r UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
U Instituto de Ciéncias Biomédicas

Programa de Pds-Graduagao em Imunologia e Parasitologia Aplicadas

Ac¢ao de azitromicina, espiramicina e da associa¢ao de
sulfadiazina e pirimetamina na infecg¢ao por cepas atipicas (Udil-CHO5 e
Udi2-CHO05) de Toxoplasma gondii em células trofoblasticas humanas
(linhagem BeWo)

Mayara Ribeiro

Uberlandia
2013



r UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
u Instituto de Ciéncias Biomédicas

Programa de Pds-Graduagao em Imunologia e Parasitologia Aplicadas

Ac¢ao de azitromicina, espiramicina e da associa¢ao de
sulfadiazina e pirimetamina na infecg¢ao por cepas atipicas (Udil-CHO5 e
Udi2-CHO05) de Toxoplasma gondii em células trofoblasticas humanas
(linhagem BeWo)

Dissertacao apresentada ao Colegiado
do Programa de Pds-Graduagcao em
Imunologia e Parasitologia Aplicadas
como requisito parcial a obtencdao do
titulo de Mestre.

Mayara Ribeiro

Orientadora: Profa. Dra. Eloisa Amalia Vieira Ferro
Co-orientador: Prof. Dr. José Roberto Mineo

Uberlandia
2013



Dados Internacionais de Catalogacao na Publica¢do (CIP)

Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

R484a
Ribeiro, Mayara, 1987-

2013
Acdo de azitromicina, espiramicina e da associacdo de sulfadia-
zina e pirimetamina na infecgao por cepas atipicas (Udil-CHOS e
Udi2-CHO5) de Toxoplasma gondii em células trofoblasticas hu-

manas (linhagem BeWo) / Mayara Ribeiro. -- 2013.

63 f.

Orientadora: Eloisa Amalia Vieira Ferro.

Coorientador: José Roberto Mineo.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de Pds-Graduagdo em Imunologia e Parasitologia Apli-
cadas.

Inclui bibliografia.

1. Parasitologia - Teses. 2. Azitromicina - Teses. 3. Citocinas -
Teses. 4. Toxoplasma gondii - Teses. 5. Toxoplasmose congénita -
Teses. I. Ferro, Eloisa Amalia Vieira. Il. Mineo, José Roberto.lll.
Universidade Federal de Uberlandia. Programa de Pds-Graduacdo
em Imunologia e Parasitologia Aplicadas. IV. Titulo.

CDU:576.8




Dedicaldria

Dedico-mads estor conquistan da minhar vida a meuws pacis;
Maria Aparecida Ribecro-e Nido-Nascimenio-Ribeiro; amew
omdo-Fernando- Divino- Ribecro-e minhas primas Rafaela
Stlva Feres e Mondgue Silvar Féres: 7Todos vocés me ajudaram na
minha caminhaday com oracoes; conselhos ow somenide com
U SO77E50; M QU fOroaun essenciais bowa ew CoNseguuir
passar por todos oy obsticuloy e alcancar o sucesso- no-funal.

Obrigada por tudo

Amo-vocés!



Agradecimentos

A Deuy por me dar paciéncia, forca e sabedoria pawaw superow as

A minha orientadora, Profw. Dra. Eloisa, por ter me dado
oportunidade de trabalhar no- sew laboratdrio- e ter me evsinado-
varias coisas que serdo- importantes paraw minho vida. Obrigada
por ter me proporcionado mais essa conquistv na minha vida
academica.

A mew co-orientador, Prof: Dr. José Roberto; por ter cedido- as cepas
de 7. gondice colaborado com este trabalho-

A Priscilay, que se tornow wma grande amigu e que me ajudow
bastante nesse periodo- da minha vida. Esse trabalho- ndo- seriav
posswvel sem av suaw ajudar parar manter oy parasitos naw culburar e sen
suas consideracdes. Obrigada.

A Janice, minha amiga querida, que sempre esteve presente, tonto-

nas alegrias quanto- nas tristezas. Obrigada por fager porte do
minha vidov. Vocé com certega me ajudow av ser umaw pessoar melhor.

Ay minhay queridas companheiray e amigas: Alessandray, Andressa,
Angélica, Bellisa, Celene; Mariana, Leticia, Pamela e Rafaela vocés
sdlo- anjoy que apareceramm nav minha. Obrigada pela ajuda; pelas
stimas covwersas que tivemos; peloy conselhoy e apoio- durante esse
tempo- Sei que sempre vouw poder contow com vocés:

As minhay amigas Chwistione, Daniellay, Flaviay, Laiy e Thais que me
acompanhauwn desde a graduacdo. Mesmo- ndo-encontrando- sempre;

sei que vocés sempre torcenmv pov mimw e sempre que precisei voces
estovoun Lv pawrow me ouwviv. Amo- vocés.

A toda minha famiiov que sempre me apoiow e me compreende.

Ao pessoald dav Histologio: Rosiane , Estér, Loyane;, Mdrio; Rémulo;
Layane, Fabricio; Eliete, Juscélin. Obrigado pela covwivénciaw e
palavras amigas.

A CAPES, FAPEMIG e CNPq, pelo- apoio-financeiro:



't lowcwraw odiow todas as rosas porque wma te espeto.
Entregowr todos oy tews sonhos porque um deles nio- se realigow.
Perder avfé em todas as ovacsdes porque em uma néo-foi
atendida. Desistir de todoy oy esforcos porque wmn deles
fracassow.

t loucuwraw descrer de todo- amor porque uw deles te foi infiel.
t loucuwrow jogowr fora todas as chances de ser felig porque wmav
tentativaw ndo- dew certo:-

Espero- que navtua caminhada ndo- cometos estas louciras.
Lembrando- que sempre ha wmaw outrow chance; wmn outio-
aUMor, NG NOVaL forca.

Pora todo-fim, wm recomeco-'.

Antoine de Saint-Exupéry



SUMARIO
RESUIMO ...ttt s sssssssssss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s ssssssssssnnns 8
Y= Y 13V 9
L.INTRODUGAOD .....ccuveeuieeeeeeereeeseessesessesssesssesssesssssseessesssessssesssessssssssssesssessssssesssses 10
1.1.Toxoplasma gondii e a interacdo parasito hoSPedeiro .......ccceeevevecvvveeeeeeeeenennnns 10
1.2.Estagios infectantes € CiClo de Vida ........coovveiurieeiieiiiiiiiiieeee e 11
1.3.Linhagens clonais de T. GONGii ........uueeevieieeiicciiieeiiei et e s 14
1.4.Resposta iMUNE @ T. GONGli.....cc.uuueiieiuiiiiiiiiiii ettt e e e 15
1.5.Células trofoblasticas e resposta imune Na gestagado.....cccecvveeivriveeeeniieeee e, 17
1.6.Tratamento da tOXOPIASMOSE. .......uvveeeiiiiiiiiiirieeeeee et e e eeserrreee e e e e e e seanes 19
2JUSTIFICATIVA ... s s s s s 22
BLOBIETIVOS.... ittt s e s s s s s s s s 23
3.1.0DJETIVO BEIAl i rae e e e e 23
3.2.0bjetiVOSs ESPECITICOS ...vviiiiiiiiiieiiiiee ettt s s e e s aae e e e e 23
4. MATERIAL E METODOS .....cveetetrueeersersesseseessessessessessssssessessesssssesssssessessasessssssses 24
4.1. Manutencdo de células BeWo em CUltUra........ccoovvvurvreeiiiiiiiiiiieeeeee e, 24
4.2.Manutencao das cepas de T. GONIi ......cccuueeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e 24
4.3 MEAICAMENTOS ..ttt ettt et ettt e st e s bt e e s b e e snee e sanee e e 25
4.4.Ensaio de viabilidade celular ..o 25
4.5.Infeccdo e tratamento de Células BEWO .....ccccvviviiiiieiiiniiieecceee e 26
4.6.Tratamento dOS ParasitoS....cccceeeeiiieiiieieieee e e s e e e e s 26
4.7.Dosagem de citocinas POr ELISA ......ccooeeeeeei e 27
4.8.ANALISE @STAISTICA ..eeiiuriiiiie et 27
B.RESULTADOS ...ttt sessssssssssss s s e s s s s s s s s s s s s s s s s asnnn sasaas 28
5.1. Altas concentragdes dos medicamentos foram toxicas para as células ............ 28

5.2.Azitromicina reduziu os indices de infeccdo e replicacdo intracelular de cepas
atiPiCcas NAS CEIUIAS BEWO........coouuiriiiiiee ettt ererreee e e e e e s e esabarereeeeeeas 28

5.3.Parasitos previamente tratados com azitromicina apresentaram menor indice de
infecgao e replicagdo intracelular em células BEWO .......ccoocuveviiiiiiiiiiniiieee e 30

5.4.Producdo de citocinas em células BeWo infectadas e tratadas..........ccccvveeeeeeen. 31



B.DISCUSSAD......cceeteuerreerrertesesestesessessesessssessesessesessssessssessesensesensssensesessesennsssessens 33
T.CONCLUSOES........oecueeueeeeeeeteeeeseeesesseessessesesssssessesssesasssessessessssssansessassessessnsanes 39
FIGURAS .......veteeeueesestestesesseessessessessesessessessessesessesssessessessesessensesssssssessensssssesessensenes 40
TABELAS........cveueteteetesestesestessesesessesessesessesesssesesssnsesensssensssessesensensssenenssssessesesssnens 46
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cccererrerrrrtriesensessnssessssessessessssssssssessesssssssessenes 49
ANEXOS ....oovenrrrerrreneesesteestessessesessesessesessesessssessesssstesensssesssessesessensssesenssssessesessesens 62
.Y 2 o 1 RO 63

Y ] =3 I | PN 64



RESUMO

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatdrio capaz de infectar
varios tipos celulares. O parasito possui trés linhagens clonais ja estabelecidas,
entretanto, ha uma grande variedade de cepas atipicas principalmente em paises da
América do Sul e Africa. A infec¢do por T. gondii durante a gestacdo pode levar a
passagem transplacentdria do parasito, prejudicando o desenvolvimento do feto ou
provocando o aborto. Os medicamentos utilizados no tratamento da toxoplasmose
congénita possuem limitacGes devido aos seus efeitos colaterais e resisténcia dos
parasitos, por isso ha necessidade de estudar novos medicamentos. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar comparativamente a susceptibilidade das células
BeWo frente a infeccdo pelas cepas Udil-CHO5 ou Udi2-CHO5 de T. gondii e o efeito
dos medicamentos azitromicina, espiramicina ou da associagdo sulfadiazina e
pirimetamina nas células infectadas por essas cepas. Células BeWo foram tratadas com
concentragdes crescentes dos medicamentos para avaliar a viabilidade celular pelo
ensaio de MTT (tetrazdlio de metiltiazol). Concentragdes a partir de 400 pg/ml dos
medicamentos diminuiram a viabilidade celular. Os parasitos da cepa Udil-CHO5
infectaram mais células do que os parasitos da cepa Udi2-CHO5. Além disso, os indices
de infeccdo e replicacdo intracelular de ambas as cepas foram reduzidos apds o
tratamento com azitromicina. A maior susceptibilidade das células BeWo a infeccdo
pela cepa Udil-CHO5 pode estar relacionada com a diminuigdo da produgao de TNF-a.
Além disso, a redugdo do parasitismo dessa cepa pelos medicamentos, nao esta
relacionada com as citocinas analisadas, mas com mecanismos da cepa de manter a
infecgao. Por outro lado, a redugdo do parasitismo da cepa Udi2-CHO5 pelo tratamento
com azitromicina pode estar relacionada com a diminuicdo da producdo de IL-12.
Assim, esse trabalho demonstrou que células BeWo sao mais susceptiveis a infecgao
pela cepa Udi1-CHO5 do que pela cepa Udi2-CHO5 de T. gondii e que o tratamento com
azitromicina foi mais eficiente em controlar a infeccdo e replicacdo do parasito do que

os tratamentos convencionais utilizados.

Palavras-chave: cepas atipicas, células BeWo, azitromicina, citocinas.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that infects various cell
types. There are three predominant lineages of T. gondii, however, distinct pattern is
seen in South America and Africa, which is populated by different lineages showing
more atypical genotypes. The transplacental passage of parasites could impaired fetal
development and also could cause abortion. Conventional treatment of toxoplasmosis
may cause side effects and resistance of parasites, because of that, development of
studies with new drugs are necessary. In this context, the present study aimed to verify
the susceptibility of BeWo cells after infection with Udi1-CHO5 or Udi2-CHO5 T. gondii
strains and the effect of azithromycin, spiramycin and association of sulfadiazine and
pyrimethamine in cells infected with these strains. BeWo cells were treated with
different concentrations of drugs to evaluate cell viability by MTT assay. The
concentration from 400 pg/ml of drugs reduced cell viability. Parasites of Udil-CHO5
strain infected more cells than Udi2-CHO5. Furthermore, infection and intracellular
replication indexes were reduced after azithromycin treatment. Higher susceptibility of
BeWo cells after Udi-1-CHO5 infection may be related to decrease TNF- a production.
Moreover, reduced parasitism of this strain by drugs is not related to the cytokines
analyzed, but with mechanisms to keep the strain infection. Reduction of parasitism of
Udi2-CHO5 by treatment with azithromycin may be related to the decreased
production of IL-12. Thus, this study demonstrated that BeWo cells are more
susceptible to infection by Udil-CHO5 than Udi2-CHO5 and treatment with
azithromycin was more effective in controlling infection and replication of parasite

than conventional treatments used.

Keywords: atypical strains, BeWo cells, azithromycin, cytokines.
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1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii e a interagao parasito hospedeiro

Toxoplasma gondii pertence ao filo Apicomplexa, no qual estdo inseridos
diversos patdégenos de importancia médico veterinaria, como Plasmodium spp.,
Cryptosporidium spP., Eimeria sp., Babesia sp., dentre outros. Todos os representantes
deste filo sdo intracelulares obrigatérios (SKARIAH et al., 2010; MUNOZ et al., 2011;
GUBBELS; DURAISINGH, 2012). T. gondii possui forma alongada com as extremidades
arqueadas, lembrando o formato de um arco (SOUZA et al., 2010). O parasito é o
agente etioldgico da toxoplasmose, doenga que acomete aproximadamente um tergo
da populagdo mundial (BLADER; SAEl, 2009; INNES, 2010; LAMBERT; BARRAGAN,
2010).

A regido anterior do parasito é caracterizada pela presenca do complexo
apical onde esta o condide, uma organela em forma de cone oco, formada por trés
anéis de microtubulos. Em seu interior estdo as micronemas (MIC) e roptrias (ROP)
(REY, 2008; GUBBELS; DURAISINGH, 2012). Essas organelas, juntamente com os
granulos densos s3ao importantes no processo de adesdo e invasdo celular pelo
parasito e manuten¢do do mesmo no interior de células hospedeiras (LALIBERTE;
CARRUTHERS, 2008; PENG et al., 2011; DUPONT et al., 2012).

As micronemas, durante o contato do pdlo apical do parasito com a
superficie da célula, liberam proteinas que permitem a adesdo do parasito a célula
hospedeira (SOUZA et al., 2010; SOLDATI-FAVRE, 2008). Dentre elas, a proteina MIC-2
é expressa em todos os estagios invasivos do parasito e consegue ligar-se as moléculas
de adesdo do hospedeiro, como a molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1),
permitindo ao parasito migrar até os tecidos imunologicamente privilegiados, como
cérebro, retina e placenta (BARRAGAN; HITZIGER, 2008; MUNOZ et al., 2011; FURTADO
et al., 2012).

As roptrias (ROPs) estdo associadas a sintese do vacuolo parasitoforo e na
invasdo da célula hospedeira (SOUZA et al., 2010; GUBBELS; DURAISINGH, 2012). Ja os
granulos densos, estdo presentes por toda a célula e descarregam seu conteldo
proteico dentro do vacuolo parasitéforo, permitindo a obtencdo de nutrientes do

hospedeiro e a manutengao do parasito no mesmo, ja que as glicoproteinas desses
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granulos impedem a fusdo de lisossomos ao vacuolo parasitoforo (NAM et al., 2009;
SOUZA et al., 2010; GUBBELS; DURAISINGH, 2012).

T. gondii, embora ndao possua uma estrutura envolvida na locomogao, como
cilios e flagelos, consegue penetrar ativamente na célula hospedeira em um processo
dependente de actina e miosina. Trata-se de um processo de motilidade denominado
“gliding”, que ocorre por meio de movimentos espiralares do parasito e é dirigido pelo
sistema actina-miosina que conecta a membrana interna dupla do parasito as
proteinas adesivas transmembranicas secretadas pelas micronemas (SIBLEY, 2004;

SANTOS et al., 2009; SIBLEY, 2010; SOUZA et al., 2010).

1.2. Estagios infectantes e ciclo de vida

T. gondii possui trés estagios infectantes: taquizoitas, bradizoitas e
esporozoitas e é capaz de infectar varios tipos celulares de diferentes hospedeiros,
incluindo o homem (RAVINDRAN; BOOTHROYD, 2008; LAMBERT; BARRAGAN, 2010).

Os taquizoitas sdao encontrados na fase aguda da infeccdo em que ocorre a
rapida multiplicagdo do parasito (PENG et al., 2011). Nesse estagio, o parasito é capaz
de infectar varios tecidos, como cérebro, retina e placenta (MASOCHA; KRISTENSSON,
2012; FURTADO et al., 2012; CARLIER et al., 2012) e pode levar a manifestacées clinicas
da toxoplasmose devido a resposta imunoldgica desencadeada pelo hospedeiro
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004; FERGUSON et al., 2013). Os taquizoitas se multiplicam
dentro do vacuolo parasitéforo, formado durante o processo de invasdo (RAVINDRAN;
BOOTHROYD, 2008). Com o intenso parasitismo pode ocorrer ruptura da célula,
liberando taquizoitas que podem infectar novas células ou serem fagocitados por
células do hospedeiro (BLADER; SAElJ, 2009).

Com o inicio da resposta imune do hospedeiro, o parasito consegue
estabelecer uma infeccdo cronica por meio da conversdo de taquizoitas em
bradizoitas, que representam a fase lenta de multiplicacdo do protozodario (LUDER et
al., 2009; PENG et al.,, 2011). Os bradizoitas sobrevivem dentro de cistos teciduais,
sendo a forma de resisténcia do parasito, permitindo assim que a disseminacao e
patogenia sejam diminuidas, mas a transmissdo aumentada (KATO et al., 2012;
SULLIVAN; JEFFERS, 2012). Dependendo das condi¢bes imunoldgicas do hospedeiro, a

infecgdo pode passar por um processo de reagudizacdao e os bradizoitas voltam a
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forma taquizoita de multiplicacdo e disseminacdo rapida. E o que ocorre em casos de
pacientes imunocomprometidos que sdo acometidos pela infeccdo (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; SULLIVAN; JEFFERS, 2012).

Os esporozoitas sdo encontrados no interior de oocistos que sdo liberados nas
fezes dos felinos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Oocistos sdo muito infectantes,
resistentes e facilmente veiculados, portanto representam a forma de resisténcia
encontrada no meio ambiente (BOOTHROYD; GRIGG, 2002). A liberacdo desses
oocistos ocorre em um periodo de 7 — 21 dias apds a infeccdo do hospedeiro definitivo
e, sob condicGes favoraveis do meio ambiente passam por um processo de
esporulacdo, formando em seu interior esporozoitas (MONTOYA; LIESENFELD; 2004).

T. gondii possui ciclo de vida heteroxénico (Figura 1). Espécies da familia
Felidae sdo os hospedeiros definitivos nos quais ocorre a fase sexuada do ciclo. A fase
assexuada realiza-se nos hospedeiros intermediarios, como mamiferos e aves
(JEFFERS; SULLIVAN, 2012; ESCH; PETERSEN, 2013). Dentre as formas de contagio do
parasito estdo a ingestdo de alimento ou dgua contaminada com oocistos, liberados na
natureza através de fezes de felinos; ingestdo de carne mal cozida contendo cistos;
transfusbes de sangue ou orgdos contaminados, acidentes laboratoriais e a
transmissdo vertical (DUBEY et al., 2012; JONES; DUBEY, 2012; ESCH; PETERSEN, 2013).

Os gatos se infectam por meio da ingestdo de taquizoitas, oocistos presentes
no meio ambiente ou ainda cistos contendo bradizoitas. As formas infectantes irdo
penetrar em células epiteliais do intestino delgado, onde o parasito multiplica por
esquizogonia, processo no qual ocorre divisdo nuclear sem divisdo citoplasmatica,
formando os esquizontes. Posteriormente, os nucleos formados migram para a regido
cortical do esquizonte que vdo ser lentamente individualizados pela membrana
plasmatica, originando os merozoitas que iniciam a formag¢ao dos gametas. Os
microgametas (gametas masculinos) saem da célula onde estdo e se locomovem até a
célula onde se encontram os macrogametas (gametas femininos) fecundando-os.
Forma-se o ovo ou zigoto, que evolui dentro do epitélio intestinal e passa a ser envolto
por uma parede externa dupla, dando origem ao oocisto que sdo liberados no
ambiente, onde tornam-se esporulados (DUBEY et al., 1998; ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012).
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Os hospedeiros intermedidrios ingerem os oocistos contendo esporozoitas. Os
esporozoitas ao serem liberados penetram no intestino e invadem varios tipos
celulares, onde irdo multiplicar-se intensamente formando os taquizoitas. Devido a sua
habilidade de sobreviver dentro de monécitos, macréfagos e células dendriticas, o
parasito tem capacidade de disseminar por varios érgaos. A pressdo imune sobre o
parasito resulta na formacdo de cistos contendo bradizoitas, a forma de resisténcia do

parasito (MAUBON et al., 2008).

Hospedeiro Hospedeiro
Intermedidrio = definitivo

Cérebro, coragéo,
pulmdo, olho, misculos,

#|_Ruptura dos
placenta >

cistos

Cisto Y _’ Esqunzcgoma

(bradizoitas) flJ
Disseminagdo
Células
intestino

Endodiogenia Ingestdo
de carne .:_,
]
Invaséio de mondcitos Ingestdo S I
x 42 Taquizoftas Células kj ;
LS intestino
Células ——Jp Micro e macro gametas
intestino
TR Qocisto
S = Ingestdo esporulado { @)
Esporozoitas e =
sporogonla OociS‘I'o
,“\
‘;,:\\w /
AmbienTe
externo

Figura 1: Ciclo de vida de T. gondii. Os hospedeiros definitivos adquirem o parasito
pela ingestao de cistos ou oocistos. As formas infectantes se multiplicam nas células do
intestino, formando esquizonte que sao individualizados dando origem aos gametas.
Apds a fecundacao, ocorre a formacao de oocistos que tornam-se esporulados no meio
ambiente em condi¢bes ideias de umidade e temperatura. Os hospedeiros
intermediarios ingerem oocistos contendo esporozoitas. Os esporozoitas ao serem
liberados penetram no intestino e invadem vdrios tipos celulares, onde irdo
multiplicar-se intensamente formando os taquizoitas que disseminam por varios
tecidos do hospedeiro (retirado e adaptado de ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).
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1.3. Linhagens clonais de T. gondii
As cepas de T. gondii isoladas principalmente na Europa e América do Norte

sdo classificadas em trés linhagens clonais (tipos |, Il e lll). As trés linhagens sdo muito
semelhantes geneticamente, mas diferem quanto a viruléncia. Cepas do tipo I, como
RH, sdo mais virulentas e letais em camundongos do que as do tipo Il (ME49) e llI
(VEG). Essas sdo consideradas de viruléncia moderada e podem estabelecer uma
infeccdo cronica, pois as formas taquizoitas se multiplicam lentamente, se comparadas
com as cepas do tipo I, e a formacdo de cistos teciduais é mais rapida (SAEl et al.,
2005).

Estudos demonstram que existem diferencas nas manifesta¢des clinicas da
infeccdo por T. gondii e, provavelmente estejam associadas ao tipo de cepa (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012; HILL; SU, 2012). Em humanos, os trés tipos de cepas clonais
sdo capazes de causar toxoplasmose, no entanto, as cepas do tipo | geralmente estdo
associadas a manifestacGes clinicas graves da doenca, como toxoplasmose ocular. Ja as
cepas tipo Il sdo mais comumente isoladas de infec¢bes cronicas e congénitas e em
pacientes imunocomprometidos, como portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (BOOTHROYD; GRIGG, 2002; MONTOYA; LIENSENFELD, 2004; SIBLEY et
al, 2009). As cepas do tipo Il sdo mais comuns em animais e ndo estdo associadas a
manifestacdo de sintomas. Os poucos casos encontrados em humanos estdo
relacionados com imunodeficiéncia do hospedeiro (SIBLEY; AJIOKA, 2008).

Além dessas trés linhagens clonais, varios estudos mostram que ha uma
grande diversidade de cepas que nao pertencem a nenhuma dessas linhagens clonais
(SIBLEY et al, 2009; KHAN et al., 2011; SU et al.,, 2012). Essas cepas atipicas sdao
denominadas recombinantes ou exdticas e sdo encontradas principalmente na Africa e
América do Sul (BOOTHROYD; GRIGG, 2002; PETERSEN, 2007; RAJENDRAN; DUBEY,
2012).

Cepas atipicas estdo relacionadas tanto com toxoplasmose ocular quanto
congénita (AJZENBERG et al., 2009; BOTTOS et al., 2009; BOUGHATTAS et al., 2011). No
Brasil, cepas atipicas apresentam gendtipos que diferem de outras cepas ja
identificadas no mundo (PENA et al., 2008; CARNEIRO et al., 2013). A rede filogenética
de T. gondii nesse pais é altamente reticulada, evidenciando que ha altos indices de

recombinacdo (FERREIRA et al., 2006; PENA et al., 2008). Essas cepas sdo
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caracterizadas genotipicamente através de PCR-RFLP (Polimorfismo do Tamanho do
Fragmento de Restri¢cdo) revelando alta diversidade de cepas exdticas no pais (PENA et
al., 2013; SOARES et al., 2011). Acredita-se que o isolamento geografico e a grande
biodiversidade da fauna do Brasil possam contribuir para essa maior variabilidade
genética de cepas brasileiras de T. gondii (SIBLEY; AJIOKA 2008; SIBLEY et al., 2009).

No Brasil, cepas atipicas ja foram isoladas em varios estados, como Rio
Grande do Norte, Espirito Santo e Minas Gerais (PENA et al., 2013; CARNEIRO et al.,
2013; CLEMENTINO ANDRADE et al., 2013). Essas cepas foram encontradas tanto em
pacientes que apresentavam toxoplasmose ocular, em pacientes HIV positivos com
toxoplasmose cerebral e também que tinham toxoplasmose congénita (FERREIRA et
al., 2008; CARNEIRO et al., 2013). Além disso, muitas cepas de T. gondii sdo isoladas
em uma grande diversidade de animais como gatos, suinos, aves e cdes (PENA et al.,
2008; FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2011; SOARES et al., 2011; CLEMENTINO ANDRADE et
al., 2013). Na cidade de Uberlandia, Minas Gerais, um grupo de pesquisadores isolou
duas cepas de T. gondii a partir do coracdo de galinhas. Essas cepas foram
denominadas Udil-CHO5 e Udi2-CHO5. Em camundongos, foi observado que Udil-
CHO5 apresentou menor mortalidade nos camundongos. Ja a cepa Udi2-CHO5

provocou maior mortalidade entre os camundongos estudados (SALOMAO, 2007).

1.4. Resposta imune a T. gondii
A invasdo de T. gondii nas células do hospedeiro desencadeia respostas do

sistema imune inato e adaptativo (MAUBON et al., 2008). Receptores do tipo toll like
receptors (TLRs) sdo importantes durante a resposta imune inata, porque é capaz de
reconhecer ligantes expressos pelo parasito (YAROVINSKY; SHER, 2006; DENKERS,
2010). A interacdo de T. gondii com esses receptores, induz a producdo de
interleucina-12 (IL-12) pelas células da imunidade inata do hospedeiro, como células
natural killer (NK), células dendriticas e macrdéfagos (MILLER et al., 2009; PIFER;
YAROVINSKY, 2011; SANECKA; FRICKEL, 2012). Dentre as func¢des de IL-12 estd a
inducdo da producdo de interferon gamma (IFN-y) (GEE et al., 2009; METZGER, 2010).
Outra citocina que exerce papel importante na protecdo inicial contra a
infeccdo é o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Varios tipos celulares, como

macrofagos, neutrdéfilos, células T e células dendriticas produzem esta citocina, que
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aumenta a capacidade microbicida de macrofagos e induz as células NK a produzirem
IFN-y (FILISETTI; CANDOLFI, 2004; KONER et al., 2010).

ApOds a resposta inicial da imunidade inata, os linfécitos tornam-se ativados e
passam a produzir outras citocinas. A imunidade adquirida é representada pela
atividade de linfécitos TCD4" e TCD8", portanto, a imunidade mediada por células é
predominante durante a infeccdo por T. gondii, quando macréfagos, linfécitos T,
células NK e leucdcitos polimorfonucleares sdao funcionalmente ativos em hospedeiros
imunocompetentes (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; FILISETTI; CANDOLFI, 2004; SILVA;
LANGONI, 2009). IL-12 leva a diferencia¢do de células T CD4 naives em células TCD4"
auxiliares do tipo 1 (Thl), que irdo produzir citocinas inflamatérias como IFN-y
(ANNUNZIATO; ROMAGNAN, 2009; O’SHEA; PAUL, 2010). IL-12 também estimula a
producdo IFN-y por linfécitos TCD8'. Além disso, essas células produzem enzimas
proteoliticas capazes de romper a membrana de parasitos livres ou provocar a lise de
células infectadas, exercendo, assim, importante papel na prote¢ao do hospedeiro
contra o parasito (MALEK; CASTRO, 2010; GIGLEY et al., 2011).

IFN-y € o maior mediador de resisténcia a T. gondii e promove varios
mecanismos intracelulares para inibir a replicacdo e eliminar o parasito (DUPONT et
al., 2012; SUZUKI et al., 2011). Essa citocina favorece a conversdo de taquizoitas em
bradizoitas e, ao mesmo tempo, previne a ruptura dos cistos teciduais, impedindo a
reagudizacdo da infeccdo no hospedeiro (MILLER et al., 2009). Assim, essa citocina se
mostra eficaz tanto no controle da fase aguda quanto da fase crénica da toxoplasmose
(ALIBERTI, 2005). Além disso, IFN-y ativa macréfagos que sdo células fagociticas
importantes tanto na imunidade inata quanto adaptativa, pois além de secretarem
citocinas pro-inflamatérias, fagocitam e destroem patégenos (SILVA; LANGONI, 2009).

A producdo de IFN-y e TNF-a a partir de células Thl e TCD8" intensifica a
funcdo dos macrofagos e promove o controle do patégeno (GIGLEY et al.,, 2011;
MUNOZ et al.,, 2011). Assim, a infeccdo por T. gondii promove uma resposta
imunoldgica do tipo Thl, com consequente producdo de citocinas pré-inflamatdrias
gue protegem o hospedeiro contra o parasito. Entretanto, T. gondii é capaz de induzir
varias mudancas na transcricdo de genes do hospedeiro, incluindo os que estdo

envolvidos no metabolismo energético, resposta imune e sinalizagdo, conseguindo,
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dessa forma, evadir da resposta imune desencadeada pelo hospedeiro e estabelecer

seu nicho como parasito intracelular (HUNTER; SIBLEY, 2012).

1.5. Células trofoblasticas e resposta imune na gestacao

O trofoblasto é uma barreira celular de origem fetal que se interpdem entre a
circulagdo materna e fetal, constituindo uma ferramenta essencial no sucesso da
gestacdo. Essas células sdo responsaveis por romper a barreira epitelial uterina,
promovendo a implantacdo do blastocisto no endométrio. O trofoblasto ainda permite
nutricdo do embrido, regulacdo hormonal, fagocitose de elementos sanguineos
maternos e formacdo da parte fetal da placenta (KOGA et al.,, 2009; JOHN;
HEMBERGER, 2012; POLLHEIMER; KNOFLER, 2012).

Células trofoblasticas expressam receptores que sdo capazes de reconhecer a
presenca de bactérias, virus, parasitos, células em apoptose e tecidos danificados.
Apds este reconhecimento, o trofoblasto secreta tipos especificos de citocinas, como o
fator de crescimento tumoral B1 (TGF-B), TNF-q, IL-12 e IL-10, que vao agir sobre as
células presentes na decidua, influenciando na resposta frente ao patégeno (KOGA et
al., 2009; ENTRICAN, 2002; KLAFFENBACH et al., 2005). Além disso, células
trofoblasticas humanas secretam mediadores inflamatérios, como MIF e IL-6, que tem
o potencial de modular a atividade de mondcitos, tornando-os capazes de controlar
processos infecciosos, como a toxoplasmose. Isto prova que o trofoblasto é uma célula
que coordena a atividade imunoldgica na interface materno-fetal (CASTRO et al 2013)

Um balango entre citocinas de perfil Thl e Th2 é necessario para o sucesso da
gestacdo (MAUBON et al., 2008; CHALLIS et al.,2009; SYKES et al., 2012). O processo de
implantacdo e invasdo do trofoblasto requer um microambiente inflamatério. A
implantacdo do blastocisto ao endométrio estd associada a um aumento na producdo
de quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias (DEKEL et al, 2010; GRUMMER;
WINTERHAGER, 2011; MOR et al., 2011). Além disso, citocinas de perfil Thl mantém a
decidua e contribuem na modificagdo das artérias espiraladas, permitindo maior fluxo
sanguineo para o embrido (ASHKAR et al., 2000; HARRIS, 2010).

Apesar desse perfil pré-inflamatério ser necessario para a implantagao,

durante a gestacdo ocorre uma polarizacdo para a resposta imunoldgica do tipo Th2, a
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gual é responsavel pela producdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-5, IL-10
e TGF-B1, que favorecem o desenvolvimento do feto semi-alogénico. Citocinas anti-
inflamatdrias sdo liberadas por células maternas como células NK uterinas, linfécitos,
macrofagos, e por células fetais, como o trofoblasto (CHALLIS et al., 2009;
NAGAMATSU; SCHUST, 2010; SALAMONE et al., 2012). Hormoénios relacionados a
gestacdo como progesterona e estradiol também sdo responsdaveis pela inducdo de
citocinas anti-inflamatérias (SYKES et al., 2012).

A expressdo aumentada de citocinas do perfil Th2 tem o potencial de causar
maior susceptibilidade a toxoplasmose, consequentemente, a infecgao placentaria e
fetal (ABOU-BACAR et al.,, 2004). Desse modo, um perfil de reposta Thl, como o
desencadeado pela infeccdo por T. gondii, pode causar desequilibrio no
microambiente placentario podendo levar a complicacbes na gestacdo (SILVA;
LANGONI, 2009).

A transmissao transplacentaria de T. gondii pode ocorrer em qualquer periodo
gestacional, mas a gravidade dos danos fetais depende significativamente da idade
gestacional em que ocorreu a transmissdo. Caso a gestante se infecte primariamente
por T. gondii no primeiro trimestre da gravidez, o processo inflamatorio desencadeado
pela presenca do parasito aumenta a probabilidade de aborto, além de possiveis
alteracdes neuroldgicas fetais importantes. Entretanto, se a primo infec¢ao ocorrer no
terceiro trimestre de gestacao a taxa de aborto é significativamente menor, contudo, a
possibilidade da transmissdo do patdgeno para o feto € maior, mas com menores
danos fetais (BOJAR; SZYMANSKA, 2010). Além da barreira fisica, a barreira
imunolégica também é importante na transmissao do parasito.

Estudos que tentam esclarecer os processos imunoldgicos e bioquimicos
desencadeados por células trofoblasticas para favorecer a gestagdo, mesmo na
presenca de patdgenos, sdo frequentes. Dentre as células utilizadas para esses estudos
estdo as células BeWo. Essas células foram isoladas de um coriocarcinoma humano em
1968 por Pattillo e Gey. Células BeWo apresentam propriedades de células
trofobldsticas humanas nao tumorais. Secretam os hormonios gonadotrofina coribnica
humana (hCG) e hormoénio lactogénico placentario (RAMOS et al., 2008), além de
citocinas como IL-6, IL-8 e IL-10 (BENNET et al., 1997; FUJISAWA et al., 2000). Existem

alguns estudos sobre toxoplasmose congénita utilizando células BeWo como modelo



19

experimental ( BARBOSA et al., 2008; FRANCO et al. 2011; GOMES et al, 2012; CASTRO
et al,, 2013).

1.6. Tratamento da toxoplasmose

O tratamento da toxoplasmose é indicado aos individuos
imunocomprometidos e gestantes, ndao sendo indicado aos individuos
imunocompetentes e assintomaticos (MONTOYA; LIENSENFELD, 2004). O tratamento
mais utilizado contra a toxoplasmose é a associa¢gdo de sulfadiazina e pirimetamina
combinados com acido folinico. Nas gestantes, esse tratamento é realizado quando ha
confirmacdo de infeccdo fetal. Durante o primeiro trimestre da gestacao, caso ndo haja
infeccdo fetal, é indicado o tratamento com espiramicina (KAYE, 2011; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

A sulfadiazina e pirimetamina agem sinergicamente no bloqueio da via de
sintese do folato por meio da inibicdo das enzimas dihidropteroato sintase (DHPS) e
dihidrofolato redutase (DHFR), que sdo essenciais para a sobrevivéncia e replicagdo do
parasito (ANDERSON, 2005). O uso de pirimetamina ndo é recomendado durante o
primeiro trimestre de gestacdo por ter efeito teratogénico (MONTOYA; REMINGTON,
2008; KAYE, 2011). Além disso, pirimetamina pode diminuir a atividade da medula
dssea. Por esses motivos recomenda-se a associacdao com dacido folinico que ird repor
o folato que foi inibido pelos medicamentos (MONTOYA; REMINGTON, 2008). Assim,
se a gestante se infectar depois de 18 semanas ou se for confirmada a infec¢do do
feto, utiliza-se a combinacdo de sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico (MONTOYA;
LIENSENFELD, 2004; MONTOYA; REMINGTON, 2008). Dessa maneira, torna-se
necessario o teste e o desenvolvimento de novas drogas que visem minimizar os
possiveis efeitos colaterais indesejaveis quando a infec¢do fetal é confirmada.

Andlise de 16 gendtipos diferentes de T. gondii, pertencentes aos trés tipos
clonais, submetidos ao tratamento com pirimetamina para verificar a relagdo entre
gendtipo e susceptibilidade da droga, demonstrou que cepas dos tipos Il e lll sdo mais
susceptiveis ao tratamento que a cepa RH (tipo I) (MENECEUR et al., 2008). Além
disso, algumas cepas apresentam resisténcia ao tratamento com sulfadiazina

(MENECEUR et al., 2008).
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Como mencionado, no primeiro trimestre da gestacdo, o tratamento durante
a fase aguda da doenca é realizado com espiramicina que é capaz de alcancar altas
concentragdes nos tecidos, prevenindo a transmissdo vertical de T. gondii (ELSHEIKHA,
2008; KAYE, 2011). A espiramicina apresenta 16 atomos de carbono no anel de lactona
(KWIATKOWSKA; MASLINSKA, 2012). Essa droga ndo oferece risco ao feto porque ndo
consegue atravessar a barreira placentaria. No entanto, essa € uma limitagdo desse
medicamento, uma vez que ndo é capaz de combater a infec¢do se houver passagem
para o feto (MONTOYA; REMINGTON, 2008).

Espiramicina pertence ao grupo dos macrolideos, que constituem uma classe
de antibioticos de amplo espectro caracterizados por um anel de lactona macrociclico
que se liga a diferentes aclcares e geralmente sdo utilizados para tratar infecdes de
pele e do trato respiratério causado por bactérias Gram-positivas, mas também tem
efeito contra algumas bactérias Gram-negativas (STEEL et al., 2012; KWIATKOWSKA;
MASLINSKA, 2012). Além de serem eficazes contra infec¢des bacterianas, os
macrolideos sdo efetivos no combate a infecgOes por parasitos intracelulares, como T.
gondii e Leishmania spp. (SINAGRA et al., 2007; COSTA et al., 2009; PETROPOULOS et
al., 2009; SRIVASTAVA et al., 2011).

O modo de acdo dos macrolideos é a inibicdo da sintese proteica por se
ligarem a subunidade 50S do ribossomo do patégeno (STEEL et al., 2012). Dessa forma,
os macrolideos possuem atividade anti-inflamatdria, porque inibe a sintese de toxinas
microbianas e outros fatores de viruléncia que induzem respostas pré-inflamatdrias no
hospedeiro. Além disso, macrolideos sdo capazes de inibir a atividade pré-inflamatdria
de células da imunidade inata e adaptativa do hospedeiro (STEEL et al., 2012).

Dentre os medicamentos que estdo sendo estudados para o controle da
toxoplasmose esta a azitromicina, que também pertence ao grupo dos macrolideos e
diferencia-se da espiramicina por apresentar 15 atomos de carbono no anel de lactona
(KWIATKOWSKA; MASLINSKA, 2012). Azitromicina é uma nova geracdo de macrolideos
gue apresenta uma melhor farmacocinética, melhor concentracdo tecidual, poucos
efeitos colaterais e pode ser administrada em dose unica diaria (RAMSEY et al., 2003;
SALMAN et al., 2010).

Azitromicina ja foi utilizada tanto em modelos murinos quanto em estudos in

vitro e apresentou excelentes resultados em diminuir a infecgdo por T. gondii (COSTA
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et al.,, 2009; FRANCO et al, 2011). Estudos utilizando Calomys callosus como modelo
experimental demonstram que o tratamento com azitromicina em fémeas gestantes e
infectadas por T. gondii impediu a transmissao vertical do parasito e reduziu infecgao
da regido ocular do feto pelo parasito (COSTA et al., 2009; LOPES et al 2009). Além
disso, esse medicamento também foi capaz de reduzir a infeccdo em células BeWo
guando infectadas pela cepa RH de T. gondii (FRANCO et al., 2011). Apesar desse
medicamento apresentar bons resultados em roedores e em células humanas
infectadas com cepa virulenta de T. gondii, o seu papel durante a infeccdo por cepas
atipicas ainda ndo é conhecido.  Assim, faz-se necessdrio conhecer o efeito de
azitromicina no controle da infeccdo por T. gondii pertencente a cepas atipicas, visto

gue sao predominantes no Brasil.
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2. JUSTIFICATIVA

No Brasil, hd uma grande diversidade de cepas recombinantes ou exdticas de
T. gondii (PENA et al.,, 2013; CARNEIRO et al., 2013; CLEMENTINO ANDRADE et al.,
2013). A maioria dos estudos sobre o parasito utiliza cepas clonais provenientes da
América do Norte e Europa (cepas tipo I, Il ou Ill), o que ndo representam a realidade
encontrada em nosso pais. Dentre as formas de transmissdo do parasito, a transmissao
vertical € uma das mais graves, uma vez que pode levar ao aborto e a ma formacao
fetal (BOJAR; SZYMANSKA, 2010). Portanto, entender a susceptibilidade de células
trofoblasticas humanas a cepas atipicas, encontradas no Brasil e estabelecer a
eficiéncia de farmacos sobre essas cepas podem adicionar importantes dados para

compreensao e tratamento da toxoplasmose congénita em nosso pais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar comparativamente a susceptibilidade das células trofoblasticas
humanas (linhagem BeWo) frente a infeccdo pelas cepas Udil-CHO5 ou Udi2-CHO5 de
T. gondii e o efeito das drogas azitromicina, espiramicina ou da associagdo sulfadiazina

e pirimetamina nas células trofoblasticas infectadas por essas cepas.

3.2. Objetivos especificos
Avaliar a citotoxicidade do tratamento com azitromicina, espiramicina ou da
associacdo entre sulfadiazina e pirimetamina em células BeWo;
Determinar os indices de infec¢do e replicacdo intracelular de cepas atipicas de
T. gondii (Udi1-CHO5 ou Udi2-CHO5) em células BeWo tratadas ou ndo com
azitromicina, espiramicina ou associagao entre sulfadiazina e pirimetamina;
Determinar os indices de infec¢do e replicacdo intracelular de cepas atipicas de
T. gondii (Udi1-CHO5 ou Udi2-CHO5) em parasitos foram previamente tratados
com azitromicina, espiramicina ou associacdo entre sulfadiazina e
pirimetamina;
Avaliar a produgao de citocinas nas células infectadas ou ndo pelas cepas Udil-
CHO5 ou Udi2-CHO5 e/ou tratadas ou ndo com azitromicina, espiramicina ou

associagao entre sulfadiazina e pirimetamina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Manutencgdo de células BeWo em cultura

Células da linhagem de coriocarcinoma humano (BeWo) provenientes do
American Type Culture Collection (Manassas, VA, EUA) foram mantidas em cultura no
Laboratério de Imunofisiologia da Reproducado da Universidade Federal de Uberlandia.
As células foram descongeladas e cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? contendo
meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute, Gibco, Paisley, Inglaterra) 1640 (Sigmal
Chemical CO. St. Luuis,USA), suplementado com antibidticos (penicilina e
estreptomicina) e soro bovino fetal (SBF) (10%) (meio completo) em estufa a 5% de
CO, a 37 °Cde acordo com Barbosa e colaboradores 2008.

O repique das células foi realizado a cada dois dias. As garrafas contendo
células foram removidas com auxilio de tripsina e receberam novo meio de cultura e
foram transferidas para tubos de 15 ml. Em seguida foram centrifugadas a 400 x g por
5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso em 1 ml de meio de cultura e depois distribuido em novas garrafas de
cultura.

As células utilizadas foram compradas comercialmente, assim, ndo foi
necessaria aprovag¢ao do comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de

Uberlandia (Anexo I).

4.2. Manutengao das cepas de T. gondii

As cepas Udi-1-CHO5 e Udi-2-CHO5 de T. gondii foram mantidas na cavidade
abdominal do roedor Callomys callosus no Biotério do Laboratério de Histologia da
Universidade Federal de Uberlandia. A aprovacdo do comité de ética em
experimentacdo animal estd no Anexo Il. O exudato peritoneal dos roedores foi
coletado e centrifugado a 400 x g, em temperatura ambiente, por 5 minutos. Os
taquizoitas resultantes foram ressuspensos e lavados 2x em meio RPMI 1640. Os
parasitos foram colocados em garrafas de cultura contendo células BeWo e meio RPMI
suplementado com antibidticos e soro bovino fetal (2%) em estufa a 5% de CO, a 37 °C

e foram mantidos por meio de repiques.
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4.3. Medicamentos

Azitromicina (Biofarma, Uberlandia, Brasil), espiramicina e sulfadizina,
pirimetamina em po6 (Sigma Chemical Co) foram reconstituidas em DMSO a uma
concentragdo de 3 mg/ml. A partir dessa solugdo, foi preparada uma solugcdo estoque
de 1 mg/ml em meio completo de cultura. Essa solucdo estoque foi diluida em meio de
cultura para obtencdo das concentra¢des dos medicamentos que foram utilizadas no

trabalho.

4.4. Ensaio de viabilidade celular

Células BeWo, em uma concentracdo de 5x10%/poco, foram cultivadas em
placas de cultura de 96 pogos em um volume de 200 pl/pogo e incubadas a 37 °C e 5%
de CO,. Ap6s 24 horas, as células foram tratadas com as concentrag¢des: 50, 100, 200
ou 400 pg/mL de azitromicina ou espiramicina, de acordo com Franco e colaboradores,
2011. Para a associacdo de sulfadiazina com pirimetamina, as células foram tratadas
seguindo a proporcdo de 25% de sulfadiazina e 1% de pirimetamina (DEROUIN;
CHASTANG, 1989; MENECEUR et al., 2008; JIN et al., 2009).

A viabilidade de células BeWo apds 24 horas de incubagdo com concentragdes
crescentes de DMSO e ao tratamento com azitromicina, espiramicina ou associagdo de
sulfadiazina e pirimetaminia diluidas em DMSO foi avaliada utilizando-se o ensaio
calorimétrico de tetrazdlio de metiltiazol (MTT, Sigma Chemical Co.). A quantidade de
5x10" células BeWo

Apds o tratamento, os sobrenadantes foram removidos e 10 pl/pogo de
tetrazolio de metiltiazol (MTT, Sigma Chemical Co.) mais 90 pl/poco de meio completo
foi adicionado. As placas foram incubadas em estufa e, apds 3 horas, os sobrenadantes
foram removidos e as particulas insollveis de colora¢do roxa (cristais de formazan)
produzida por células vidaveis que metabolizaram o MTT, foram entdo solubilizadas
pela adi¢cdo de 100 pl/pogo de 10% duodecil sulfato de sddio (SDS) a 50% N, N-dimetil
formamida. Apds 30 minutos de incubacdo, a densidade éptica (DO) foi determinada a
570 nm em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA)
(MOSMANN, 1983). Os resultados foram expressos como a porcentagem de células

vidveis em relagdo aos controles (100%). Dois experimentos independentes foram
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realizados em triplicata para cada condicdo. Este ensaio foi realizado com o objetivo de

estabelecer doses ndo citotdxicas para o tratamento das células infectadas.

4.5. Infecgdo e tratamento de células BeWo

Utilizando tripsina, as células de linhagem BeWo foram retiradas dos frascos
de cultura, centrifugadas a 400 x g por 5 minutos e contadas na camara de Newbauer
para ajustar a concentracdo de 5x10* células/pogo em um volume de 200 pl/poco de
meio RPMI. As células foram mantidas em placa de 24 pocos sob laminulas redondas
de 13 mm em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Apds 24 horas as células foram infectadas
com T. gondii na proporcao de trés parasitos por célula (3:1) por 24 horas e depois
tratadas com azitromicina (100 pg/mL), espiramicina (100 pg/mL) e associa¢do de
sulfadiazina (100 pg/mL) e pirimetamina (4 pg/mL). Como controles, os mesmos
procedimentos foram realizados, porém na auséncia de infeccdo e tratamento
(controle ndo infectado ndo tratado); na auséncia de infec¢cdo (controle ndo infectado
tratado) ou na auséncia do tratamento (controle infectado ndo tratado). Depois de 24
horas de tratamento, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a — 70 °C para
dosagem de citocinas. As células foram fixadas em formol 10% em phosphate buffered
saline (PBS) e coradas com azul de toluidina 1% por 10 segundos e montadas em
[aminas. As laminulas foram analisadas sob microscopio de luz e as células foram
qguantificadas quanto a porcentagem de células infectadas a cada 200 células
examinadas (indice de infec¢do) e quanto ao nimero médio de parasitos intracelulares

a cada 200 células infectadas examinadas (proliferacdo intracelular do parasito).

4.6. Tratamento dos parasitos

Os taquizoitas livres das cepas Udi-1-CHO5 e Udi-2-CHO5 foram contados na
camara de Newbauer para obtengdo de 1,5 x 10° parasitos/poco e foram tratados com
azitromicina (100 pg/mL), espiramicina (100 pg/mL) e associagdao de sulfadiazina (100
pg/mL) e pirimetamina (4 ug/mL) por 3 horas a 37 °C e 5% CO,. Depois, células BeWo
(mantidas em placa de 24 pocos sob laminulas redondas, como descrito
anteriormente) foram infectadas com os parasitos tratados por 24 horas. As células

foram fixadas em formol 10% em PBS e coradas com azul de toluidina 1% por 10
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segundos e montadas em laminas. As laminulas foram analisadas sob microscopio de
luz e a porcentagem de células infectadas e proliferacdo intracelular do parasito foram

guantificados como descrito anteriormente.

4.7. Dosagem de citocinas por ELISA

Os sobrenadantes coletados foram utilizados para determinar a concentragdo
de IL-12, TNF-q, IL-10 e TGF-B pelo ensaio imunoenzimatico ELISA. Primeiramente as
placas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-IL-12, anti-TNF-a (BD
Biosciences, New Jersey, USA), anti-IL-10 ou anti-TGF-B (R&D Systems, Minneapolis,
USA), overnight a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com PBS Tween
0,05% e o bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com PBS + 10% SBF para IL-12
e TNF-a; PBS + 1% soro albumina bovina (BSA) para IL-10 e PBS + 5% Tween + 0,05%
azida para TGF-B por 1 hora em temperatura ambiente. As placas foram novamente
lavadas e as amostras adicionadas e incubadas por 2 horas em temperatura ambiente.
Depois de lavadas, as placas foram incubadas com anticorpo de detec¢do anti-IL-12 ou
anti-TNF-a conjugado com estreptavidina acoplada a peroxidase por 1 hora em
temperatura ambiente ou com anticorpo anti-IL-10 ou anti-TGF-B por 2 horas em
temperatura ambiente. Para IL-10 e TGF-B foi adicionado estreptavidina acoplada a
peroxidade por 20 minutos em temperatura ambiente. Depois de lavadas, adicionou-
se 3,3',5,5' — tetrametilbenzidina (TMB) (Polyscience, Inc, Warrington, PA) para
detecgao dos imunocomplexos. Estes foram quantificados em um leitor de microplacas
(Titertek®multiskan plus). As concentracdes das citocinas foram determinadas com
base em uma curva padrdo obtida de concentragdes conhecidas de cada citocina. Os
limites de deteccdo foram de: 7.81 pg/ml para IL-12 e TNF-q, 62.5 pg/mL para IL-10 e
31.3 pg/ml para TGF-B.

4.8. Analise estatistica

Todos os dados foram expressos com média = SEM (erro padrdo da média). As
diferengas estatisticas foram analisadas pelos testes One-Way ANOVA e pds-teste de
Bonferroni ou Dunnet; ou pelo teste t de student, quando apropriado. As analises
foram feitas pelo programa Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,

USA). Os dados foram considerados estatisticamente significantes quando p < 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Altas concentragdes dos medicamentos foram téxicas para as
células

A porcentagem de células vidveis apds o tratamento com os medicamentos
diluidos em DMSO foi avaliada pelo ensaio de MTT (Figura 1). Observou-se que a
concentracdo ideal de DSMO ndo pode exceder 3%, ja que quando utilizado a
concentracdo de 5% a viabilidade foi diminuida significativamente (Figura 1A). Assim,
os medicamentos foram diluidos de forma que quando obtida a concentracdo final
desejada, a concentracao de DMSO nao ultrapassasse 1%.

Quando as células foram tratadas com azitromicina a concentracdo de 400
ug/ml foi toxica para as células BeWo (Figura 1B). O mesmo ocorreu no tratamento
com espiramicina (Figura 1C). O tratamento com a associacdo de sulfadiazina e
pirimetamina foi toxico a partir da concentracdo de 400/16 pg/ml (Figura 1D).

Segundo esses resultados, para a realizagao dos experimentos foi escolhida a
concentragdo de 100 pg/mL para azitromicina ou espiramicina e para a associa¢do foi

utilizado 100 pg/ml de sulfadiazina e 4 pg/ml de pirimetamina.

5.2. Azitromicina reduziu os indices de infec¢ao e replicagao
intracelular de cepas atipicas nas células BeWo

Os indices de infeccdo (porcentagem de células infectadas) e replicacdo
intracelular do parasito (niumero total de parasitos/200 células) em células BeWo
foram determinados apds tratamento ou ndo com azitromicina, espiramicina e
associacdo (Figura 2).

Os indices de infecgdo e replicacdo intracelular da cepa Udi1-CHO5 em células
do controle infectado ndo tratado foram maiores quando comparado com a cepa Udi2-
CHOS (Figura 2A e 2B). O tratamento com azitromicina foi capaz de reduzir o indice de
infecgao e replicagdo intracelular nas células infectadas por ambas as cepas e esses
indices foram menores em células infectadas por Udi2-CHO5 comparadas com células
infectadas por Udil-CHO5. Por outro lado, espiramicina reduziu significativamente o
indice de infeccdo e replicacdo intracelular somente nas células infectadas com Udil-

CHO5. Quando as cepas foram comparadas, ndo observamos diferenca significativa
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(Figura 2A e 2B). A associacdo de sulfadiazina e pirimetamina ndo reduziu o indice de
infeccdo quando comparado com as células infectadas e ndo tratadas, mas reduziu o
indice de replicagao intracelular nas células infectadas por Udi2-CHO5. Quando as
cepas foram comparadas, observamos diferenca significativa entre elas, tanto para o
indice de infecgao, quanto para o indice de replicagdao intracelular, maior redugdo
desses indices em células infectadas por Udi2-CHO5 (Figura 2A e 2B).

O efeito dos medicamentos no indice de infecgao e replicagdao também foi
analisado pela taxa de inibicdo desses dois indices e esta representado na tabela 1.
Cada tratamento foi comparado com o controle infectado nao tratado e o tratamento
com azitromicina foi comparado com os demais tratamentos. Durante a infec¢do por
Udil-CHO5, azitromicina, espiramicina e associacdo de sulfadiazina e pirimetamina
apresentaram significativa inibicao do indice de inibigdo da infeccao de 15,62%,
21,44% e 13,2%, respectivamente. Por outro lado, esse indice ndo foi
significativamente diferente quando o tratamento com azitromicina foi comparado
com os demais medicamentos. Ja a infeccdo por Udi2-CHO5, apenas o tratamento com
azitromicina reduziu o indice de infeccdo (18,39%) e essa reducdo foi significante
guando comparado com a espiramicina.

A inibicao da replicagao intracelular foi significativa em relagdao ao controle
infectado ndo tratado nas células infectadas por Udil-CHO5 e tratadas com
azitromicina (27,34%) e espiramicina (33,34%). Azitromicina e associacdo de
sulfadiazina e pirimetamina inibiram em 23,89% e 27,61%, respectivamente, o indice
de replicacdo intracelular da cepa Udi2-CHO5. N3o observamos diferenca entre os
tratamentos no indice de inibigao da replicagdo tanto de Udi1l-CHO5 quanto de Udi2-
CHO5 (Tabela 1).

Fotomicrografias representativas de células BeWo infectadas pelas cepas
Udil-CHO5 e Udi2-CHOS5 e tratadas com azitromicina, espiramicina ou associacao de

sulfadiazina e pirimetamina estao demonstradas nas figura 3.
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5.3. Parasitos previamente tratados com azitromicina
apresentaram menor indice de infeccdo e replicagdao intracelular em
células BeWo

Os indices de infecgdo e replicacdo intracelular dos parasitos em células BeWo
também foram determinados quando os mesmos foram tratados previamente com
antibidticos (Figura 4).

O indice de infeccdao da cepa Udil-CHO5 em células BeWo infectadas por
parasitos ndo tratados foi maior quando comparado com Udi2-CHO5 (Figura 4A). Por
outro lado, para o indice de replicagao intracelular nao foi observado diferenca
significativa (Figura 4B). Apenas o tratamento com azitromicina reduziu os indices de
infecao e replicagdo intracelular para ambas as cepas quando comparado com o
controle infectado ndo tratado (Figura 4A e 4B). O tratamento dos parasitos tanto com
espiramicina quanto associacdo de sulfadiazina e pirimetamina ndo alterou o indice de
infeccao de nenhuma das cepas, mas reduziu o indice de replicacdo intracelular apenas
na cepa Udi2-CHO5 quando comparado com o controle ndo tratado (Figura 4A e 4B).
Em todos os tratamentos, a comparagao entre as cepas mostra que tanto o indice de
infeccdo quanto de replicagdo intracelular foram maiores quando as células estavam
infectadas com Udi1l-CHO5 (Figura 4A e 4B).

O indice de inibicdo da infeccdo e da replicacdao também foi avaliado, como
mostra a tabela 2. Nas células infectadas pela cepa Udil-CHO5, apenas o tratamento
dos parasitos com azitromicina diminuiu o indice de infecgao quando comparado com
o controle infectado ndo tratado (23,22%). A azitromicina foi mais eficaz em inibir a
infec¢gdo que a espiramicina e a associagao de sulfadiazina e pirimetamina. O mesmo
foi observado quando parasitos da cepa Udi2-CHO5 foram tratados com a azitromicina
(indice de inibicdo de 25,94%). Houve aumento significativo da inibicdo da replicacdo
intracelular da cepa Udi1l-CHO5 quando tratada com azitromicina (21,37%). Para essa
cepa, o tratamento com azitromicina inibiu mais a replicagdo do que os demais
medicamentos. Todos os tratamentos foram capazes de inibir a replicacdo intracelular
da cepa Udi2-CHO5 quando comparados com o controle infectado ndo tratado e a

azitromicina (30,10%) foi mais eficaz nessa inibicdo que a espiramicina (21,91%).
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5.4.Produc¢ao de citocinas em células BeWo infectadas e tratadas

Com os sobrenadantes coletados foram realizados ensaio de ELISA para
avaliar a produgao das citocinas IL-12, TNF-a, IL-10 e TGF-B (Figura 5). Observamos que
ndo houve diferenca significativa na producdo de IL-12 entre células do controle ndo
infectado e ndo tratado com células do controle ndo infectado e tratado independente
do medicamento (Figura 5A). Entretanto, a infec¢do tanto pela cepa Udi1-CHO5 quanto
pela cepa Udi2-CHO5 aumentou a produgao de IL-12 quando comparadas com células
do controle ndo infectado ndo tratado. O tratamento com azitromicina ou espiramicina
aumentou a producdo de IL-12 nas células infectadas com Udil-CHO5 quando
comparados com células do controle ndo infectado e tratado. Durante a infec¢do por
essa cepa, o tratamento com a associagao de sulfadiazina e pirimetamina diminuiu a
producdo de IL-12 quando comparado com as células do controle infectado nao
tratado ou com células infectadas e tratadas com azitromicina. Por outro lado, durante
a infecgdo pela cepa Udi2-CHO5, observamos diminui¢cao da produgao de IL-12 em
células tratadas com espiramicina quando comparadas com células do controle ndo
infectado tratado. Para todos os tratamentos, observamos reducao da producdo de IL-
12 quando comparados com células do controle infectado ndo tratado. Com a
comparacdo entre as cepas submetidas ao mesmo tratamento, observamos reducao
na producdo de IL-12 nas células infectadas por Udi2-CHO5 e tratadas com azitromicina
(Figura 5A).

A produc¢do de TNF-a ndo foi alterada nas células do controle ndo infectado
ndo tratado quando comparado com as células do controle n3o infectado e tratado
independente do medicamento (Figura 5B). No entanto, com a infeccdo pela cepa
Udi1-CHO5, observamos reducdo na producdo de TNF-o apenas pelas células do
controle infectado ndo tratado e pelas células infectadas e tratadas com azitromicina
quando comparadas com seus respectivos controles. Ndo observamos diferenca
significativa na produgdo de TNF-a pelas células infectadas com Udi2-CHO5, tanto para
as células do controle infectado ndo tratado, quanto para as células infectadas e
tratadas com qualquer um dos medicamentos quando comparadas aos seus
respectivos controles. Observamos que o tratamento com associacdo de sulfadiazina e
pirimetamina nas células infectadas com Udi2-CHO5 aumentou a producdo de TNF-a

guando comparadas com as células do controle infectado ndo tratado ou células
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infectadas e tratadas com azitromicina. Na comparagdo entre as cepas, apenas para as
células submetidas ao tratamento com associacdo de sulfadiazina e pirimetamina foi
observado diferenga significativa, com maior producdo de TNF-a pelas células
infectadas com a cepa Udi2-CHO5 (Figura 5B).

A produgdo de IL-10 por células ndao infectadas e tratadas, independente do
medicamento, foi estatisticamente menor quando comparada com células do controle
nao infectado nao tratado (Figura 5C). Entretanto, ao comparar células sem infeccdo e
tratadas com células infectadas e tratadas, a producdo de IL-10 foi aumentada
significativamente por ambas as cepas. Observamos diminuigdo de IL-10 nas células
infectadas com Udil-CHO5 e tratadas com espiramicina quando comparadas com
células do controle infectado ndo tratado. Além disso, observamos redugao da
producdo de IL-10 apenas nas células infectadas por Udi2-CHO5 e tratadas com
associacdo de sulfadiazina e pirimetamina se compradas com células infectadas por
Udi1-CHO5 submetidas ao mesmo tratamento (Figura 5C). A produgdo de TGF-B ndo foi

alterada em nenhuma das situagdes (Figura 5D).
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6. DISCUSSAO

Formas graves de toxoplasmose ocular e congénita estdo relacionadas com a
infeccdo por cepas atipicas (AJZENBERG et al., 2009; BOUGHATTAS et al., 2011). Os
sinais clinicos da toxoplasmose congénita se apresentam de vdrias formas,
dependendo da cepa do parasito, da resposta imune materna e da idade gestacional
em que ocorre a infecgdo (SIBLEY et al., 2009; CARLIER et al., 2012). Os medicamentos
ja utilizados para o tratamento da toxoplasmose apresentam bons resultados em
evitar a infeccdo congénita, contudo, desencadeiam efeitos colaterais indesejaveis,
tanto para a mde quanto para o feto (MONTOYA; REMINGTON 2008; KAYE, 2011).

No presente estudo investigou-se a susceptibilidade de células BeWo a
infecgao por cepas atipicas de T. gondii e o efeito dos tratamentos com azitromicina,
espiramicina ou associagdo de sulfadiazina e pirimetamina no indice de infecgdo e
replicacdo dos parasitos.

Azitromicina e espiramicina ja foram utilizadas no tratamento de células
BeWo infectadas pela cepa virulenta RH de T. gondii (FRANCO et al., 2011). Com base
nesse estudo, as concentra¢des desses medicamentos utilizadas neste trabalho foram
definidas. Apesar de existirem estudos in vitro que utilizam associacdo entre
sulfadiazina e pirimetamina, a concentracdo de cada uma ndo é bem estabelecida.
Assim, foi utilizada a propor¢do de 25ug/ml de sulfadiazina para 1ug/ml de
pirimetamina de acordo com dados encontrados na literatura (DEROUIN; CHASTANG,
1989; MENECEUR et al., 2008; JIN et al., 2009).

Nas células BeWo, as concentracdes a partir de 400ug/ml,
independentemente do medicamento, foram toéxicas. Concentragbes altas de
sulfadiazina e pirimetamina ja foram consideradas tdxicas em experimentos in vitro
utilizando outras linhagens celulares (JIN et al.,, 2009; ROSSI et al., 2007). Os
antibioticos macrolideos também estdo relacionados com a citotoxicidade de acordo
com aumento da concentragdo do medicamento em culturas de células do figado e
fibroblastos (VILUKSELA et al., 1996; MILLROSE et al., 2009). O mesmo foi observado
em células trofoblasticas da linhagem BeWo (FRANCO et al., 2011). Uma vez
estabelecidas as concentragcbes menos toxicas, a concentracdo intermediaria de 100

ug/ml foi escolhida para a realizacdo dos experimentos.
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No presente estudo, a cepa Udi1-CHO5 infectou mais as células BeWo do que
a cepa Udi2-CHOS5, pois apresentou maior indice de invasao e replicacdo intracelular de
T. gondii. Essa diferenca entre as cepas pode estar relacionada a fatores de viruléncia,
ja que existe diferenca na expressdo de moléculas que diferenciam as cepas quanto a
viruléncia (DUBREMETZ; LEBRUN, 2012). Apds o tratamento das células, observamos
gue a azitromicina controlou os indices de infeccdo e replicacdo intracelular para
ambas as cepas, enquanto que a espiramicina reduziu o indice de infecg¢ao e replicagao
intracelular da cepa Udil-CHOS e a associacao de sulfadiazina e pirimetamina, diminuiu
a replicagdo da cepa Udi2-CHO5. Estudos in vitro e in vivo demonstram que
azitromicina possui um papel importante contra T. gondii porque consegue inibir a
replicacdo do parasito e a mortalidade de camundongos infectados (DEGERLIN et al.,
2003; ZHAO et al., 2010; FRANCO et al., 2011). A transmissdo vertical e ocular de T.
gondii também foi diminuida depois do tratamento com esse macrolideo (COSTA et al.,
2009; LOPES et al., 2009). Da mesma forma, neste trabalho, a azitromicina se mostrou
eficaz para controlar o parasitismo das cepas atipicas utilizadas.

Sulfadiazina e pirimetamina sao medicamentos que atuam inibindo enzimas
gue irdo impedir a duplicacdo do DNA do parasito durante a fase aguda da infec¢do. Os
macrolideos impedem a formacao dos peptideos, e consequentemente a traducdo de
proteinas, ao se ligaram no ribossomo do patégeno (SHINKAI et al., 2008; STEEL et al.
2012). Assim, esses medicamentos atuam diretamente no patégeno. Para verificar se
os medicamentos tinham efeito direto nas cepas atipicas estudadas, os parasitos de
ambas as cepas foram tratados antes da infec¢do de células BeWo. Observamos que a
azitromicina inibiu significativamente os indices de infeccdo e replicacao intracelular
em células infectadas tanto com parasitos tratados da cepa Udi1-CHO5 quanto da cepa
Udi2-CHO5, enquanto que espiramicina e associacdo de sulfadiazina e pirimetamina
controlaram o parasitismo somente da cepa Udi2-CHO5. O fato de os tratamentos
convencionais ndo controlarem o parasitismo na cepa Udil-CHO5 pode estar
relacionado a resisténcia do parasito a esses medicamentos, uma vez que ja foi
demonstrado que algumas cepas de T. gondii apresentam resisténcia natural a
sulfadiazina (ASPINALL et al., 2002; MENECEUR et al., 2008).

Durante a gestacdo, é necessario haver um balanco entre citocinas

inflamatdrias e anti-inflamatdrias (CHALLIS et al., 2009). A resposta imune durante a
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infeccdo por T. gondii é predominantemente pro-inflamatodria. IL-12, IFN-y e TNF-a sdo
essenciais no controle da infeccdo por patdgenos intracelulares como T. gondii (PIFER;
YAROVINSKY, 2011; KORNER et al., 2010). Contudo, um perfil de reposta inflamatdria
durante a infec¢do por T. gondii, de modo exacerbado na gravidez, pode resultar em
rejeicdo do feto, podendo levar ao aborto (SILVA; LANGONI, 2009).

T. gondii pode evadir da reposta imune do hospedeiro através de fatores de
viruléncia que conseguem controlar a produgao de citocinas. Sao esses fatores que
levam a significantes diferengas entre a viruléncia das cepas do parasito (DUBREMETZ;
LEBRUN, 2012). Cepas de viruléncia moderada induzem a expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias por meio da ativacdo de NF-kB, importante fator de transcri¢do para
citocinas proé-inflamatérias. Dessa maneira, essas cepas de T. gondii conseguem
coexistir com o hospedeiro, estabelecendo uma infeccdo cronica (HUNTER; SIBLEY,
2012).

Cepas virulentas modulam o sistema imune por apresentarem ROP16 que
esta relacionada com a fosforilacdo de sinais de transducdo e ativacdo de transcricao
(STAT) 3 e 6, que irdo diminuir a expressao de IL-12, reduzindo a inflamagdo e a
patologia (DUBREMETZ; LEBRUN, 2012; HUNTER; SIBLEY, 2012). Além disso, cepas
virulentas induzem a expressao de supressores de sinalizagdo de citocinas-1 (SOCS-1)
gue irdo inibir a sinalizacdo de STAT1, regulando a sinalizacdo de IFN-y (STUTZ et al.,
2012). Assim, essas cepas reduzem a expressdo de citocinas proé-inflamatdrias
permitindo o aumento da proliferagdao do parasito no hospedeiro. IL-12 é uma citocina
pro-inflamatdria que esta relacionada com a diferenciacdo de células Thl e inducdo de
IFN-y (VIGNALI; KUCHROO, 2012). Portanto, desempenha papel importante no
controle da infeccdo por T. gondii (DOGRUMAN-AL et al., 2011; PIFER; YAROVINSKY,
2011). No presente estudo, as cepas atipicas utilizadas induziram aumento da
producdo de IL-12, portanto, a reducdo do parasitismo pela cepa Udi2-CHO5, ndo esta
relacionada com essa citocina, uma vez que foi observado aumento da produgao dessa
citocina em ambas as cepas.

A inibicdao de citocinas pré-inflamatdrias por T. gondii esta relacionada com
uma modulacdo negativa de NF-kB pelo parasito (DENKERS, 2004). A expressdo de
acidos graxos nos taquizoitas € uma das maneiras de T. gondii prevenir a ativacdo de

NF-kB, inibindo a sintese de TNF-q, facilitando a infeccdo (DEBIERRE-GROCKIEGO,
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2010; DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2007). Por outro lado, o aumento da expressdo de
TNF-a pelas cepas de viruléncia moderada, esta relacionado com a habilidade em
induzir, no hospedeiro, respostas pro-inflamatdrias, resultando na diferenciagdo de
taquizoitas em bradizoitas, uma vez que ja foi demonstrado que TNF-a esta
relacionada com o aumento da formacdo de cistos (RICARD et al., 1996; SKARIAH et al.,
2010). Neste trabalho, a producdo de TNF-a esta relacionada ao parasitismo pelas
cepas atipicas e ndao ao tratamento, uma vez que ndo foi observado diferencga
significativa na producdo desta citocina pelas células ndo infectadas e tratadas,
independente do medicamento, comparadas com células do controle nao infectado
ndo tratado. A expressao dessa citocina foi menor durante a infeccdo pela cepa Udil-
CHO5, o que pode estar relacionado com a maior viruléncia dessa cepa nas células
BeWo.

IL-10 e TGF-B1 sdo importantes no desenvolvimento do feto semi-alogénico.
IL-10 promove implantagdao e desenvolvimento do feto enquanto que TGF-B exerce
papel importante no processo de invasdo do trofoblasto (ORTIZ-ALEGRIA et al., 2010;
Ll et al., 2012). Além disso, essas citocinas sdo importantes contra rejeicdo do feto pelo
sistema imune materno porque promovem a diferenciacdo de células T reguladoras
(Treg) que sdo capazes de regular negativamente, tanto citocinas do perfil Th1 quanto
do perfil Th2, permitindo o balanco entre citocinas anti e prd-inflamatdrias necessarias
durante a gestacdo (WARNING et al., 2011; ERNERUDH et al., 2011; CLARK; CHAOUAT,
2012). Contudo, a expressdao dessas citocinas pode aumentar a susceptibilidade a
infeccdo de patdgenos intracelulares (CHALLIS et al., 2009).

T. gondii consegue invadir e replicar nas células BeWo, especialmente quando
elas sdo estimuladas com IL-10 e TGF-B1 (BARBOSA et al., 2008). Essas citocinas
controlam a infec¢do de T. gondii pela inibi¢do de citocinas pré-inflamatdrias (GADDI
et al.,, 2007; COUPER et al 2008). IL-10, por exemplo, controla a sintese de IFN-y em
linfdcitos e células NK, prevenindo uma resposta imune na presenca de T. gondii e ao
mesmo tempo contribuindo para o sucesso da gestacdo (SILVA; LANGONI, 2009). No
presente estudo observamos aumento na produgao de IL-10 apds a infecgao pelas
cepas atipicas, que pode ser outro mecanismo que os parasitos utilizam para evadir da
resposta imune do hospedeiro. Por outro lado, TGF-B1 parece ndo ser importante

nesse modelo experimental, uma vez que ndo houve alteragdao de sua expressao.
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Macrolideos pertencem a uma classe de antibidticos que desempenham um
papel importante no tratamento de doencas infecciosas. Esses antibidticos exercem
tanto atividades anti-inflamatérias quanto imunomodulatérias (MIN et al.,, 2012;
KWIATKOWSKA; MASLINSKA, 2012). Macrolideos inibem a ativacdo de vias de
sinalizagdo proé-inflamatéria, como NF-kB, e também sdo capazes de inibir a
fosforilacdo dos sinais extracelulares regulados por quinase (ERK), que também sdo
importantes para a expressdo de citocinas pré-inflamatérias (GIAMARELLOS-
BOURBOULIS, 2008; SRIVASTAVA et al., 2011; HIWATASHI et al., 2011). Dessa forma,
estudos mostram que azitromicina e espiramicina inibem a expressao de citocinas pro-
inflamatdérias como TNF-a, IL-12 e IL-1B e induz expressdao de citocinas anti-
inflamatdrias (MOUTARD et al., 1999; CAl et al., 2012; BANJANAC et al., 2011; FRANCO
et al., 2011; BOSNAR et al., 2011). No presente estudo, observamos que a reducdo do
parasitismo da cepa Udil-CHO5 pelo tratamento com azitromicina ndo esta
relacionado com a acdo das citocinas analisadas. Ja a reducdo do parasitismo da cepa
Udi2-CHO5 por azitromicina pode estar relacionada com a diminuicdo da producdo de
IL-12 observada nas células infectadas e tratadas em relagdo com células ndo tratadas.

A diversidade de cepas é uma estratégia evolutiva que pode ter um impacto
nas caracteristicas bioldgicas relacionadas com parametros biomédicas, tais como a
viruléncia e resisténcia as drogas. Existem muitos estudos que demonstram a
variedade de cepas atipicas, tanto no Brasil como em outros paises. Porém, esses
estudos estdo relacionados com genotipagem dessas cepas (KHAN et al., 2011; SU et
al., 2012; PENA et al.,, 2013; CARNEIRO et al., 2013; CLEMENTINO ANDRADE et al.,
2013).

A relacdo parasito/hospedeiro de cepas atipicas ainda ndo esta estabelecida.
Dessa forma, a maior susceptibilidade das células BeWo a infecgao pela cepa Udil-
CHO5 pode estar relacionada com a diminui¢do da producdo de TNF-a pela cepa. Além
disso, a reducdo do parasitismo dessa cepa pelos medicamentos, ndo esta relacionada
com as citocinas analisadas, mas com mecanismos da cepa de manter a infec¢do. Por
outro lado, a redugdo do parasitismo da cepa atipica Udi2-CHO5 pelo tratamento com
azitromicina pode estar relacionada com a diminuicdo da producdo de IL-12. Assim,
esse trabalho demonstrou que células BeWo s3o mais susceptiveis a infeccdo pela

cepa Udil-CHO5 do que pela cepa Udi2-CHO5 de T. gondii e que o tratamento com
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azitromicina foi mais eficiente em controlar a infec¢do e replicacdo do parasito do que

os tratamentos convencionais utilizados.
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7. CONCLUSOES
Azitromicina, espiramicina e a associacdo de sulfadiazina e pirimetamina
apresentam citotoxicidade para as células BeWo em concentragdes a partir de
400pg/mL ;
A cepa Udil-CHO5 infecta mais as células BeWo que a cepa Udi2-CHO5 e o
tratamento das células infectadas com azitromicina foi capaz de controlar tanto
o indice de infeccdo quanto de replicacdo intracelular das duas cepas;
Os parasitos de ambas as cepas quando foram tratados previamente a
infecgdao, apresentaram maior susceptibilidade ao tratamento com azitromicina
apresentando menores indices de infec¢do e replicacdo em relagdo aos outros
medicamentos.
A producdo das citocinas IL-12, TNF-a e IL-10 por células BeWo infectadas esta
relacionada com a infec¢ao pelas cepas Udil-CHO5 e Udi2-CHO5 e nao com os

medicamentos utilizados.
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U'. Universidade Federal de Uberlandia
J Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacio
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Judo Naves de Avilu._ n”2121 = Bloco A- sala 224 - Camnpus Santa MoOvica - Uberlandia-MG =

CEP 38408-144 . FONE (034)3239-413]; e-mail: cep @propp.ufu br

Uberlandia, 23 de setembro de 201 1.

MI/PROPP/CEP/UFU/057/11

De:  Prof®. r*. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do Comité de Etica na Pesquisa com Seres-Humanos

Para: Prof”. Dr*. Eloisa Amalia Vieira Ferro
Instituto de Ciéncias Biomédicas — ICBIM/UFU

Prezado Senhora,

Com respeito ao protocolo registrado no CEP/UFU sob o n° 249/11: “Analise da
producdo de citocinas por células trofoblasticas humanas (linhagem BeWo)
infectadas por dois isolados de Toxoplasma gondii de Uberlandia, MG, Brasil”, o
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos observou que a pesquisa ndo avaliard
sujeitos de pesquisa Seres Humanos ou material biolégico diretamente doado por seres
humanos. Diante dessa observacio e pautado na Resolucdo 196/96-CNS o CEP/UFU
informa que néo fornecerd parecer para a pesquisa supracitada.

Atenciosamente,
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Prof®. Dr®. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora CEP/UFU
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ANEXO Il

@J Universidade Federal de Uberlandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao
Comissé&o de Etica na Utilizagao de Animais (CEUA)
Avenida Joao Naves de Avila, n®. 2160 - Bloco A - Campus Santa Ménica -
Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceua@propp.ufu.br;
www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 101/11 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 049/11

Projeto Pesquisa: “Avaliacao da transmissao vertical de Toxoplasma gondii em
Calomys callosus cronicamente infectados pela cepa ME-49 e reinfectados
com isolados Udi-1 CH-05 e Udi-2CH-05".

Pesquisador Responsavel: Eloisa Amalia Vieira Ferro

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacao e da metodologia apresentadas.

SITUAGAQ: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia, 05 de julho de 2011
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Prof. Dr. Evandro de Abreu Fernandes
Presidente da CEUA/UFU



