progesterona e glicocorticoides estão associados com a diminuição da resistência de 

camundongos a leishmaniose (Krishnan, et al., 1996), toxoplasmose (Luft, Remington, 

1982) e malária (Menendez, 1995). Em camundongos, o estradiol está associado com o 

aumento da morbidade destes animais à toxoplasmose, enquanto a gonadectomia reduz 

esta patogenia (Robinson, Klein, 2012). A alta concentração de progesterona também 

aumenta a susceptibilidade a T. gondii durante a gestação, por suprimir a produção de 

IL-12 e IFN-γ (Jones et al, 2010). O hormônio hCG, secretado pelo blastocisto 
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imediatamente após a fecundação, apresenta capacidade de inibir a imunidade materna 

contra os antígenos paternos ao estimular a migração de células T reguladoras para o 

útero durante a gestação (Bansal et al, 2012). Desta maneira, o hCG promove a 

regulação da relação imune materno-fetal ao intervir no desenvolvimento de tolerância 

imunológica local (Zhang et al, 2012). Além disso, regula o sistema de apoptose via 

Fas/Fas-ligante e é responsável, inclusive, por diferentes eventos da gestação como a 

manutenção do corpo lúteo, estímulo para produção de progesterona, controle da 

diferenciação do trofoblasto e angiogênese uterina (Tsampalas et al, 2010).  

Assim, é razoável supor que os antibióticos aqui utilizados puderam ter seus 

efeitos microbicidas potencializados por terem também reduzido a produção hormonal 

pelos vilos placentários. 

Óxido Nítrico (NO) funciona em diversos tipos celulares como um importante 

fator de inibição do crescimento de T. gondii. Apesar disso, constatamos que explantes 

placentários infectados com T. gondii e/ou tratados com azitromicina e PSA não 

produziram nitrito (dados não mostrados). Resultados semelhantes foram descritos por 

outros estudos. Oliveira e colaboradores (2005) e Pffaf e colaboradores (2005) 

trabalhando com células BeWo infectadas com T. gondii e Ferro e colaboradores (2008) 

com explantes placentários de primeiro trimestre, demonstraram não haver produção de 

NO nos modelos estudados.  

Nossos resultados sugerem que a azitromicina e PSA agem diretamente sobre o T. 

gondii, inibindo a proliferação do parasito no interior dos vilos placentários humanos. 

Entretanto o mecanismo de controle do parasito ainda não foi totalmente compreendido. 

Parasitos do filo apicomplexa incluindo Plasmodium, Toxoplasma, Eimeria, Babesia, 

Theileria, Sarcocystis e Hepatozoon possuem um plastídeo, denominado apicoplasto, 

que recentemente foi reconhecido como um sítio alvo de ligação de determinadas 
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drogas e herbicidas que apresentam ação antiparasítica (Fichera, Roos, 1997; Müller, 

Hemphill, 2011). Curiosamente, o bloqueio das atividades do plastídeo não costuma 

resultar em morte imediata do parasito, em T. gondii, por exemplo, a atividade 

parasiticida dos inibidores de plastos só é detectada quando taquizoítas tentam 

estabelecer a infecção no interior de uma nova célula hospedeira (McFadden, Roos, 

1999). A azitromicina, um análogo semi-sintético da eritromicina, tem como alvo a 

subunidade 70 S do ribossomo do complexo apical, em microorganismos sucetíveis 

como P. falciparum e P. vivax (Chico, Chandramohan, 2011). Foi verificado 

anteriormente que, in vitro, o potencial da azitromicina como um inibidor de RNAm, é 

maior contra a descendência de parasitos que herdam um apicoplasto não funcional pela 

exposição da droga. Cria-se, assim, um efeito de morte retardada, pela formação de uma 

segunda geração de parasitos incapazes de estabelecer vacúolos parasitóforos (Dahl, 

Rosenthal, 2008; Chico et al, 2008; Wu et al, 2009).  

A azitromicina é um macrolídeo de nova geração com numerosas vantagens, tais 

como melhor farmacocinética e maior concentração no tecido se comparado à 

pirimetamina, menor incidência de efeitos secundários, incluindo a de menor 

hepatotoxicidade, e administração necessária apenas de uma vez por dia (Salman et al, 

2010). O tratamento com azitromicina in vivo, demonstrou eficácia contra o P. 

falciparum em humanos, por reduzir a febre em 28% dos indivíduos infectados (Chico 

et al, 2008). Esses efeitos foram melhores evidenciados quando a azitromicina foi 

coadministrada em combinação com cloroquina contra P. falciparum, sendo a 

parasitemia minimizada no 7º dia de infecção em 97% dos pacientes, sem nenhuma 

recrudescência, sugerindo que a azitromicina foi mais protetora quando associada com 

outras drogas (Chico et al, 2008). A azitromicina também apresentou efeitos protetores 

contra doenças sexualmente transmissíveis durante a gravidez, como infecções 
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provocadas por Treponema pallidum, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis e 

Chlamydia trachomatis (Chico, Chandramohan, 2011; Srivastava et al, 2012). Além 

disso, azitromicina demonstrou eficácia contra outras infecções, como a babesiose (Raju 

et al, 2007), Neospora caninum (Lindsay et al, 1994), a Leishmania (Leishmania) 

amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (L. Chagasi) (Oliveira-

Silva et al, 2008). Entretanto, são necessários mais estudos para validar o real papel do 

plastídeo enquanto alvo para drogas parasiticidas - mas já está claro que esta área tem a 

promessa considerável como projeto racional para avaliação da ação de novos 

medicamentos.  

Em conjunto, os nossos dados demonstraram que azitromicina é capaz de 

controlar a infecção por T. gondii em explantes placentários humanos de terceiro 

trimestre, atuando diretamente na proliferação do parasito. Os nossos resultados 

sugerem a azitromicina como uma droga alternativa para o tratamento da toxoplasmose 

congênita, ampliando as estratégias terapêuticas utilizadas para controlar o parasito na 

interface materno fetal. 
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Figura 1: Comparação da capacidade de infecção e proliferação entre a cepa RH e clone RH 2F1 de T. 

gondii. Células BeWo (1x105) foram cultivadas em lamínulas por 24 horas, em placas de 24 poços, 

infectadas com parasitos (5x105 parasito/poço/200µL) e mantidas por 24 horas adicionais. As lamínulas 

foram lavadas, fixadas, coradas com azul de toluidina e analisadas por microscopia de luz para observação 

dos parâmetros de infecção (média e porcentagem do número de parasitos por células em 100 células 

infectadas) (a e b) e replicação intracelular do parasito (número de parasitos por célula infectada) (c). Os 

dados estão expressos em média ± SEM e são representativos de três experimentos independentes em 

triplicata. (teste t de Student, p < 0,05). 

 

 

  



75 
 

 

Figura 1 

RH RH 2F1
0

100

200

300

400

500

600

a.

nº
 t

ot
al

 d
e 

pa
ra

si
to

s

RH RH 2F1
0

25

50

75

100

b.

%
 c

él
ul

as
 in

fe
ct

ad
as

RH RH 2F1
0

2

4

6

c.

nº
 p

ar
as

ito
s/

cé
lu

la

 



 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Detecção da toxicidade tecidual dos vilos placentários após tratamento com azitromicina ou 

associação PSA e infecção ou não por T. gondii. Os vilos placentários foram cultivados em placas de 96 

poços a 37 °C e 5% de CO2, com ou sem infecção (1x106 taquizoítas por poço) com o clone RH 2F1 de T. 

gondii. Após 48 horas, os vilos foram tratados com concentrações crescentes de azitromicina (c) ou PSA (d) 

por adicionais 24 horas. A atividade de LDH foi mensurada usando-se o Kit LDH liquiform e expressa em 

U/mL ou em quantidades relativas de LDH em relação a lise completa de vilos obtida com Triton X-100 a 

0,2% (“High control”). Vilos placentários não tratados e não infectados (“ low control”) ou infectados 

(“controle+Tg”) foram utilizados como controles dos experimentos (a). Cinética das diferentes 

concentrações de drogas, com ou sem infecção, demonstrando a toxicidade celular em porcentagem relativa 

à lise completa dos vilos pelo Triton X-100 (100%) (b). Testes One-Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni 

e expressos como média ± SEM de três experimentos independentes realizados em triplicata. (*) Diferença 

em relação ao controle não infectado. (#) Diferença com o controle infectado. (ϕ) Diferença entre grupo 

infectado e não infectado.  

Para três símbolos, P<0,001. Para dois símbolos, P<0,01. Para um símbolo, P<0,05. 
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Figura 3: Índice de proliferação do clone RH 2F1 de T. gondii em vilos placentários, tratados com 

azitomicina ou PSA nas concentrações de 200 e 1000 µg/mL. As vilosidades de terceiro trimestre foram 

coletadas e cultivadas número de células em placas de 96 poços e após 24 horas foram infectadas com 1x106 

taquizoítas de T. gondii/poço. Depois de 48 horas foram tratadas com azitromicina ou a associação de drogas 

(PSA) e mantidas por 24 horas em condições de cultura. Os explantes foram então submetidos ao ensaio de 

proliferação de T. gondii através da reação de β-galactosidade. Os dados expressam a média ± SEM de cinco 

experimentos independentes em triplicata. O teste estatístico utilizado foi One-Way ANOVA com pós teste 

de Bonferroni. (*) Comparação com o controle infectado e não tratado. P<0,05. 
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Figura 4: Detecção de T. gondii por imuno-histoquímica em vilosidades placentárias. As vilosidades de 

terceiro trimestre foram coletadas e cultivadas em placas de 96 poços e após 24 horas foram infectadas com 

1x106 taquizoítas de T. gondii /poço. Depois de 72 horas foram tratadas com as azitromicina ou associação 

de drogas e mantidas por 24 horas em condições de cultura. Em seguida, os vilos foram lavados, fixados, 

corados com azul de toluidina e analisados em relação à imunomarcação e morfologia. Fotomicrografias 

representativas de vilos não infectados (a), vilos infectados por T. gondii e não tratados (b), vilos infectados 

e tratados com associação de PSA (c) e vilos tratados com azitromicina, ambos na concentração de 1000 

µg/mL (d). As setas demonstram a imunomarcação de T. gondii. Contra-coloração por hematoxilina de 

Harris. Barras: 10µm. As imagens foram capturadas pelo fotomicroscópio DM500 (Leica Microsystems, 

Aotec Instrumentos Científicos, São Paulo, SP, Brasil). 
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Figura 5: Detecção de citocinas IL-12 (a), TNF-α (b), IL-10 (c) e TGF-β1 (d) em vilos placentários 

infectados ou não com T. gondii e tratadas com azitromicina ou PSA. Os explantes placentários foram 

coletados, infectados ou não com T. gondii (1x 106 taquizoítas/poço) e tratados com a azitromicina ou PSA 

em concentrações de 200 e 1000 µg/mL. Os sobrenadantes foram coletados e submetidos à técnica ELISA 

para detecção das citocinas e normalizados com o total de proteínas, sendo os resultados expressos em 

pg/mg. A curva (-●-) demonstra a variação da proliferação intracelular de T. gondii com relação ao 

tratamento, correlacionando com a variação na produção de citocinas. (*) Diferença com o controle não 

infectado. (#) Diferença com o controle infectado. (ϕ) Diferença intergrupos. Todos os dados foram 

analisados por One-Way ANOVA com pós-teste de Bonferroni e expressos como média ± SEM de oito 

experimentos independentes realizados em triplicata. Para três símbolos, P<0,001. Para dois símbolos, 

P<0,01. Para um símbolo, P<0,05. 
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Figura 6: Detecção de citocinas IL-2 (a), IL-6 (b), IFN-γ (c) e IL-17A (d) em explantes placentários 

infectados ou não com T. gondii e tratadas com azitromicina ou PSA. Os vilos foram coletados, infectados 

ou não com T. gondii (1x 106 taquizoítas/ poço) e tratados com a azitromicina ou PSA em concentrações de 

200 e 1000 µg/mL. Os sobrenadantes foram coletados e submetidos a análise por técnica CBA para detecção 

das citocinas e normalizados com o total de proteínas, sendo os resultados expressos em pg/mg. A curva     

(-●-) demonstra a variação da proliferação intracelular de T. gondii em relação ao tratamento e 

correlacionando com a variação na produção de citocinas. (*) Diferença com o controle não infectado. (#) 

Diferença com o controle infectado. (ϕ) Diferença intergrupos. Todos os dados foram analisados por One-

Way ANOVA com pós-teste de Bonferroni e expressos como média ± SEM de oito experimentos 

independentes realizados em triplicata. Para três símbolos, P<0,001. Para dois símbolos, P<0,01. Para um 

símbolo, P<0,05. 
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Figura 7: Detecção de hormônios estradiol (a), progesterona (b) e hCG+β (c) em vilos placentários 

infectados ou não e tratados com azitromicina ou PSA. Os explantes placentários foram coletados, 

infectados ou não por T. gondii (1x 106 taquizoítas/ poço) e tratados com azitromicina ou PSA em 

concentrações de 200 e 1000 µg/mL. Os sobrenadantes foram coletados e submetidos a análise por 

eletroquimioluminescência usando sistema automatizado Cobas E-411, com Kit Roche® para detecção de 

hormônios. Além disso, foram normalizados com o total de proteínas dos vilos, sendo os resultados 

expressos em pg/mg, ng/mg e mIU/mg, respectivamente. A curva (-●-) demonstra a variação da proliferação 

intracelular de T. gondii em relação ao tratamento e correlacionando com a variação na produção de 

hormônios. (*) Diferença com o controle não infectado. (#) Diferença com o controle infectado. (ϕ) 

Diferença intergrupos. Todos os dados foram analisados por One-Way ANOVA com pós-teste de 

Bonferroni e expressos como média ± SEM de oito experimentos independentes realizados em triplicata. 

Para três símbolos, P<0,001. Para dois símbolos, P<0,01. Para um símbolo, P<0,05. 
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Figura 8: Tratamento prévio de taquizoítas do clone RH 2F1 de T. gondii com antibióticos azitromicina ou 

PSA nas concentrações de 50, 100, 200 e 1000 µg/mL. Taquizoítas do clone RH 2F1 de T. gondii (5x 106) 

foram coletados e tratados durante 1 hora com diferentes concentrações dos antibióticos em estufa de CO2 a 

37oC. Posteriormente, foram utilizados para infectar os vilos placentários e estes foram mantidos por mais 

72 horas em condições de cultura. Os explantes foram então submetidos ao ensaio de proliferação de T. 

gondii através da reação de β-galactosidade, e comparados com os vilos infectados e não tratados. Os dados 

expressam a média ± SEM representativa de três experimentos independentes em quintuplicata. As múltiplas 

comparações foram realizadas por One-Way ANOVA com pós teste de Bonferroni. (*) Comparação com o 

controle infectado não tratado. (#) Comparação entre grupos tratados. (a, b, c, d) Comparação intergrupos. 

Para três símbolos, P<0,001. Para dois símbolos, P<0,01. Para um símbolo, P<0,05. 
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CONCLUSÕES 

 

• O tratamento com azitromicina ou PSA não causaram toxicidade significativa nas 

concentrações de 200 ou 1000 µg/ml; 

• O tratamento dos vilos placentários humanos com o macrolídeo azitromicina ou PSA 

são capazes de controlar a infecção e proliferação de T. gondii; 

• Vilos placentários humanos submetidos aos tratamentos com azitromicina ou 

associação de fármacos (PSA) não apresentaram alterações morfológicas; 

• A azitromicina modula a secreção de citocinas pró e anti-inflamatórias, estando 

relacionada com aumento na secreção de TNF-α e redução de IL-17A por vilos 

placentários humanos. Na presença de T. gondii a azitromicina na concentração de 200 

µm/mL induziu maior produção de IL-6 comparado com vilos infectados não tratados, 

enquanto na concentração de 1000 µm/mL houve maior produção de IL-2; 

• Tratamento com PSA aumentou a produção de IL-6 e diminuiu TNF-α, e com a 

infecção induziu aumento da produção de IL-12 e redução de IL-10;  

• T. gondii estimulou a secreção de hormônios progesterona, estradiol e hCG+β 

enquanto que o antibiótico azitromicina regulou negativamente a produção de 

hormônios e a proliferação do parasito, No tratamento com PSA e durante a infecção 

por T. gondii houve redução na secreção dos três hormônios; 

• Não houve detecção de produção de nitrito nos sobrenantes analisados; 

• Azitromicina diminuiu a proliferação de T. gondii, demonstrando ação microbicida 

direta do fármaco. 
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ANEXO II 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Você está sendo convidada para participar da pesquisa chamada “Ação da 

azitromicina em vilos placentários humanos infectados por Toxoplasma gondii: um 

modelo experimental de tratamento da toxoplasmose congênita”, sob 

responsabilidade dos pesquisadores: Dra Eloisa Amália Vieira Ferro, Dr José Roberto 

Mineo, Letícia de Souza Castro Filice e a médica obstetra Dra Maria Célia dos Santos. 

Nesta pesquisa estamos buscando entender como ocorre a infecção do parasito 

Toxoplasma gondii durante a gravidez.  

Na sua participação você fornecerá a placenta resultante do parto, sabendo que a 

coleta deste material não trará prejuízos para sua saúde ou para a saúde de seu filho, 

uma vez que este material será normalmente expulso pelo seu organismo após o parto, 

e, então será coletada pela médica Dra Maria Célia e será entregue a Letícia para 

conduzir a pesquisa. Caso a placenta não fosse utilizada para esta pesquisa seria 

descartada após o parto. Além disso, você permitirá que os pesquisadores tenham livre 

acesso à sua ficha médica para sabermos se você possui toxoplasmose. A pesquisa trará 

futuros benefícios para mães e filhos com toxoplasmose. 

Em nenhum momento você será identificada. Os resultados da pesquisa serão 

publicados e, ainda assim a sua identidade será preservada.  

Você não terá nenhum ônus e ganho financeiro por participar na pesquisa.  

A senhora é livre para parar de participar a qualquer momento sem nenhum prejuízo 

para senhora ou para seu filho.  

Uma cópia deste Termo livre e Esclarecido ficará com a senhora.  

Qualquer dúvida a respeito da pesquisa a senhora poderá entrar em contato com os 

pesquisadores ou com o Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de 

Uberlândia: 
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Letícia de Souza Castro Filice 
Laboratório de Histologia – ICBIM 

Universidade Federal de Uberlândia 
Campus Umuarama – Bloco 2B 

Telefone/Fax: 3218-2240 

Eloisa Amália Vieira Ferro 
Laboratório Histologia – ICBIM 

Universidade Federal de Uberlândia 
Campus Umuarama – Bloco 2B 

Telefone/Fax: 3218-2240 

José Roberto Mineo 
Laboratório de Imunoparasitologia 

Universidade Federal de Uberlândia 
Campus Umuarama - Bloco 4C 

Telefone: 3218-2195/ Fax: 3218-2333 

Comitê de Ética em Pesquisa 
Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós-Graduação 

Universidade Federal de Uberlândia 
Campus Santa Mônica – Bloco “J” 

Telefone: 3239-4531 

 

 

Uberlândia, ____de _____________de 2009 
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Assinatura do pesquisador 
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