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RESUMO

Neste trabalho foi avaliado o potencial de reativacdo da Toxoplasmose em
modelo murino imunocomprometido, que mimetiza a imunossupressdo para tanto foi
utilizado camundongos BALB/c(40dias), foram infectados com 20 cistos da cepa ME49
de Toxoplasma gondii, e apdés 60dias foi iniciado o tratamento com drogas
imunossupressoras (Azatioprina, 10mg/kg, cinco vezes por semana em dias seguidos;
Dexametasona, 2.5mg/kg por dia, por camundongo, trés vezes por semana em dias
alternados; Acetato de cortisona em 50mg duas vezes por semana em injecao
subcuténea de acetato de cortisona sozinho ou associado com seus devidos controles).
O tratamento foi mantido por 28 dias. O uso da Dexametasona ou da azatioprina
isoladas ou associadas, ndo causou um fator de reativacdo por exames soroldgicos,
histopatologicos ou clinico, porém associadas ao acetato de cortisona levou a um
diagnostico clinico associativo a um quadro de reativacao, devido a lesGes epidérmicas
em 62,5% dos camundongos desse lote em comparacdo com seus devidos controles,

contudo néo foi observada mortalidade em nenhum dos grupos testados.

Palavras-chave: Toxoplasmose, drogas imunossupressoras, modelo murino



ABSTRACT

This work was evaluated for the potential reactivation of Toxoplasmosis in murine
model similar to human immunosuppression being developed in BALB / ¢ mice, which
were 40 days infected with 20 cysts of ME49 strain of Toxoplasma gondii and after 60
days was initiated treatment with immunosuppressant drugs, Azathioprine in dosage of
10mg/kg five times a week in days, Dexametasone in dosage 2.5mg/kg per day per
mouse, three times per week on alternate days, Cortisone acetate in 50mg twice a week
in subcutaneous injection of cortisone acetate alone, or associated with its proper
controls. Treatment was continued for 28 days. The use of the Dexametasona or
Azathioprine isolated or associated with, a factor not caused by reactivation of
serological tests, clinical or histopathological but associated with cortisone acetate led to
a clinical diagnostic framework of a voluntary recall because of injuries in epidermal
62.5% of the mice that lot compared to its proper controls, however mortality was not

observed in any of the groups tested.

Key words: Toxoplasmosis, immunosupressive drugs, murine model



1.INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii € um protozoario parasito comum no homem e em muitos outros
animais de sangue quente. Os gatos domésticos e outros felideos atuam como hospedeiros
definitivos, e sdo capazes de disseminar oocistos de T. gondii através de suas fezes (Tenter
et al 2000; Dubey & Odening 2001). A contaminacdo dos mesmos ocorre apos a ingestao de
cistos teciduais de animais infectados ou através de oocistos presentes no solo, o qual
constitui uma fonte continua de infeccéo para humanos e animais (Devada et al 1998). Apds a
ingestdo dos oocistos ocorre a liberacdo dos esporozoitas que infecta o epitélio intestinal do
hospedeiro intermediario, produzem as formas assexuadas de taquizoitos, ocorrendo assim
uma infeccdo aguda e talvez, posteriormente uma infeccdo cronica com o desenvolvimento
das formas taquizoiticas em bradizoitas.Os taquizoitos penetram em células nucleadas,
multiplicam-se rapidamente(taks= rapido em grego), rompendo a célula hospedeira e liberam
taquizoitos, que infectaram as células adjacentes causando uma infeccdo sistémica, e logo
apos alguns dias ocorrera a formacao de cistos teciduais contendo bradizoitos que sera outro
estagio do parasito podendo permanecer viaveis por varios anos, muitas vezes por toda a vida
do hospedeiro (Frenkel 1996; kawazoe 2003, Dubey et al 1998a, Dubey 2004).

Observa-se neste parasito vasta distribuicdo geografica e excepcional resisténcia,
atravessando grandes distancias (aves migratorias) e persistindo as adversidades ambientais
como a variacdo de temperatura e umidade, permitindo-nos predizer que 0 mesmo
apresentaria alta diversidade genética (Sibley & Boothroyd 1992). Porém,
surpreendentemente o parasito parece reproduzir clonalmente apresentando uma diversidade
genética consideravelmente baixa entre as linhagens de T. gondii isoladas (Dardé et al 1992;
Sibley & Boothroyd 1992; Lehmann et al 2000). Diferentes cepas tém sido isoladas e séo,
geralmente, classificadas como virulentas ou avirulentas com base na sua patogenicidade
e/ou antigenicidade para modelo experimental com camundongo, que por sua vez sera
resistentes ou susceptiveis (Ferreira 2005). Uma das cepas mais usadas como padrdo na
comparacao entre as cepas e a cepa RH que foi isolada em 1939 de uma crianga com quadro
letal de encefalite toxoplasmica, tendo como principal critério para avaliar sua viruléncia a
porcentagem de mortalidade e em outro lado temos as cepas avirulentas como a ME49 que
foi isolada da musculatura de carneiro (Ferreira 2005). Na infeccdo em individuos
imunocompetentes, com uma breve fase aguda caracterizada pela proliferacdo de taquizoitos

convertida em um estagio latente caracterizado por um lento crescimento de bradizoitas no
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interior de cistos teciduais, localizados principalmente no cérebro e muasculo esquelético

(Djurkovic-Djakovic et al 2001) Contudo, se o balanco entre as defesas imunes do hospedeiro
e o parasito, sofrerem um desequilibrio, uma nova proliferacdo do parasito pode ocorrer
levando a uma reativacdo de uma infeccéo cronica (Porter & Sande 1992). Com o surgimento
da AIDS e o uso de terapias imunossupressoras intensas para tratamento de doencas
malignas ou sistémicas, bem como, no tratamento pré/pés transplantes de 6rgaos e tecidos,
tem-se estabelecido uma populacdo de individuos imunocomprometidos suscetiveis a
reativacdo de patdgenos oportunistas, incluindo o T. gondii (Bernsteen et al 1999). As
Infecgbes por T. gondii tem sido relatadas em pacientes transplantados que receberam
coracdo (Anthuber et al 1991), rim (Renoult et al 1991), figado (Kusne et al 1986) e medula
ossea (Derouin et al 1992). Estas foram provavelmente devido a reativacdo de cistos latentes
de T. gondii nos pacientes receptores, embora infeccdo primaria possa ser causada por

transmissao do parasito em transplante de érgaos (Renoult et al 1991).

1.1. Historico

O T. gondii foi descoberto em 1908, simultaneamente, por Alfonso Splendore, no Brasil em
Sé&o Paulo, de forma independente, em coelhos por Nicole & Manceaux, em um roedor,
Ctenodatylus gondi, no Instituto Pasteur da Tunisia no norte da Africa. Na ocasido estes
pesquisadores acharam tratar-se de um membro do género Leishmania e o batizaram de
Leishmania gondii (Janku 1923; Veronesi 2002).

Nicolle e Manceaux 1909 caracterizaram o parasito como uma nova espécie batizando-
o de Toxoplasma gondii. O nome Toxoplasma é derivado de sua forma crescente (toxon= arco
e plasma= forma, em grego) e gondii deriva do home do roedor onde primeiro foi identificado.
A descoberta quase que ao mesmo tempo do parasito em dois continentes e em duas
espécies diferentes de hospedeiros, permitiu prever a ampla distribuicdo geografica e a
grande variedade de hospedeiros do novo protozoario no reino animal (Amato Neto et al
1995). As primeiras implicagcbes em humanos datam de 1923, quando foi associado a cistos
oculares em uma crianga de 11 anos com hidrocefalia, por Janku em Praga. Pouco tempo
depois no Rio de Janeiro em 1927, Torres relatava a presenca do parasito em cortes
histolégicos de musculatura cardiaca, esquelética e de cérebro de recém-nascido falecido
com 29 dias de vida, especulando que doenca poderia ter uma possivel forma de transmisséo

congeénita. Levaditi et al 1928 foram os primeiros a descrever 0s cistos teciduais como estagio
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persistente do parasito. Pinkerton & Weinman 1940 foram os primeiros a relatar um caso de

morte por toxoplasmose disseminada em um adulto humano. (Weinman & Chandler 1954).
Foi observado por Dardé1992, Howe et al 1995, Sibley et al 1992 uma populagdo com uma
estrutura altamente clonal e observadas variagdes substanciais na progressao e severidade
da infeccdo toxoplasmica, estas diferencas tém sido atribuidas a fatores genéticos do
hospedeiro e do parasito (Mcleod et al 1989; Suzuki et al 1991; Suzuki et al 1996; Robert et al
1996) e ndo obstante a oportunidade de recombinacéo durante o ciclo sexuado, foi observada
em microrganismos com populacdes clonais (Dardé 1992; Sibley et al 1992; Howe et al 1996).
A partir da década de 80 com a infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) foi
caracterizada a encefalite toxoplasmica como a manifestacdo mais comum, e demonstrando
notaveis nameros entre os portadores dessa virose (lescano et al 2004) os primeiros relatos
dessa associacdo ocorreram por Luft et al 1984 que relatou o primeiro caso de toxoplasmose
do sistema nervoso central num paciente aidético. Nestes individuos, o quadro de
toxoplasmose aguda geralmente € resultado da reativacdo de uma infeccao crbnica (Porter &
Sande 1992), e no caso de uma primoinfeccdo em individuo imunocomprometido, a
toxoplasmose geralmente apresenta-se com na forma de doenca pulmonar e encefalite difusa
(Luft 1989). O periodo de incubagdo pode variar conforme, idade, sexo, doenca de base, e o
tipo de forma evolutiva do parasito que foi ingerida, como em Bonametti et al que estudo um
surto pela ingestdo de carne crua, com essas variantes e observou o periodo de incubacéo
entre 6 a 13 dias com o aparecimento de sintomas menos especificos como febre, mialgia,
cefaléia adenomegalia e mais caracteristicos como Hepatomegalia, esplenomegalia,

exantema.

1.1.2. Modelo animal em estudos experimentais

O modelo experimental em animais, ou melhor, modelo humano de doenga foi
inicialmente estudada por Claude Bernard, por volta de 1865, em seus estudos de fisiologia
que lancou os principios do uso de animais como modelo de estudo e transposi¢do para a
fisiologia humana (Fagundes et al 2004). ApOs este marco outros trabalhos pioneiros foram
desenvolvidos como Jenner que testou a sua hipOtese da vacinacdo a partir de seus
conhecimentos da doenca no gado leiteiro, Pasteur que testou a sua teoria da imunizagéo da
raiva a partir de macerado do cérebro de um céo raivoso, Kock que estabeleceu de forma

cabal e inequivoca, pela primeira vez na historia, a relagcdo causal entre um agente
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microbioldégico e uma doenga, estudando o carbdnculo que afetava o gado (Nunn 1996,

Rutkow 1993, Lyons et al 1987). A opcdo por um modelo animal pode se fazer explicar por
aspectos éticos, por ser menos oneroso comparado com modelos em humanos que alem do
custo poderam demandar mais tempo, maior niumero de amostra ou a até mesmo fatores
ligados a doenca em questdo podendo vir a ter uma baixa incidéncia ou prevaléncia,
dificultando o numero de casos, alem disso ainda existe a possibilidade da doenca estudada
ser de grande viruléncia. Contudo podemos destacar que em modelos com o uso de animais
ocorre a necessidade de grupos controles e a escolha de um tratamento padrdo ou até
mesmo o uso eventual de um placebo (Levin 1987, Fletcher et al 1996). Deve-se manter um
enorme cuidado com a extrapolacdo de resultados de experimentos sobre espécies néo-
humanas para humanos, pois carrega controvérsias suficientes para décadas de pesquisa. O
gue é nocivo ou ineficaz para espécies ndo - humanas pode ser in6cuo ou eficiente em
humanos. Por exemplo, a penicilina é fatal para porcos da india, mas geralmente bem
tolerada por seres humanos; a aspirina € teratogénica em gatos, caes, porcos da india, ratos,
camundongos e macacos, mas obviamente ndo para mulheres gravidas, com um consumo
freqUente. A talidomida, que deformou 10.000 criancgas, ndo causa defeitos de nascimento em
ratos ou muitas outras espécies, mas o faz em primatas (Salén et al1995). Para a realizacao
da escolha de um modelo animal a ser utilizado ficamos tentados a pensar o quanto a espécie
se assemelha ao modelo humano, toda via a proximidade filogenética ndo garante sucesso do
modelo, como realizado com chipanzé em pesquisa com o virus da AIDS (Salén 1995, Lynette
1998) Da mesma forma, € decisivo que os fenbmenos patolégicos e o resultado de uma
doenca ou afeccdo induzida na espécie testada se pareca com os respectivos fenbmenos
patolégicos na espécie alvo (Salén 1995, Lynette 1998). Quando o modelo experimental
envolve drogas e toxina deve-se levar em relevancia o metabolismo do animal em questéo,
como no caso de pequenos roedores que possuem metabolismo muitas vezes mais rapido do
que o de humanos, com 0rgdos viscerais que controlam e exercem 0 metabolismo,
desempenhando um crescimento mais devagar do que o tamanho corporal como um todo.
Ressaltando que o metabolismo relaciona-se com aproximadamente 2/3 da poténcia do peso
corporal total (0 chamado peso corporal metabdlico). Levando a calcular doses experimentais
de acordo com o peso corporal metabolico (Calabrese 1991).



1.2. Aspectos da biologia basicado T. gondii

O toxoplasma gondii e um parasito pertencente ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa,
subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiida, subordem Eimeriina, familia Sarcocystidae,
subfamilia Toxoplasmatinae, género Toxoplasma e espécie Unica Toxoplasma gondii
(Kawazoe 2003), apresenta um processo vital complexo com dois tipos de hospedeiros e
ciclos (Antunes 1984) O ciclo de vida pode ser dividido em duas fases: no hospedeiro
intermediario ocorre apenas o ciclo assexuado da reproducédo, enquanto que no hospedeiro
definitivo (felinos) primeiramente ocorre uma fase assexuada seguida posteriormente por uma
fase sexuada de reproducdo (kawazoe 2003). E um parasito intracelular que invade a célula
hospedeira, evitando sua destruicdo pelo sistema imune (Volker et al 2001). A célula
infectada, entretanto, tem a capacidade de opor-se a invasdo do patdgeno iniciando sua
prépria morte, num processo chamado morte celular programada ou apoptose (Volker et al
2001), no qual células apoptéticas sado reconhecidas e fagocitadas por macrofagos. Este
mecanismo de defesa do hospedeiro representa forte pressao seletiva sobre os parasitos. Em
geral, a infeccdo por T. gondii induz a uma resposta imunoldgica potente e protetora, que €
insuficiente para eliminar completamente o parasito (Denkers et al 2004); que desenvolve
estratégias para modular o programa apoptoético a seu favor. O T. gondii faz parte do grupo de
parasitos que inibem a apoptose das células hospedeiras, ganhando mais tempo para sua

replicacdo (Moss et al 1999).

1.2.1. O ciclo do parasito

O T. gondii apresenta um ciclo de vida que pode ser dividido em duas fases, uma em
um hospedeiro intermediario e outra em um hospedeiro definitivo (Figura 1), sendo os felinos
os hospedeiros definitivos e 0 homem e os demais animais de sangue quente considerado

hospedeiros intermediarios (Dubey et al 1998b, kawazoe 2003).



1.2.2. Ciclo no hospedeiro definitivo

O hospedeiro definitivo do toxoplasma gondii sdo os felinos, neste o protozoario iniciara
sua infeccao pela invasdo as células do intestino delgado devido ao rompimento de cistos
teciduais em carne ingerida, onde se dard o inicio ao ciclo enteroepitelial (reproducéo sexuada
do parasito) (Dubey et al 1998b, Frenkel et al 1970). Alguns penetram na lamina propria
intestinal e multiplicam-se como taquizoitos que fardo o ciclo assexuado no hospedeiro
definitivo, outros por sua vez, penetram nas células epiteliais do intestino delgado e iniciam o
desenvolvimento de numerosas geracdes assexuadas chamadas esquizontes (Dubey &
Frenkel 1972). Em seguida sdo formados gametas masculinos (microgametas, moveis,
biflagelados) e femininos (macrogametas, iméveis), apds a fertilizacdo dos macrogametas
pelos microgametas, inicia-se a formacéo da parede do oocisto ao redor do gameta fertilizado.
Quando o oocisto estd maduro, € liberado no lumen intestinal, via ruptura das células do
epitélio. Posteriormente o oocisto € liberado nas fezes ainda ndo esporulado, sofrendo o
processo de esporulacdo no meio externo dentro de 1-5 dias dependendo das condicGes
ambientais (Dubey 1998a; Dubey 2004).
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Figura: 1- Ciclo do T.gondii, com suas vérias formas de infecgéo para o homem. (Hill and Dubey 2002)



1.2.3. Ciclo no hospedeiro intermediario

O T. gondii é um parasito intracelular obrigatério que desenvolveu diversas vias
potenciais de transmissdo, sendo capaz de infectar provavelmente todos os animais de
sangue quente, tornando-se um dos protozoarios parasitas mais bem sucedidos (Tenter et al
2000; Boothruyd & Grigg 2002).

Apé6s a infeccdo com qualquer forma infectante do parasito, desenvolve-se em
taquizoitos, que se dividem rapidamente por sucessivas endodiogenias dentro de diferentes
células hospedeiras, o tempo de cada diviséo € de seis a oito horas para uma cepa virulenta
(cepa tipo 1) (Kasper & Boothroyd 1992).Apo6s rapida passagem pelo epitélio intestinal ira
penetrar em células nucleadas do organismo formando o vacuolo parasitoforo, dando
continuidade a multiplicacdo por endodiogenia (Dubey 2004) quando o nimero de taquizoitos
intracelulares aproxima-se de 64-128, a célula é rompida liberando os parasitas que passam a
invadir as células adjacentes, esta fase € conhecida como fase aguda da infec¢do. Dentro de
aproximadamente dez dias a maioria dos taquizoitos sdo destruidos pela resposta
imunologica humoral e celular do hospedeiro, pela producdo de células B que produzem
imunoglobulinas das classes M, G, A e E contra antigenos de T. gondii, estas na presenca de
complemento permitem a lise de taquizoitas extracelulares (Bhopale 2003; Schreiber &
Feldman 1980) ndo possuindo agcdo entretanto sobre os parasitas intracelulares (Roberts &
Mcleod 1999). Ap6s o surgimento da imunidade especifica, os taquizoitos desaparecem dos
tecidos, permanecendo viaveis sobre a forma de bradizoitos que sédo formas parecidas com
0s taquizoitos, porém, de multiplicacdo lenta, estando dentro de cistos teciduais (Kawazoe
2003; Frenkel 1996). Estes cistos ndo podem ser destruidos pelo sistema imune e podem
permitir a reagudizacdo de um quadro crénico de toxoplasmose, se houver alguma ruptura do
equilibrio imune (Roberts & Mcleod 1999; Filisetti & Candolfi 2004), podem permanecer
viaveis por toda a vida do hospedeiro possuindo alta afinidade por tecidos nervosos (olhos e
cérebro) e musculares (esquelética estriada e cardiaca) (Dubey & Beattie 1988; Dubey 1998
a; Tenter et al 2000, Dubey 2004).



1.2.4. Formas oocisticas

A forma oocistica faz parte do ciclo assexuado do parasito, tendo inicio pela ingestao
do parasito na forma de cisto tecidual por felinos resultando nas formas de macro e
microgametas, a fusdo dos gametas produzem um zigoto, que secreta uma membrana cistica
rigida, que é eliminada juntamente com as fezes do felino como oocistos ndo esporulados.
Durante a fase aguda um felino pode liberar até 100 milhdes de oocistos por dia (Montoya &
Liensefeld 2004).

Apds 1 a 5 dias de exposicao ao ar e a temperatura ambiente 0s oocistos esporulam e
produzem dois esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitas (Dubey et al 1997).
Entdo tais oocisto se tornam altamente infectantes e viaveis por muitos anos no solo até
serem ingeridos pelo hospedeiro intermediario, liberando esporozoitos que invadem o epitélio
intestinal e produzem a forma assexuada do parasito os taquizoitos que iram desencadear a

forma aguda a doenca.

1.2.5. Formas taquizoiticas

Possuem o formato de um arco e apresenta em média 6,0 ym de comprimento e 2,0
pm de largura (Neves 2003; Dubey et al 1998a). Quando observados em microscopia
eletrbnica, visualiza-se um complexo apical anterior constituido por um anel condide de fibras,
espiraladas, roptrias e micronemas, que estao envolvidos no processo de penetracdo celular
do parasito e também, ao centro, o nucleo, as mitocéndrias, o aparelho de Golgi e os
microtubulos (Dubey et al 1998a) (Figura.2).As formas taquizoiticas exigem um habitat
intracelular para sobrevivéncia e multiplicacdo, que quando continua conduz a ruptura das
células e liberacdo de tais formas que invadem outras células ou sdo fagocitadas e
transportadas para outras areas do corpo através do sangue e linfa (Dubey et al1998b).
Taquizoitos sdo vistos na infeccdo primaria ou reativadas, e sua presenca € a marca de
infeccdo aguda (Weinrach et al 1954). Este processo leva a uma forte reacdo inflamatoéria e
destruicdo tecidual, causando as manifestacdes clinicas da toxoplasmose, (Montoya &
Liesenfield 2004).

Por causa de variacbes osmoticas 0s taquizoitos sdo as formas menos resistentes do

parasito, sendo facilmente destruidos pelas condicbes ambientais, ou pelo suco géstrico.
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FIGURA 2- Taquizoitos em macréfagos : 2 formas em roseta corado em Giemsa.Fonte: Dubey et al 2005.

1.2.6. Formas Bradizoiticas e cisticas

O bradizoito €, morfologicamente, muito similar ao taquizoito(Figura 3), porém
permanece no interior do cisto e multiplica-se lentamente. Essa reproducédo lenta do
bradizoito, também por endodiogenia, representa uma forma evolutiva do ciclo iniciada
conforme o controle da infeccdo pelo sistema imunolégico do hospedeiro, resultando na
formacdo de grandes aglomerados parasitarios, ou seja, alguns taquizoitos invadem as
células e, apés a proliferacéo inicial, desenvolvem uma cépsula cistica na parede do vacuolo
parasitéforo, diminuindo o seu metabolismo e transformando-se em bradizoitos, que pela
constante resposta imunolégica permanecem no interior do cisto sem despertar
sintomatologia significante no hospedeiro por meses e até mesmo anos (Amato neto et al
1995). Biologicamente, os bradizoitos se diferenciam dos taquizoitos pelo fato dos primeiros
sobreviverem ao processo digestivo no estbmago, enquanto 0 mesmo ndo ocorre com 0S
taquizoitos. Os bradizoitos apresentam um depésito maior de acucar sob a forma de granulos
de glicogénio, alguns vacuolos e um nucleo situado nas proximidades do polo posterior
(Dubey et al 1998b). Em modelos experimentais foram demonstrados que cistos teciduais sao
formados entre 5 e 6 dias pds- infeccdo oral com bradizoitos em camundongos e entre 6 e 7
dias pos infeccdo oral com oocistos (Dubey et al 1997).

Nas formas cisticas a variacdo da localizacao tecidual pode causar uma variavel na forma,
mas geralmente é redondo, medindo entre 20 e 200 um (Dubey et al 1998b) (Figura 3-c). Os
cistos possuem membrana dupla sendo resistentes a enzimas proteoliticas e a resfriamento a
4°c por 30 dias (Amato Neto et al 1995) Acredita-se, que, fatores relacionados ao
desenvolvimento da imunidade induzem a formacgéo de cistos tissulares (Dubey et al 1998b),
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como temperatura mais elevada e oxido nitrico (Lyons et al 2002) Admite-se que o cisto ndo
permite a penetracdo de agentes medicamentosos ativos ou a atuacéo de anticorpos, e, por
outro lado, impedem a saida de produtos metabdlicos desencadeadores de inflamacéo local.
Tais fatos, se verdadeiros, explicariam diversos aspectos da patogenia e terapéutica da

toxoplasmose (Ambroise 2000).

FIGURA: 3-(A) Taquizoitos em esfregaco de pulmé&o; (B) Corte de tecido muscular com cisto, que inclui muitos

mindsculos bradizoitos em seu interior corado com hematoxilina e eosina; (C) Tecido de cérebro com centenas
de bradizoitos; (D) Esquizontes com varios merozoitas em esfregaco de intestino de gatos infectados; (E)Gameta
masculino com dois flagelos, corado em Giemsa; (F)Oocisto esporulado de fezes de gato; (G)Oocisto esporulado

com uma fina parede e dois esporocistos, e cada esporocisto com quatro esporozoitos (Hill and Dubey 2002).
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FIGURA: 4- Cistos de T.gondii (ME49), em tecido cerebral de camundongo. A barra representa 50um

Hematoxilina e Eosina.(Galisteo JR 2004)

FIGURA:5- Cisto de Toxoplasma gondii 100 dias apds inoculag&o.(A)10um (B)perivascular 100pm corado em

Hematoxilina e Eosina.( Martinez-Carrasco et al. 2005)
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1.2.7. Cepas de Toxoplasma gondii e propostas de animais-modelo na pesquisa

experimental

A analise genética populacional baseada no Polimorfismo no Comprimento dos
Fragmentos de Restricdo (RFLPs) indica que T. gondii consiste em apenas trés linhagens
clonais, designada tipos I, 1l e lll, que ocorrem tanto em animais como em seres humanos
(Howe et al 1995).

A possibilidade de que o gendtipo do parasito influencie a gravidade da doenca em humanos,
€ suportada por diferencas na viruléncia, observada em modelos animais experimentais
(Dubey et al 2003a). Essa diferenca esta associada aos trés diferentes linhagens, a do tipo |
possui dose letal absoluta com um Unico parasito viavel, sendo chamada de linhagem
virulenta e esta relacionada a toxoplasmose humana congénita, enquanto que as linhagens do
tipo Il (estdo ligadas a casos de reativagao da infeccao cronica) e a tipo Il (estdo associadas
as infeccoes em animais) (Ferreira 2005) e ambas possuem uma dose letal de 50% em
in6culos iguais ou maiores que mil parasitos, provocando facilmente infeccdo crénica e sao
consideradas avirulentas (Howe et al 1996). Existem muitas explicagcdes possiveis para a
estrutura populacional clonal do T. gondii, em primeiro lugar, o parasito pode ser transmitido
entre hospedeiros intermediarios, através do carnivorismo e necrofagia, ndo passando pelo
ciclo sexual no hospedeiro definitivo (Howe & Sibley 1995; Su et al 2003). Em segundo lugar,
muitos macrogametas néo fertilizados permanecem viaveis no hospedeiro definitivo, podendo
formar oocistos por partenogénese (Ferguson 2002). Em terceiro lugar, é provavelmente raro
0 encontro de felinos naturalmente infectados simultaneamente por duas diferentes linhagens
de T. gondii (Boothroyd & Grigg 2002). A alta viruléncia da linhagem do tipo | foi
primeiramente explicada, como sendo resultado das sucessivas passagens entre hospedeiros
ou talvez resultado de condi¢gGes ambientais. Este ponto de vista foi reforgado pelo isolamento
precoce da cepa RH em 1939 por Sabin, esta cepa é caracteristica do tipo |, sendo letal para
camundongos mesmo em baixos indculos. Um padrdo semelhante também foi visto em um
grande grupo independente de amostras analisadas por eletroforese de isoenzimas em
multilocus (Darde’1992). A cepa tipo | quando injetados em camundongos alogénicos
(SWISS) ou Isogénicos (BALB/c) e C57BL/6) a cepa RH leva-os a morte e por isso é
considerada como uma cepa altamente virulenta, uma dose de 10° taquizoitos desta cepa
seria suficiente para matar em 6-7dias camundongos BALB/c(Ferreira GLS 2005). Em estudos

gue relacionaram a viruléncia aguda de cepas do tipo | de T. gondii com a capacidade destas
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de gerar uma resposta imunoldgica com niveis extremamente altos de citocinas do grupo Thi,
que provavelmente contribuiria com a leséo tecidual e até morte do individuo, enquanto que
as cepas avirulentas dos tipos Il e lll gerariam também uma resposta do tipo Thl, mas com as
citocinas em niveis adequados (Sibley 2003; Gavrilescu & Denkers 2001; Mordue et al 2001;
Saeij et al 2005). Muitas destas informac¢des, no entanto, foram obtidas de modelos
experimentais em camundongos, ndo podendo ser diretamente transpostas para o modelo
humano, e necessitando de estudos mais aprofundados (Filisetti & Candolfi, 2004).

Em contrapartida, tanto as cepas tipo Il e Ill foram igualmente prevalente em uma
amostra de 34 animais naturalmente infectados, sugerindo uma determinada associacdo do
parasito com o gendtipo tipo Il com a doenca clinica no homem (Howe & Sibley 1995). Neste
grupo de cepas se destaca a cepa ME-49 que foi originalmente isolada da musculatura de
carneiro sendo cistogénica e considerada avirulenta ou de baixa viruléncia, em camundongos
BALB/c produz cistos que séo, particularmente, evidentes no cérebro caracterizando a fase
cronica da infecgéo. Por outro lado os camundongos C57/BL/6 infectados com a mesma cepa
desenvolvem uma meningoencefalite progressiva com elevada taxa de mortalidade apos 12

semanas de infeccao (Ferreira 2005).

1.2.8. Modelos experimentais existentes e correlacionados com as cepas de T.gondii

Quando nos voltamos para modelos de infeccdo experimental com o T.gondii varios
modelos animais, cepas e associa¢cdes com drogas ja foram sugeridos como podemos
destacar em Handman et al que comparou as cepas C56 e C37 (virulentas) de T.gondii em
camundongos Swiss Webster, Pereira et al 1999 utilizou um modelo com Calomys callosus e
a cepa ME49 avaliando toxoplasmose adquirida e congénita com a inducdo de uveite auto-
imune, em Joag et al que inoculou em macacos o virus SHIV, para avaliar patégenos
oportunistas como o T.gondii, em animais como os hamsters por Gormley et al que
compararam o0 aparecimento da toxoplasmose ocular e cerebral apds inoculagéo intra-
peritoneal e ingestdo oral de cistos, em Braz et al que utilizou os camundongos BALB/c com
uma previa infeccdo com cepa RH de toxoplasma avaliando a eficacia de drogas anti
toxoplasmica, Guimaraes et al 1997, compararam um grupo imunossuprimido com um grupo
controle, inoculado com a cepa RH, concluindo que o grupo imunossuprimido teve uma

evolucao pior, antecipando a doenca em 24 horas, em Lappin et al. 1997, estudaram o papel
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da interleucina 6 (IL-6) em uveites em felinos. Soro e aquoso foram coletados de gatos

clinicamente normais e dos que foram inoculados com a cepa ME49 de T. gondii. A
epidemiologia da toxoplasmose também foi descrita em outros modelos de animais como em
lebres selvagens e em coelhos domésticos na Escandinavia e nos EUA (Dubey et al 1992),
em coelhos selvagens na Alemanha (Mangold et al 1999) e Republica Tcheca (Literak e
Rychlik, 1999). O coelho constitui-se em reservatorio de T. gondii, cuja infeccdo € mantida
gracas a transmissao intra-uterina do protozoario (Hejlicek e Literak, 1995). Svoboda e
Svobodova (1987) ressaltaram a importancia da carne de figado de coelhos infectados na

transmissao da toxoplasmose para caes e gatos.

1.3. Patogénese da toxoplasmose

A partir de um crescimento nos casos de toxoplasmose, chegando a proporgdes de
60% de positividade em casos humanos e a alta prevaléncia também na populacdo animal,
levou a um maior interesse pela descoberta das fontes de infeccdo do parasito (Amato Neto et
al 1995).Para a espécie humana existem varias fontes de contaminacdo, podemos encontrar
cistos de toxoplasma em carnes mal cozida de porco, carneiro, bovina, aves, bem como
oocistos no solo de domicilio e peridomicilo e em &agua, frutas e verduras mal lavadas.
Existindo também a possibilidade de infeccdo via transplacentaria. Mais raramente ocorre a
transmissao por meio de transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos e acidente em
laboratorio (Veronese 2002).

A contaminacdo pela agua ainda estd sendo estuda, porém recentes surtos de
toxoplasmose relacionados com a contaminacdo da agua por oocistos (Lindsay et al 2003).
bem como numerosos trabalhos demonstrando a infeccdo em mamiferos marinhos como
golfinhos, focas, lontras e baleias (Dubey et al 2003b) tém dado margem para a diversificagao
de idéias sobre as fontes de contaminacdo, como se teve durante muito tempo sobre a carne
de diversos animais, principalmente de porcos que eram considerados como a maior fonte de
infeccéo por T. gondii para o homem, devido aos cistos neles encontrados (Mcallister 2005).

As altas taxas de soroprevaléncia em grupos de vegetarianos restritos também podem
ser explicadas pela contaminacéo tanto da agua quanto dos alimentos, até mesmo vegetais,
com oocistos de T. gondii (Hall et al 1999.Sua alta prevaléncia em inumeras regifes no
mundo com importancia médica e veterinaria (Remington et al 1995) distribui-se em uma

proporcdo de 70% a 100% de adultos, estimando-se que meio bilhdes de individuos possuam
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anticorpos contra o T. gondii (Sharma 1990); na Espanha, a taxa de prevaléncia observada de

anticorpos IgG em gestantes foi de 38,8%, sendo que em 1,2% foi detectada a imunoglobulina
IgM (Jaqueti et al 1991); nos Estados Unidos a prevaléncia de IgG foi cerca de 40% (Server et
al 1988); na Suécia, (Jacquier et al 1995) encontraram uma soroprevaléncia para IgG de
46,1% e de IgM 1,7%; na Finlandia foi 20,3% (Lapplainem et al 1995); e na Franca, a
soroprevaléncia de anticorpos anti Toxoplasma gondii foi de 87,7% (Rodier et al 1995). No
Brasil cerca de 70% da populacéo ja foi infectada em um momento da vida (Vergara et al
1985), apresentando prevaléncias de 56,2% na regido norte, 73,9% na Amazobnia Brasileira,
no Nordeste 74,7 (PE), 51,6% no Centro-Oeste(em Mato Grosso nos indios do Xingu), no
Suldeste 78,7% no RJ, 50,3 em MG e na grande S&o Paulo aproximadamente 69%(Araujo
1970, Azevedo et al 1983, Coutinho et al 1981, Jamra & Guimaraes 1981, Ferrarone & Lacaz,
1982, Amato-Neto et al 1984, Guimaréaes et al 1993) Na populacéo infantil a soroprevaléncia
€ relativamente baixa, aumentando de acordo com a idade, com a exposi¢cdo a mais fatores
de risco durante o transcorrer da vida (Amendoeira et al 1999, Cantos et al 2000, Tenter et al
2000).No Brasil destacam-se cidades como Jaguapitd no Parana, Erechin, e Campos de
Goytacazes no Rio de Janeiro, na primeira apresentou 82,9% dos individuos examinados
positividade contra o T.gondii, e destes, 26,8% tiveram algum tipo de lesdo ocular (Garcia et al
1999), em Erechin, 17,7% das pessoas examinadas apresentaram lesdes oculares, sendo
gue a maioria dos casos foi detectada em individuos adultos, mostrando que a toxoplasmose
ocular pode ser considerada uma sequela da infec¢cdo aguda adquirida (Glasner et al 1992) e
na cidade Campos de Goytacazes, a prevaléncia de toxoplasmose ocular na area rural foi de
14% e na area urbana 8% (Petersen et al 2001).

1.3.1. Alteracdes patogénicas na toxoplasmose

O T. gondii, pode causar infeccdo endbégena latente. Quando ocorre supressao
suficiente e severa da resposta imune, este provoca uma forma severa da doenca, que na
maioria dos individuos ocorre da forma sistémica e fatal, especialmente se nao houver
nenhum diagnostico adiantado e nenhuma terapia especifica adequada (Ferreira 2000).

O tamanho do inoculo, a viruléncia da cepa, a via de infeccdo e a espécie hospedeira

parecem afetar diretamente o rumo da infeccdo toxoplasmica em seres humanos e demais
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animais (Montoya & Liesenfield 2004). Os processos patoldgicos e o0s sinais clinicos da
toxoplasmose podem ser separados conforme o status do hospedeiro:

1.3.2.Toxoplasmose em Imunocompetentes

Cerca de 90% dos casos de infeccdo por T. gondii em individuos imunocompetentes
(incluindo criancas e mulheres gravidas) sdo assintomaticos, em 10% dos casos surgindo
sintomas pouco especificos que raramente necessitam de tratamento (Montoya & Liesenfield
2004). Apesar de infectar com freqiéncia o homem, geralmente causa perturbacdes leves e
temporérias (Remington et al 1995), podendo causar em alguns casos doenca ocular (Roberts
& McLeod 1999)

Os adultos infectados que apresentam a doenca na fase aguda, manifestam uma
sintomatologia sob as formas clinicas: linfoglandular, pneumonite, hepatite (sendo discreta e
de curta duracdo, a cicatrizacdo nao acarreta sequelas) (Vischer et al 1967), miosite,
meningoencefalite, erupcdo cutanea e coriorretinite. A forma linfoglandular € a mais comum
daquelas adquiridas da toxoplasmose aguda e em poucas semanas ocorre o
desaparecimento dos sintomas, porém, algumas manifestacdes clinicas, além de serem mais
raras de acontecer, caracterizam um quadro mais grave da toxoplasmose aguda adquirida e
0s Orgaos mais afetados sdo os linfonodos, o encéfalo, o coracdo, o figado, a musculatura
esquelética e, raramente, afetando os pulmdes (Frenkel 1988; Beaman 1995; Amato Neto,
1995; Cimerman & Cimerman 1999, Figueiré-Filho et al 2005.Nesta fase aguda sintomatica da
toxoplasmose apresenta diversos indicios clinicos sobre sua evolucdo desempenhados pela
resposta imunoldgica ao T. gondii iniciando-se logo ap0s a infeccéo, pois o parasito € capaz
de desencadear a ativagdo nao-especifica de macréfagos (Filisetti & Candolfi 2004), que
juntamente com as células NK formam a primeira linha de defesa contra o T. gondii (Gazzinelli
et al 1993; Sher & Sousa 1998). Os macrdfagos possuem papel crucial na resposta imune,
pois, sdo estimulados pelos taquizoitos a produzirem as células NK e células T, que produzem
interferon-y (INF), sendo este crucial para a resisténcia a infec¢cdo (Bhopale 2003). A acao
sinérgica do INF com o fator de necrose tumoral (TNF) media a destruicdo dos taquizoitos
pelos macrofagos). Os mecanismos de destruicdo incluem mecanismos oxidativos e nao
oxidativos (com destaque para a acdo do 6xido nitrico), produtos do metabolismo do &acido
araquidonico (Roberts & McLeod 1999) e degradagdo do triptofano intracelular pela

indolamina 2, 3-dioxigenase (Pfefferkorn et al 1986). A defesa n&do especifica tem um
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mecanismo que chega a seu pico na primeira semana de infec¢éo, declinando vagarosamente

até desaparecer por volta da segunda semana (Filisetti & Candolfi 2004). A resposta
imunologica ndo especifica leva a diferenciacdo de macrofagos e células B em células
apresentadoras de antigenos, estimulando a acédo de células efetoras (Filisetti & Candolfi
2004), estas exercem sua funcdo via atividade citotéxica e/ou secretando citocinas envolvidas
na regulagédo da resposta imune (Hunter et al 1994).Enquanto as citocinas produzidas pela
sub-populacdo Thl estdo associadas a acdo protetora contra a infeccdo, as citocinas
produzidas pela sub-populacdo Th2 estdo relacionadas a baixa regulacdo da resposta imune
e promocgao da multiplicagdo dos parasitas (Roberts & McLeod 1999; Denkers et al 2004).

No entanto, as infec¢cdes humanas por T.gondii geralmente evoluem para a cronicidade, e os
cistos tissulares tornam as formas parasitarias despercebidas para o sistema imunitario do
hospedeiro (Denney et al 1999). Nesse caso, 0 sucesso do parasitismo crbnico esta
relacionado ao controle parasitario da resposta inflamatéria, o0 que determina a permanéncia

silenciosa do parasito no organismo hospedeiro (Denney et al 1999)

1.3.3. Toxoplasmose em imunocomprometidos

A toxoplasmose em um hospedeiro imunocompetente provoca infeccdo usualmente
assintomatica; porém em pacientes imunodeprimidos por transplante de O6rgdos ou em
tratamento por quimioterapia e ou com a imunodeficiéncia humana (HIV) se nao tratados,
podem desenvolver graves lesGes cerebrais, coriorretinite, pneumonite e miocardite (Figueiro-
Filho et al 2005; Lescano et al 2004) podendo vir a ser fatal, e tendo como destaque a
encefalite toxoplasmica como a manifestacdo mais comum como resultante da reativacao de
uma infeccdo cronica (Lescano et al 2004.) e estimando-se que 30 a 40% dos doentes
imunossuprimidos com AIDS desenvolvam tal quadro (Hunter, 1994), sendo responsavel por
25%-80% das infeccbes do SNC na AIDS (Ravel 1998) sendo na Europa, a prevaléncia
aumenta de Norte para o Sul oscilando entre os 12% da Noruega e os 80% de algumas
regibes da Europa Ocidental (Hunter et al 1994). Em casos de imunossupressdo por
transplante, no primeiro més pos-transplante prevalece as infec¢cdes hospitalares, com a
etiologia dependendo da flora hospitalar de cada Instituicdo. Nesse periodo ocorrem com certa
frequéncia algumas infecgbes oportunistas menos graves como as reativacdes de herpes
simples e a candidiase mucocutanea, além da possibilidade de aparecimento de doencas

presentes no momento do transplante, como por exemplo, estrongiloidiase, que as vezes
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apresenta quadro disseminado grave. Entre o 2° e 0 6° més pdés-transplante prevalecem as

principais infec¢bes oportunistas, como as infec¢des por citomegalovirus, toxoplasmose,
reativacdo de doenca de Chagas, aspergilose, pneumonia por P.carinii e outros. (Almeida et al
1999).

1.3.4. Diagndéstico clinico e laboratorial

O diagnéstico clinico nao é facil de ser realizado, pois os casos agudos podem levar a
morte ou evoluir para a forma cronica. Esta pode manifestar-se assintomaticamente ou, entao,
se assemelhar a outra doenca (mononucleose). Os principais tipos da toxoplasmose adquirida
sdo: assintomética, aguda, linfoganglionar e crénica. Os casos agudos fulminantes séo raros e
se caracterizam pela febre, erupcgéo eritematosa da pele e sinais de acometimento do coracéo
e sistema nervoso central (Cimerman & Cimerman 1999).

Alem de manifestacdes generalizadas a Toxoplasmose pode causar lesdes focalizadas
na regido ocular, causando a maior parte dos casos sendo a coriorretinite a lesdo mais
frequentemente associada a toxoplasmose, e, em 30 a 60% dos pacientes com esta
enfermidade, pode-se atribuir a etiologia ao toxoplasma. Dois tipos de lesdes de retina podem
ser observados a retinite aguda, com intensa inflamacdo e a retinite crénica com perda
progressiva de visdo, algumas vezes chegando a cegueira. Durante muito tempo a
toxoplasmose ocular foi considerada oriunda da reativacdo de casos cronicos, entretanto
estudos recentes tém demonstrado que as lesdes oculares podem surgir também como
resultado de primoinfeccdo em individuos saudaveis (Couvreur & Thulliez 1996). Acreditando-
se que a corrente sanguinea é a via de infeccdo. Os capilares levam os taquizoitos livres ou
dentro de leucécitos até a regido da retina, onde estes comecaram a invadir as células
adjacentes ao vaso, rompendo-as em seguida ocasionando destruicdo tecidual (Roberts &
McLeod 1999). A retinocoroidite € a lesdo mais frequiente, consistindo em uma lesao focal
granulomatosa e necrosante. Outras alteragfes causadas pelo Toxoplasma gondii s6 deveriam
afetar pessoas imunocomprometidos, porem podemos ver casos ndo comuns de lesbes em
imunocompetentes que deveriam se desenvolver habitualmente benigna, como em relato de
caso de uma paciente que apresentou desmaios e diminuicdo da acuidade visual, crises
convulsivas parciais, perda progressiva da capacidade de desempenhar suas tarefas habituais,

abscessos cerebrais por Toxoplasma gondii (Silva et al 2001).



20
De um modo geral, o diagnostico clinico deve ser confirmado por reacdes soroldgicas

conclusivas e, se possivel, pela demonstragéo e isolamento do parasito (Park et al 1993) como
observado em um quadro da toxoplasmose congénita ou neonatal, com sua sindrome
sintomatica, € mais caracteristico, porém, nao basta para firmar o diagnostico, que dependera
também da confirmacéo laboratorial (Veronesi 2002).

O diagnostico laboratorial para a toxoplasmose pode ser realizado por métodos
indiretos, através de métodos soroldgicos, e diretamente, por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), hibridacéo, isolamento e anatomopatologia (Montoya & Liesenfeld 2004).

O primeiro teste disponivel para detectar anticorpos especificos anti-T. gondii foi a
reacdo de Sabin-Feldman (dye test).. Cinglenta anos depois da sua descricdo, ainda é
considerado um teste de referéncia com taxas altas de sensibilidade e especificidade (Sabin &
Feldman 1948). Porém, a sua utilizacdo tem sido restrita pelo uso obrigatério de toxoplasma
Vivo, 0 que traz graves problemas de biosseguranca (Reiter-Owona et al 1999).

Diferentes técnicas tém a propriedade de detectar esses anticorpos no sangue dos
pacientes. Testes como imunofluorescéncia, hemoaglutinacdo, immunosorbent agglutination
assay (ISAGA), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ou microparticle enzyme
immunoassay (MEIA) tém papel principal no cenario do diagnostico da infeccao pelo T. gondii
(Ashburn et al 1998; Cantos et al 2000; Hill & dubey 2002; Montoya & Liesenfeld 2004; Skinner
et al 1989).

Na fase aguda da toxoplasmose, ocorre primeira instancia a producdo de
imunoglobulina M (IgM), seguida da producdo de imunoglobulina G ( IgG), a infeccdo pode
também produzir imunoglobulina A (IgA), no caso da transmissao ter sido por via oral mediada
pela ingestdo de oocistos maduros (Carvalho et al1999, Decoster A 1995).Pela técnica de
imunofluorescéncia, os anticorpos IgM podem ser dosados 1 a 2 semanas depois do inicio da
infeccdo, alcancando um pico em 6 a 8 semanas, quando entdo declina, e podendo
permanecer titulos baixos por mais de 12 meses, sendo considerados assim um IgM
residual(Cantos 2000). O anticorpo IgG se encontra também presente desde o inicio da
parasitose, porém nao desaparece totalmente persistindo por toda a vida na maioria dos
pacientes, embora possam ser mais baixos (Goldsmith 1998).

Porem evidentes limitacbes desses meétodos tem se observado, uma vez que Sao
descritas falhas ao detectar IgG e IgM durante a fase ativa da infeccdo, e tem sido

demonstrado que esses anticorpos podem nao ser produzidos durante as primeiras semanas
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da parasitemia (Mei-Hui et al 2000), a partir disso casos como a toxoplasmose congénita pode
nao ser detectada.

Mais recentemente evidenciou-se que a avidez da IgG pelo antigeno de T. gondii (que
mede a capacidade de ligacdo entre esse anticorpo e seu antigeno) medida pela afinidade
funcional aumenta com o passar do tempo ( Leser et al 2000), isso, segundo a opiniao de
varios autores, € um marcador informativo & medida que a baixa avidez da IgG poderia ser
interpretada como indicador do diagnostico de infeccéo toxoplasmica recente, em combinacéo
com um painel de outros exames (Montoya & Liesenfeld 2004). Entretanto ainda é evidente
uma extensa janela de valores indeterminados (Rossi 1998). De igual forma, o diagndstico
soroldgico da toxoplasmose é complicado em pacientes imunocomprometidos, fetos, recém-
nascidos, receptores de o6rgdos transplantados e principalmente, em pacientes com AIDS.
Nestes casos e nas gestantes com diagndstico sorolégico presuntivo de fase aguda, a

deteccéo direta do parasito pode ser proposta (Johnson et al 1993; Joss et al 1993).

1.4. Aspectos terapéuticos da toxoplasmose

1.4.1. Terapias imunossupressoras

Em regimes imunossupressores como 0s utilizados em transplantes de oOrgaos
usam-se, por exemplo, drogas como a tacrolimus, microemulsdo ciclosporina, azatioprina,
sirolimus, corticoides entre outras (Meier-Kriesche et al 2006) que geralmente podem ser
caracterizados como tratamento para a indu¢do, manutencdo ou terapia do salvamento. Na
inducdo da imunossupressao uma terapia profilatica € intensamente usada, para impedir a
rejeicdo aguda (Kirk 2006). Contudo essas terapias podem causar efeitos colaterais como
observado, por exemplo, em transplantes renais onde protocolos com azatioprina, Mofetil
micofenolato, ciclosporina e Tacrolimos, podem desencadear alteracbes hematoldgicas
(depressédo  medular), hepatite e colestase (elevagdo das transaminases e
bilirrubina(azatioprina), alteracbes gastrintestinais (diarréia, nausea e vomitos), alteracdes
hematologicas (depressdo medular), aumento de incidéncia de doencgas linfoproliferativas e
infeccdes oportunisticas (Mofetil micofenolato). Ressaltando como efeito mais grave desta
classe de medicamentos sua nefrotoxicidade, que pode apresentar-se de forma aguda e/ou

cronica (ciclosporina e tacrolimos)(Burdmann et al 2004).Em outras terapias



22
imunossupressoras em pacientes submetidos a outros tipos de transplante destacamos

associagbes como a ciclosporina neoral, azatioprina, prednisona ou a combinacdo de duas
como azatioprina e a prednisona, Mofetil micofenolato, ciclosporina e prednisona, entre outras
associacOes que terdo suas variacbes conforme estado, idade situacdo do paciente e do
doador.(lanhez 2001)

1.4.2. Corticoides

Os corticéides sdo hormdnios de natureza esteroidica produzidos na porcéo cortical das
glandulas adrenais e constituem trés familias: os glicocorticoides, os mineralocorticéides e os
androgenos adrenais (Zoorob et al 1998). O principal glicocorticoide € o cortisol (ou
hidrocortisona), cuja taxa de secrecdo no homem é de 10 a 20 mg nas 24 horas (Zoorob et al
1998, Mcevoy et al 1996). Sua concentracdo média no plasma € de 14 mg/dl, entretanto, seus
niveis variam amplamente durante o periodo de 24 horas, atingindo valores mais elevados nas
primeiras horas da manha (15 a 25 mg/dl) e diminuindo gradualmente para 2 a 5 mg/dl no final
do dia (Zoorob et al 1998, Mcevoy et al 1996).0 excesso dos glicocorticoides (exdgeno ou
enddgeno) suprime a resposta imunoldgica normal, sendo esta propriedade imunossupressora
a que melhor caracteriza as suas indicagcfes terapéuticas para o tratamento dos processos
inflamatorios, doencas auto-imunes e para a viabilizacao de transplantes (Mcevoy et al 1996,
Kountz et al 1997) podendo também causar alteracbes cosméticas, distarbios do
crescimento, alteracfes Osseas (necrose assética), alteracbes de cicatrizacdo, alteracdes do
metabolismo glicidico, catarata e alteracdes psiquiatricas (Burdmann et al 2004), distarbios
dermatolégicos acne, hirsurtismo, equimoses(Kountz et al 1997)O efeito antiinflamatério e
imunossupressor dos glicocorticoides ocorre devido as suas seguintes ac¢des Interferem na
circulagdo das células imunes, diminuem o numero de linfécitos periféricos, principalmente
linfécitos T e inibem o acumulo de neutrofilos no local da inflamag&o, promovem apoptose das
células linféides, inibem a sintese de citoquinas, modulam direta e indiretamente a funcdo das
células B, inibem a resposta proliferativa dos mondcitos ao fator de estimulacdo de colbnias e
sua diferenciacdo em macréfagos, também inibindo as suas fungdes fagociticas e citotoxicas,
inibem o movimento de células e fluidos a partir do compartimento intravascular, e inibem a
acdo da histamina, a sintese das prostaglandinas (Zoorob et al 1998, Kountz et al 1997). A
dose de corticéide varia individualmente. Uma dose baixa ou de manutencédo varia de 0,1 a

0,25 mg/kg/dia de prednisona; uma dose moderada, com efeito antiinflamatoério, seria de 0,5
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mg/kg/dia de prednisona e uma dose alta, potencialmente imunossupressora, varia de 1 a 3

mg/kg/dia de prednisona (Kountz et al 1997). Esses efeitos, antiinflamatorios ou
imunossupressores, sofrem variacao, também, de acordo com o tempo de uso, sendo que uma
dose baixa usada por tempo prolongado é capaz de causar imunossupressao do paciente
(Kountz et al 1997) Formas disponivel: dexametasona, betametasona e prednisolona; os

corticéides mais fracos, como a fluormetolona tém valor limitado (Finamor et al 2002).

1.4.3. Terapia Anti-toxoplasmica especifica (Quimioterapicos)

7

O tratamento da toxoplasmose é realizado de forma padrdo, pela combinagéo sinérgica de
pirimetamina e sulfonamidas embora j& existam alguns outros medicamentos com reconhecida
atividade antitoxoplasma como a clindamicina, o0 sulfametazol-trimetroprim e a
espiramicina.Contudo nenhum destes tem a mesma eficacia da combinacédo antes citada, vale
citar que nao possuem acéao contra os cistos do parasito, podendo ser prescritos em situacdes
especificas e, portanto imperioso tentar encontrar mais recursos terapéuticos, principalmente
em virtude da AIDS, afigurando-se ainda melhor se houver efetividade na forma cistica(Braz et
al 1999).No entanto, devido a sua toxicidade, a eficacia terapéutica desta combinacdo pode
ser seriamente limitada nos casos de imunodeprimidos, pois estes farmacos causam disturbios
colaterais expressivos (Lescano et al 2004).Em algumas lesbes caracteristicas da
toxoplasmose como vitreite, iridociclite, vasculite ou até mesmo retinocoroidite focal(hoje em
dia j& ndo podemos afirmar que a toxoplasmose ocular sempre causa esta lesdo) estdo sendo
utilizadas associagbes com novas drogas promissoras como a Rifabutin, a Claritromicina, o
Atovaquone e a Azitromicina, que apresentam menor toxicidade do que a Sulfadiazina e a

Pirimetamina, que permanecem como as drogas de primeira escolha(Silveira 2001)
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2. OBJETIVOS DO TRABALHO

2.1. Objetivos gerais

Avaliar o potencial de reativacdo ou ndao da toxoplasmose crénica em modelo murino,

sobre a acdo de medicamentos imunossupressores.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar clinica e laboratorialmente (sorologia e histopatologia) o comportamento da
toxoplasmose murino utilizando a linhagem BALB/C e a cepa ME49 (cistogénica) de
Toxoplasma gondii apds terapia imunossupressiva (Dexametasona, Azatioprina, acetato de

cortisona associadas ou néo).

- Avaliar o potencial risco da reativacéo da toxoplasmose nesse modelo murino proposto.



25
3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos gerais

3.2. Area e local do estudo

Todo as partes da pesquisa foram realizadas e desenvolvidas no Instituto de Patologia
Tropical e Saude publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias, localizado na cidade de
Goiania estado de Goias.Com fornecimento e armazenamento dos camundongos BALB/c em
ambiente préprio para esse estudo

(Godard 2001) Esses animais foram mantidos em gaiolas de plastico com palha de
arroz autoclavada, recebendo racdo comercial e agua autoclavada e acidificada ad libitum.A
manipulagéo dos animais foi conduzida de acordo com as normas de cuidados de animais de
laboratério (Clark, 1996) e com os “Principios de Etica em Experimentacdo Animal” (Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal- COBEA).

3.3. Modelo utilizado

Os camundongos utilizados neste trabalho foram os camundongos BALB/C, observados
diariamente por um periodo de 60 dias apds infeccdo com 20 cistos da cepa ME49 e tratados
com drogas imunossupressora por um periodo de 28 dias por via oral (gavagem) tomando-se
especial atengdo para o surgimento de sintomas tipicos de reativacdo da toxoplasmose crénica

(diarréia, cegueira, letargia e pélos arrepiados) ou por casos de morte durante este.
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L
FIGURA 6. Procedimento de administracdo de material por via oral(gavagem) em camundongo BALB/c.

3.3.1. Agente infeccioso

Foi selecionada para o estudo a cepa ME 49 de Toxoplasma gondii pertencente ao tipo
I, por induzir uma infeccéo crénica em camundongos BALB/c (Sibley & Howe 1996). A cepa foi
mantida rotineiramente por sucessivas passagens com um intervalo de 60 a 90 dias por
inoculacdo via oral, com suspensao de 20 cistos obtidos pelo macerado do cérebro do
camundongo previamente infectado e reinoculados em camundongos BALB/c no biotério do
IPTSP.

3.3.2. Modelo animal experimental e casuistica

Os camundongos utilizados foram da linhagem BALB-c do sexo masculino pesando
aproximadamente 20g e 40 dias de vida. Foram mantidos no biotério do IPTSP-UFG onde
receberam racdo comercial e 4gua ad libitum e gaiola com palha de arroz autoclavada.

Tendo sido utilizado 87 camundongos BALB/c nestes parametros, sendo utilizados 20 para
estudo piloto, 35 para controles e 32 para o0 experimento principal(camundongos infectados
recebendo drogas imunossupressoras).Os camundongos que receberam as drogas
imunossupressoras( infectados ou nao) foram observados e tratados por 28 dias, e foram

sacrificados em camara de éter etilico, necropciados, e tiveram seus 6rgéos retirados (figado,
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baco, pulméo, coracdo e cérebro) para estudos histopatoldgicos, o sangue foi retirado por

puncdo cardiaca para estudo soroldgico através da reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI).

3.3.3 Casuistica e critérios de amostragem

Foi estabelecido como critério estatistico da amostragem uma média ponderada, e
caracterizando como critério de inclusdo no perfil de reativacdo os casos de morte ou
manifestacdes clinicas caracteristica, durante os procedimentos de tratamento ou observacao
durante o periodo de infeccdo, e como critério de exclusdo para reativacdo os camundongos

sobreviventes sem manifestacao clinica.

3.3.4. Procedimentos utilizados

Foi realizado um estudo piloto, na forma de curva de viruléncia, para determinar o maior
in6culo de cistos capaz de estabelecer a infeccdo crbnica sem provocar a morte do
camundongo, conforme previamente sugerido por Sumyuen et al 1996.

Foram utilizados 20 camundongos divididos em grupos de 5 animais cada, que receberam 7,
15, 20 e 30 cistos por via oral (gavagem). Os animais foram observados diariamente por um
periodo de oito semanas, quando a infeccdo cronica é considerada estabelecida (Djurkovic-
Djakovic & Milenkovic 2001) para o surgimento de sintomas clinicos de toxoplasmose aguda
ou eventual morte do animal.Foi considerado ideal o maior nimero de cistos que induziu a
infeccdo cronica com mortalidade nula. Apés o término do estudo piloto, os camundongos
sobreviventes foram sacrificados, seus cérebros retirados e feita a contagem de cistos

conforme metodologia citada.
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Toxoplasma gondii em camundongos BALB/c

A partir dos resultados obtidos no estudo piloto foi estabelecido o in6culo de 20 cistos como o

numero ideal para o modelo murino proposto. Desta forma passou-se a inocular com esta

guantidade nos camundongos que foram em seguida submetidos a terapia

imunossupressora no seguinte modelo:
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As drogas imunossupressoras usadas no modelo terapico proposto por 28 dias, juntas e/ou

separadas se deram nas sguintes condicoes:

-2.5mg/kg trés vezes por semana de Dexametasona administrada, preparada pela diluicdo de
5mg de dexametasona, tendo sido diluida com 4mL de 4gua destilada, e administrado por via
oral o volume de 0,1mL (Djurkovic-Djakovic & Milenkovic, 2001);

-10 mg/kg cinco vezes por semana de Azatioprina administrada por via oral, e preparada pela
diluicdo de 50 mg de azatioprina em 12,5 mL de 4gua destilada, e administrado por via oral
0,05mL(Sumyuen et al 1996);

-50mg/Kg duas vezes por semana de Acetato de cortisona em injecdo subcutanea, preparado
pela diluicdo de 50mg de acetato de cortisona em 3,30ml de diluente, e administrado por via
subcutanea 0,1mL;

Para prevenir uma possivel superinfeccdo bacteriana, foi adicionada Amoxicilina (1g/L) na agua

oferecida aos animais, somente durante o tratamento.
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3.3.5. Divisao por Grupos que receberam as drogas imunossuprimidos

Grupo A
Foi administrada por via oral a terapia imunossupressora com Dexametasona em dosagem de

2.5mg/kg por dia por camundongo, trés vezes por semana em dias alternados;

Grupo B
Foi administrada por via oral a terapia imunossupressora com Azatioprina em dosagem de

10mg/kg cinco vezes por semana em dias seguidos;

Grupo C
Foram administradas por via oral as terapias imunossupressoras associadas:
Azatioprina+Dexametasona em dosagens de 2.5mg/kg de Dexametasona e 10mg/kg de

Azatioprina,

Grupo D

Foram administradas por via oral as terapias imunossupressoras associadas:
Azatioprina+Dexametasona+Acetato de cortisona em dosagens de 2.5mg/kg trés vezes por
semana em dias alternados, por via oral de Dexametasona, 10mg/kg cinco vezes por semana
em dias seguidos por via oral de Azatioprina e 50mg de Acetato de cortisona duas vezes por
semana em injecdo subcutanea de Acetato de cortisona

Concomitantes aos grupos citados acima, para cada terapia proposta, foram mantidos grupos

com cinco camundongos controles, divididos em:

Controle 1
Animais infectados cronicamente (dois meses de infec¢do) com a cepa ME49, recebendo soro

fisiologico nas mesmas formas de administracédo preconizadas;

Controle 2
Este grupo foi formado por animais ndo infectados e submetidos a terapia imunossupressora,
sendo dividido em quatro subgrupos: o primeiro recebeu 2.5mg/kg de Dexametasona, trés

vezes por semana em dias alternados por via oral; o segundo recebeu 10mg/kg de
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Azatioprina por dia cinco vezes por semana em dias seguidos por via oral; o terceiro grupo

recebeu 50mg/Kg de Acetato de cortisona duas vezes por semana em injecao subcutanea; o
guarto grupo recebeu a associacdo destas drogas seguindo o mesmo padrdo de

administracao.

Controle 3
Animais infectados cronicamente com a cepa ME49 sem receber qualquer tratamento de

droga ou placebo;

Controle 4
Animais ndo infectados sem receber qualquer tratamento de droga ou placebo, porém

mantidos no mesmo ambiente que os demais;

Todos os animais foram observados diariamente, para 0 surgimento de sintomas de

toxoplasmose aguda.

3.3.6. Manutencéo da cepa

A fim de obter um numero de cistos suficientes para a realizacdo do estudo, foi feito
um grupo de seis camundongos infectado com a cepa ME49. Para tanto se utilizou a
metodologia estabelecida por Gruji'c et al 2005, assim o cérebro do camundongo infectado,
foi macerado, homogeneizado, adicionado a 10 mL de salina e posteriormente inoculado em
10 camundongos BALB/c .

Cinco dias ap6s a inoculacdo, os animais apresentaram quadro clinico de
toxoplasmose, que equivale a fase aguda da doenca (Montoya & Liesenfield 2004) sendo os
sintomas mais comuns a anorexia, perda de peso, cegueira, pélos arrepiados e taquicardia
(Da Silva 2003). Foi feito o sacrificio com éter destes camundongos, e foram visualizadas
formas taquizoiticas do parasito em liquido peritoneal, sendo estas utilizadas na reinoculacéo
por via intraperitoneal em novos animais. Estes ultimos ndo apresentaram sintomas clinicos
de fase aguda, estabelecendo-se a infeccdo em sua forma crénica. Apos oito semanas estes
animais passaram pelo mesmo procedimento acima citado, e o macerado do cérebro foi

observado ao microscopio de luz, encontrando-se diversas formas cisticas de Toxoplasma
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gondii. Desde entdo a cepa € mantida por meio de peridédicas passagens em camundongos

por gavagem.

3.3.7.Contagem dos cistos

A contagem dos cistos foi realizada conforme o estabelecido por Gruji'c et al 2005, onde
o cérebro de um camundongo previamente infectado foi macerado, homogeneizado em 1mL
de solucao salina, sendo retirados 100ul da suspenséao e estes divididos em quatro Iaminas
com 25ul cada, colocado entre laminula, e observada ao microscopio de luz, sob objetiva de
40X, para a determinagcdo do numero de cistos. A quantidade de cistos por cérebro foi

calculada multiplicando-se por 10 o nimero obtido.

3.4. Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

3.4.1. Puncéao intra-cardiaca

Foram coletadas amostras de sangue por meio de puncao intra-cardiaca (Bovo et al

2005), o sangue retirado foi centrifugado a 3.000 RPM/10 minutos, o soro obtido foi

transferido para tubos de polipropileno devidamente identificados e guardados a -20°C até o

momento de serem utilizados.(Figura:2)

FIGURA 9. Puncéo cardiaca em camundongo BALB/c.
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3.4.2. Realizac¢éo da RIFI

A RIFI foi realizada conforme o preconizado por Camargo 2001, onde, os soros dos
camundongos foram descongelados até alcancar a temperatura ambiente e em seguida foram
diluidos em salina tamponada (PBS).

Apos diluicdo, foi acomodado 5ul do soro em cada poco de laminas sensibilizadas com
taquizoitos de Toxoplasma gondii (Bioshop®) que foram acondicionadas em camara umida e
incubadas em estufa por 30 minutos a 35°C. Apos este periodo as laminas foram lavadas em
PBS por duas vezes (cinco minutos cada), secas e adicionou-se 0 conjugado previamente
diluido.

Foram utilizados conjugados 1gG e IgM fluorescente de cabra anti-camundongo
(conjugado anti-cadeia pesada com isotiocianato de fluoresceina - SIGMA®) diluidos cada
um numa proporc¢éo de 1/200 em solugéo de azul de Evans a 1%. As laminas foram
colocadas em camara umida e novamente incubada em estufa por 30 minutos a 35°C e
depois lavadas duas vezes em PBS (cinco minutos cada) e secas ao ar. Posteriormente,
essas laminas foram cobertas com glicerina tamponada e laminulas 24x50, sendo observadas
ao microscopio de imunofluorescéncia sob objetiva de 40x.

A reacéo foi considerada positiva nas diluicbes onde os taquizoitos apresentaram uma
fluorescéncia verde na membrana celular, contra o fundo vermelho das formas coradas pelo
azul de Evans. A auséncia de fluorescéncia ou sua presenca apenas na extremidade dos
parasitos, conhecida como fluorescéncia polar, foi considerada como reagédo negativa. Todos
0s soros passaram por uma diluicdes iniciais de 1/16 e 1/32 para IgG e 1/8 e 1/16 para IgM.
Os soros positivos passaram por diluicbes seriadas até a maior diluicdo considerada positiva.
Durante todo o estudo foram utilizados soros controles positivos e negativos, o primeiro obtido
de infeccéo experimental de camundongos com T. gondii e 0 segundo obtido de animais néo
infectados oriundos do biotério do IPTSP — UFG.
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3.4.3. Avaliacéo histopatélogica

As viceras foram coletadas durante a necropsia dos camundongos infectados e controles,
fixados em formalina 10% tamponada com fosfatos.

O material foi processado pelo método de inclusdo em parafina, as laminas foram coradas
pela hematoxilina-eosina (Junqueira 1983) e analisadas no microscépio de luz (Axiostar plus,
Zeiss). As alteracdes histopatologicas foram analisadas quanto a presenca ou auséncia de
processos patologicos das células, do intersticio, da circulacdo, do crescimento celular e
inflamac@o. A intensidade dos processos patologicos gerais serd analisada quanto a
intensidade, considerando-se ausente, discreta (1-25%), moderada (26-50%) e acentuada

(acima de 51%) de acordo com o comprometimento do corte analisado.

FIGURA 10. Inicio de Necropsia em camundongo BALB/c.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo piloto

4.1.1. Mortalidade de animais e contagem de cistos

O indculo de 30 cistos mostrou-se com letalidade de 80%, enquanto que nos demais

in6culos a sobrevivéncia foi de 100%. Os animais inoculados com 20 cistos formaram o grupo

com maior numero de cistos sem morte, estabelecendo-se este como numero ideal para o

experimento. A relagdo entre o numero de cistos inoculados e o numero encontrado nos

cérebros destes animais pds-experimento é apresentada na tabela 1.

Estudo Piloto

_—/\

CDG com 5 CDG com 15 CDG com 20 %38;‘3?
Cistos Cistos Cistos Inoculo
Inoculo Inoculo Inoculo Sintomatico

assintomaético assintomatico assintomatico com Morte

Tabela 1- Estudo piloto com o T.gondii em camundongo BALB/c por 60 dias:Relacdo do numero de

cistos inoculados por via oral e cistos contados pds experimento.

Camundongos infectados em grupos de cinco/n® de cistos inoculados

Mede
Cistos
Inoculado MUmero de cistos /0,1 mL Média | Mortalidade
T 4 a 4 G i 5.2 0
15 15 11 a 17 13 12 .8 0
20 10 17 15 25 20 17 .4 0
30 T T T 20 t 20 4
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4.1.2. Sorologia pela RIFI de todos os camundongos sobreviventes

Os camundongos BALB/c que sobreviveram tiveram o soro analisado pela RIFI e n&do
apresentaram titulos de anticorpos para IgM, porém todos apresentaram titulos para IgG,
confirmando-se, desta forma, a infeccdo pelo método sorolégico. A relagcdo entre o0 nimero de
cistos inoculados e a titulagao para IgM e 1gG dos animais encontra-se na tabela 2.

Tabela 2. Sorologia dos camundongos sobreviventes comparativa com o nimero de cistos

inoculados (curva de viruléncia).

TituTacao
Cdg por Cistos
inoculados lghl 1/8 | 1gMM6] 1gG 116 |1gG1/32

Cdg1 - - + +
Grupo 7 Cdg2 - - + +
Cistos Cdg3 - - + +
Cdg4 - - + +
Cdgs - - + +
Cdg1 - - + +
Grupo1s Cdg2 - - + +
Cistos Cdg3 - - + +
Cdg4 - - + +
Cdgs - - + +
Cdg1 - - + +
Grupo20 Cdg2 - - + +
Cistos Cdg3 - - + +
Cdg4 - - + +
Cdgs - - + +
+ +
Grupo30 Cdg4 - - + -

Cistos
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5.2. Terapia imunossupressora

5.2.1 RIFI do soro dos animais controle

Foi utilizado o soro dos camundongos controle infectados e nao tratados (controle3)
para o estabelecimento de um parametro que sera usado para comparacdo com a sorologia
dos camundongos infectados e tratados com as drogas imunossupressoras. Foram
encontrados anticorpos anti T.gondii em todos os soros analisados, confirmando o sucesso da
infeccdo. A tabela 3 mostra a relagédo dos titulos de anticorpos anti T.gondii encontrados no
grupo controle de animais infectados e nao tratados.

Tabela 3-Sorologia em camundongos do grupo controle trés para estabelecimento de

parametro sorologico de camundongos BALB/c infectados pela cepa do Toxoplasma gondi

19G 1/8 196116 1gG1/32 1gG1/64 19G1/128 1gG1/256

Cdg1 + + + - - -
Cdg2 + + + + - -
Cdg3 + + + - - -
Cdg4 + + + - - -
Cdgs + + + - - -

5.2.2. RIFI do soro dos animais sobre tratamento imunossupressor

Dos 32 camundongos infectados com 20 cistos e tratados com as drogas
imunossupressores nas dosagens, vias e esquemas propostos, ndo foi possivel ser
encontrado variagdo na titulagdo em comparacdo com a titulagdo usada como paréametro

(infectado e nao tratado) que pudesse sugerir reativacao da infeccéo crénica (Tabela 4).
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Tabela 4-Sorologia dos grupos de camundongos BALB/ infectados com a cepa de

Toxoplasma gondii e tratados em modelo com drogas imunossupressoras propostas

Grupo

A cdg1 Cdg2 Cdg3 Cdgd Cdgs Cdge cdgr Cdgs
lgQG1/8 + + + + + + + +
lgG1/M16 + + + + + + + +
lg1/32 + + + + + + + +
lg1/32 + + + + + + + +
lgG1/64 - + - - - - - -
Grupo

B cdg1 Cdg2 Cdg3 Cdgd Cdgs Cdge cdgr7 Cdgs
lgG1/8 + + + + + + + +
lgG1/M16 + + + + + + + +
lgG1/32 + + + + + + + +
lgG1/32 + + + + + + + +
lgG1/64 + - - - - - - -
Grupo

C Cdg1 Cdg2 Ccdg3 Cdgd Ccdgs Cdge cdg7 Cdgs
lgG1/8 + + + + + + + +
lgG1/16 + + + + + + + +
lgG1/32 + + + + + + + +
lgG1/32 + + + + + + + +
lgG1/64 - - - + - - - -
Grupo

D cdg1 Cdg2 Cdg3 Cdg4d cdgsa Cdge cdg7 Cdgé
lgG1/8 + + + + + + + +
lgG1/16 + + + + + + + +
lgG1/32 + + + + + + + +
lgG1/32 + + + + + + + +
lgG1/64 + - - - + - - -




40
5.2.3. Avaliagéao clinica de camundongos tratados com drogas imunossupressoras

5.2.4. Sobrevivéncia

No tratamento proposto aos camundongos, infectados e nédo infectados n&o apresentou
alteracdes a sobrevivéncia dos camundongos avaliados e a associagao de drogas nao se

mostrou toxica.

5.2.5. Sintomatologia

Dos trés primeiros grupos avaliados ndo ouve sintomatologia que pudesse caracterizar um
guadro de reativacédo clinica. Porem o grupo 4 que recebeu a associacdo de Dexametasona,
Azatioprina e acetato de cortisona apresentou 62,5% dos camundongos com alteracdes
epidérmicas, diarréia, emagrecimento e dor ao toque, que podem sugerir um possivel quadro

de reativacdo, por comparacdo com o grupo controle 2(Figura8 e 9).

FIGURA 11.Camundongo BALB/c infectado com cepa de Toxoplasma gondii que receberam tratamento

com a associacdo de Dexametasona+Aztioprina+Acetato de Cortisonado (Grupo 4) com alteracao epidérmica

semelhante alopécia.
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FIGURA 12. Foto comparativa entre os camundongos com quadro semelhante a alopecia (Grupo 4)

com camundongos tratado com associagdo das trés drogas e néo infectado(Grupo controle 2 ).

Camundongos infectados e Tratados
com Drogas Imunossupressoras

Grupo 4
Sintomatico
Grupo 1 compativel com
Assintomatico guadro de
toxoplasmose
Grupo 2 Grupo 3
Assintomatico Assintomatico

FIGURA 13: Organograma apresentando o resultado clinico do estabelecimento da infec¢éo crbnica por Toxoplasma
gondii
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5.3.Analise histopatélogica

Dos 8 grupos avaliados e comparados que totalizaram 67 camundongos, foi retirado
Figado , Baco, Pulmao, coracdo, Cérebro para analise histopatologica.De cada grupo foram

retirados por randomizacdo 3 camundongos, que tiveram seus 0rgéo analisados.

5.3.1.Estudo histopatoldgico de 6rgados de camundongo

Pela analise histopatblogica realizada nos 6érgdos dos camundongos infectados e
tratados, ndo foi encontrado alteracdes histopatoélogica condizentes com quadro de reativacédo
de toxoplasmose, nem alteracfes nos grupos controle que fizeram uso das drogas e nao foi
encontrada a presenca de cistos de Toxoplasma gondii nos coracbes e nos ceérebros

avaliados.

6. DISCUSSAO

O Toxoplasma gondii tém sido responsabilizados por infecgdes naturais ou
experimentalmente induzidas em animais de laboratério, tais como camundongos, ratos,
hamsters e cobaias (Granato et al) Desta forma, a infeccdo experimental de animais de
laboratorio, em especial de camundongos, tem ajudado a entender aspectos patoldgicos e

epidemioldgicos dessa doenca (Didier et al 2000).

Nesse sentido, varios modelos experimentais tém sido propostos para a compreensao
desta parasitose. Observou-se inicialmente em estudo piloto com camundongos BALB/c um
grande sucesso na reproducao da infeccdo com a cepa ME49, a viabilidade do uso da cepa
por via oral nestes camundongos e com a mortalidade ocorrida foi possivel estabelecer um
namero maximo de cistos para a infeccéo cronica durante o tempo proposto no modelo que foi
de 60 dias, e chegando a uma visualizacdo dos cistos da cepa ME49 no cérebro destes
camundongos. Contudo na reproducédo de um quadro de reativacéo de cistos de Toxoplasma
gondii pela imunossupressao com drogas padrdo, ndo se observou 0 mesmo resultado obtido
com outros animais experimentais (Frenkel 1973 ; Sumyuen et al 1996 ; Djurkovic-Djakovic et

al 2001) que levou a questionar a resisténcia do camundongo BALB/c ao Toxoplasma gondii
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ou ao regime de drogas utilizadas, regime esse que propde uma reproducdo de esquemas
terpicos de imunossupressdo humana (Camargo et 1990 ; lanhez 2001).

A andlise geral dos resultados obtidos a partir do uso dos esquemas terapico
imunossupressor proposto (dexametasona, azatioprina, acetato de cortisona) em
camundongos machos BALB/c por 28 dias, ndo apresentou resultados sorolégicos ou
histopatolégicos que pudessem ser associados ao quadro de reativacdo do Toxoplasma
gondii, como foi observado em Frenkel 1973 que obteve reativacdo de toxoplasmose latente
em hamster com a cepa RH (tipo I) ou em Sumyuen et al 1996, que obteve com
camundongos Swiss e a cepa C uma mortalidade de 5% a 17%, pdés uso de drogas
imunossupressoras (Azatioprina e acetato de cortisona), ressaltando que a cepa C tem sua
origem de placenta humana e quando inicialmente estudada e isolada era virulenta para os
camundongos (Beauvais et al 1983), comparativamente em Djurkovic-Djakovic et al 2001
utilizou-se a cepa ME49, camundongos Swiss e a associacdo de dois corticoides, a
dexametasona e acetato de cortisona, obtendo também resultados positivo, porém
determinou-se um periodo de tratamento mais longo, cerca de sete semanas, periodo bem
superior ao usado neste trabalho e sendo a dexametasona administrada na agua para beber,
podendo assim levar a um maior consumo pelo camundongo e convém lembrar que o
prolongamento da administracdo dessas drogas mesmo em camundongos nao infectados ja

causariam uma maior mortalidade, fato ressaltado pelo proprio autor.

Destacando os resultados obtidos pela sorologia em titulacdo pela RIFI, no soro dos
camundongos tratados com as drogas imunossupressoras comparativamente com os titulos
dos camundongos apenas infectados ndo se obteve um resultado com grande relevancia
estatistica nas amostras, que pudessem caracterizar um quadro sorolégico de reativacao por
uma variacdo. Contudo podemos levar em consideracdo a variavel biolégica no surgimento de
titulos de 1gG apods a fase aguda, que em modelos imunossuprimidos podem vir a atingir uma
maturidade apos o periodo dois a trés meses ndo seguindo a regra habitual, levando a
conclusdo que a sorologia pela RIFI para modelos imunossuprimidos podem ter seus
resultados mascarados (Granato et al), incrementando a necessidade de diagndsticos mais

sensiveis e eficientes para a infeccdo (Kompalic-Cristo et al 2005).

Neste estudo, amostras do cérebro, coracéo, figado, baco e pulméo, de trés animais de

cada grupo incluindo os grupos controles, constituindo aproximadamente 90 amostras foram
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cortados e corados com HE e confeccionadas trés laminas de cada amostra para a analise

histopatdlogica, objetivando-se 0 encontro de estruturas compativeis com processos
patolégicos causados pela droga e/ou pela presenca do parasito e reativacdo do mesmo, para
tal foram analisadas e comparadas com 0s seus respectivos controles, e feito uma busca por
formas cisticas, livres e lesdes causadas pelo parasito como necroses multifocais, lesées no
baco, pneumonites, infiltrados inflamatoérios, hiperpasias, alteragdes inflamatorias entre
outras(Haziroglu et al 2003), entretanto todos os Orgdos avaliados ndo apresentaram
nenhuma alteracdo que fosse compativel com lesdes causadas pelo parasito ou pela toxidade

das drogas.

Comparando esse resultado com outros trabalhos onde o uso de inoculacfes
intraperitoneais de taquizoitos com concentracédo de 1 X10® em camundongos causou lesdes
necréticas no figado e no baco, hemorragias no cranio e nos pulmdes alem de pneumonia
interticial Haziroglu et al 2003 e outros achados como em Frenkel JK 1988 que comentou as
varias lesdes caudas pela infeccdo toxoplasmicas, nos leva a questionar a interacdo da cepa
ME49 de T. gondii ao modelo murino com o camundongo BALB/c . Na presente investigacao,
o curso clinico da infec¢do foi 0 mais compativel com o quadro de reativacdo toxoplasmica,
contrariando os demais resultados, devido aos achados na epiderme, fungdes intestinais, dor
ao toque e com ocorréncia de 62% no grupo que recebeu a associacdo das 3 drogas
imunossupressoras (Dexametasona+ Azatioprina +Acetato de Cortisona). Essas alteracfes
sdo compativeis com modelo humano como observado em Mies 1998, em que pacientes
imunossuprimidos utilizando azatioprina vieram a apresentar um quadro de alopécia
transitoria, estomatites e alteracbes da mucosa intestinal, produzindo desconforto, célicas e

diarréia, estas situacdes se assemelha a descrita pelo modelo proposto.

Essa avaliacdo pode sugerir um melhor acompanhamento nos sinais clinicos quando
se estiver fazendo o uso de drogas imunossupressoras associadas ou nao a parasitos
oportunistas como o T.gondii, tanto em modelo murino quanto em humano e se for
financeiramente viavel, o uso de técnicas soroldgicas mais sensiveis por um periodo maiores

tempo devido a baixa avidez neste modelo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Frenkel+JK%22%5BAuthor%5D

45
7.CONCLUSOES

1- Por métodos soroldégicos néo foi possivel identificar a alteracdo por comparacao de titulos
com o surgimento de IgG entre os camundongos no modelo proposto ocorrendo 0 mesmo
pela histopatologia realizada nos 6rgéos destes camundongos avaliados, toda via quando nos
voltamos para a analise clinica foram encontradas alteracbes compativeis com quadro de
toxoplasmose aguda porem sem levar nenhum dos camundongos avaliados com as drogas a

morte.

2- O potencial de risco da toxoplasmose neste modelo murino apresentou-se com baixa

afinidade para a reativacao, pela falta de mortalidade entre os camundongos avaliados .
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7.1. Recomendacgdes e sugestdes

Apesar de ocorrer um comprovado desenvolvimento de cistos com a cepa ME49 em
camundongo isogénicos BALB/c, que caracteriza a infeccdo crénica por toda vida destes,
podemos notar que em modelos que fizeram o uso do camundongo C57BI/6 infectados com a
mesma cepa obtiveram uma meningoencefalite progressiva com elevada taxa de mortalidade
(Gazzinelli et al 1993) porem foi mantida um periodo de infeccdo por 12 semanas tempo
menor que realizado neste.

Alem de usar um maior tempo na infec¢do, poderia se ter mantido um maior tempo no
uso das drogas imunossupressoras que fugiria da proposta da reproducdo da terapéutica
humana, porem traria a possibilidade de mortes entre os camundongos avaliados.

O estudo sorologico poderia ocorrer depois do tempo normal para modelos néo

suprimidos levando a uma maior analise dessa baixa avidez e demora no surgimentos de 1gG

7.2. Analise e aceitacao dos trabalhos

Esta dissertacdo sera convertida em dois artigos que serdo submetidos a revisédo de pelo
menos dois pareceristas externos e enviadas para a aprovacdo das revistas: Memoria da

Fundacdo Oswaldo Cruz e para a revista Ciéncia Rural.
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