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RESUMO
No Brasil, a toxoplasmose tem soroprevaléncia que varia de 40 a 80% em individuos adultos.
Atualmente, o tratamento padrdo-ouro para a toxoplasmose consiste na combinacdo de SDZ e
PYR e medicamentos alternativos como SMT, TMP, CLN e ATV podem também ser usados.
H& relatos de efeitos adversos e falhas de tratamento devido a resisténcia do parasito,
principalmente no Brasil. Estudos com isolados na América do Sul mostraram que as cepas
circulantes nesta regido diferem consideravelmente daquelas circulantes na Europa e América
do Norte, caracterizando-as como atipicas. Assim, a grande diversidade de cepas pode estar
associada a ampla distribuicdo geogréfica, fauna e recombinacdo de cepas clonais de forma
sexuada e a diversidade genética entre as linhagens da América do Sul pode ser a razdo das
diferencas no padrdo de suscetibilidade ao tratamento. Estudos anteriores relataram quatro
cepas atipicas de T. gondii com suscetibilidade diminuida a SDZ e PYR. Portanto, o objetivo
deste estudo foi estudar a suscetibilidade in vivo e in vitro dessas cepas atipicas (TgCTBr4,
TgCTBrl1l1, TgCTBr17 e TgCTBr23) frente os farmacos alternativos utilizados no tratamento
da toxoplasmose. Foram realizados ensaios in vivo usando camundongos suicos fémeas
infectados i.p. com 10.000 taquizoitos. Os camundongos distribuidos em grupos foram
tratados por 10 dias com diferentes dosagens e associa¢es de SDZ, PYR, SMT, TMP, CLN e
ATV. Para ensaios in vitro, foram realizados testes para avaliagcdo do efeito antiproliferativo
dos farmacos ao T. gondii e testes de invasdo e proliferacdo. O tratamento in vivo utilizando a
associacdo de SDZ e PYR foi eficaz apenas na cepa TgCTBrl11, bem como o tratamento com
CLN foi positivo apenas nas cepas TgCTBrl1l e TgCTBr23. Os animais sobreviventes dos
grupos tratados com PYR 6,26 + SDZ 20 e SMT 200 + TMP 200 mg/kg/dia da cepa
TgCTBrl1l ndo apresentaram a presenca de cistos no cérebro e 1gG positivo para T. gondii.
Nos ensaios antiproliferativos in vitro bem como ensaios in vivo, a cepa TgCTBr4 nao
respondeu bem ao tratamento utilizando SDZ e PYR, porém, a associa¢do de SMT e TMP
pode vir a ser utilizado por auxiliarem na diminuicdo de proliferacdo do parasito. O uso da
ATV em concentracdo mais alta auxiliou na diminuicdo da proliferagdo dos parasitos nos
ensaios in vitro de ambas as cepas, com exce¢do da TgCTBr4. Além disso, as cepas
TgCTBrl1, TgCTBrl7 e TgCTBr23 apresentam uma suscetibilidade ao uso de SDZ e PYR,

podendo utilizar-se desses farmacos para o tratamento da toxoplasmose nesses casos.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Cepas atipicas; Padrdo de suscetibilidade;

Toxoplasmose congénita.



ABSTRACT
In Brazil, toxoplasmosis has a seroprevalence that varies from 40 to 80% in adults. Currently,
the gold standard treatment for toxoplasmosis is the combination of SDZ and PYR and
alternative drugs such as SMT, TMP, CLN and ATV can also be used. There are reports of
adverse effects and treatment failures due to the resistance of the parasite, mainly in Brazil.
Studies with isolates in South America showed that the strains circulating in this region differ
considerably from those circulating in Europe and North America, characterizing them as
atypical. Thus, the great diversity of strains may be associated with the wide geographic
distribution, fauna and sexual recombination of clonal strains, and the genetic diversity among
the strains of South America may be the reason for the differences in the pattern of
susceptibility to treatment. Previous studies have reported four atypical strains of T. gondii
with decreased susceptibility to SDZ and PYR. Therefore, the aim of this study was to study
the in vivo and in vitro susceptibility of these atypical strains (TgCTBr4, TgCTBrl1,
TgCTBrl7 and TgCTBr23) to alternative drugs used in the treatment of toxoplasmosis. In
vivo assays were performed using female Swiss mice infected i.p. with 10,000 tachyzoites.
Mice divided into groups were treated for 10 days with different dosages and associations of
SDZ, PYR, SMT, TMP, CLN and ATV. For in vitro assays, tests were performed to evaluate
the antiproliferative effect of drugs against T. gondii and invasion and proliferation tests. The
in vivo treatment using the association of SDZ and PYR was effective only in the TgCTBri11
strain, as well as the treatment with CLN was positive only in the TgCTBr11 and TgCTBr23
strains. Surviving animals in the groups treated with PYR 6.26 + SDZ 20 and SMT 200 +
TMP 200 mg/kg/day of the TgCTBr11 strain did not show the presence of cysts in the brain
and positive IgG for T. gondii. In in vitro antiproliferative assays as well as in vivo assays, the
TgCTBr4 strain did not respond well to treatment using SDZ and PYR, however, the
association of SMT and TMP may be used as they help to reduce parasite proliferation. The
use of ATV at a higher concentration helped to reduce the proliferation of parasites in the in
vitro assays of both strains, with the exception of TgCTBr4. In addition, the TgCTBr11,
TgCTBrl17 and TgCTBr23 strains are susceptible to the use of SDZ and PYR, and these drugs

can be used to treat toxoplasmosis in these cases.

Keywords: Toxoplasma gondii; Atypical strains; Pattern of susceptibility; Congenital

toxoplasmosis.
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1. INTRODUCAO
1.1. BIOLOGIA E CICLO DE VIDA DO T. gondii

Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1908) é um protozoario intracelular
obrigatorio pertencente ao filo Apicomplexa, classe Conoidasida, sub-classe Coccidia, ordem
Eucoccidiida, sub-ordem Eimeriina, familia Sarcocystidae e sub-familia Toxoplasmatinae
(ADL et al., 2012). Este protozoario € responsavel por causar a toxoplasmose e possui uma
vasta distribuicdo geografica (JACOBS; LUNDE, 1957).

Existem trés formas infectantes do T. gondii que participam do ciclo bioldgico: os
oocistos, bradizoitos e taquizoitos (DUBEY, 2008). A transmissdo da toxoplasmose ocorre
através da ingestdo de alimentos, como verduras e legumes, e 4gua contaminada contendo
oocistos. Além disso, pode ocorrer transmissdo atraveés da ingestdo de cistos contendo
bradizoitos presentes na carne crua ou mal passada. Uma outra forma de transmissao é por
meio dos taquizoitos pela via transplacentaria, transfusGes sanguineas e contato com
secrecdes (WALCHER; COMPARSI; PEDROSO, 2017; MONTAZERI et al., 2018;
CASTRO et al., 2019).

O ciclo biol6gico do T. gondii é heteroxeno, constituido por dois hospedeiros
(definitivo e intermediario) apresentando diferentes fases de desenvolvimento do parasito,
sendo estas sexuada e assexuada (Figura 1). Os hospedeiros definitivos sdo os felideos, como
0 gato doméstico e gatos selvagens, e os hospedeiros intermediarios sdo diversos animais de
sangue quente, como o ser humano, roedores, aves, boi, cavalo, cées, entre outros. A fase
sexuada ocorre nas células epiteliais do intestino delgado de felinos, como o gato doméstico,
gue consistem no hospedeiro definitivo do parasito. Apds a ingestdo de cistos ou oocistos por
esses hospedeiros, ha a liberacdo de bradizoitos e esporozoitos, respectivamente, que infectam
o0 epitélio intestinal desses felinos e se multiplicam por merogonia, originando 5 tipos de
merozoitos (DUBEY, 2010). Ao final da merogonia, o rompimento da célula infectada libera
0 merozoito tipo E que, ao infectar novas células, irdo se diferenciar em gametocitos para a
posterior formagdo dos gametas, microgamonte e macrogamonte/macrogameta, e posterior
producdo de zigotos que dardo origem ao oocisto, que sdo entdo liberados nas fezes dos
felideos ainda imaturos. No meio ambiente, esses oocistos passam pela maturacdo através do
processo de esporulagéo, processo este que perdura pelo tempo de um a cinco dias e recebe
influéncia de diversos fatores como umidade e disponibilidade de oxigénio. Ao fim da

maturacao, estes oocistos possuem dois esporocistos contendo quatro esporozoitos cada. Estes
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oocistos maduros permanecem viaveis no meio ambiente de 12 a 18 meses, e contribuem
diretamente para disseminacdo do parasito para outros hospedeiros definitivos ou
intermediarios (RORMAN et al., 2006; BARBOSA; MUNO; MOURA, 2014; MINEO;
VITOR, 2016).

(iclo de vida de Toxoplasma gondii
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Figura 1: Ciclo de vida do T. gondii. Fonte: Barbosa, Muno e Moura (2014) adaptado de Moura, Amendoeira e
Barbosa, 2009.

A fase assexuada ocorre tanto nos hospedeiros intermediarios como nos definitivos e é
iniciada a partir da ingestdo das formas evolutivas infectantes. Nos hospedeiros
intermediarios, 0s oocistos ou cistos teciduais, acidentalmente ingeridos, passam pelo
processo de digestdo no trato gastrointestinal do hospedeiro. Nos enterdcitos, células epiteliais
do intestino delgado, os bradizoitos e esporozoitos liberados invadem enterdcitos e células da
lamina propria, respectivamente. Apds a invasao da célula hospedeira, se diferenciam em
taquizoitos e multiplicam-se por endodiogenia. Ap6s o estabelecimento da infeccdo no
intestino, os taquizoitos acessam a corrente sanguinea e linfatica, permitindo a disseminacéo
para outras partes do corpo (ARTIGAS et al., 2012). Sob a pressdo do sistema imune e
influéncia de citocinas e quimiocinas, participantes do processo inflamatério desencadeado
pela infecgdo, ocorre a conversao da fase aguda para a fase crénica, na qual os taquizoitos se
diferenciam em bradizoitos e inicia-se a formacao dos cistos teciduais que possuem parede
cistica rica em polissacarideos, fina e elastica, permitindo uma maior resisténcia e protegendo

os bradizoitos de alteragbes ambientais e resposta imune do hospedeiro (KIEFFER,;
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WALLON, 2013; MEDEIROS, 2019). Os cistos se instalam preferivelmente no cérebro,
musculo esquelético, miocardio e retina. Em pacientes com distdrbios imunolégicos, pode
ocorrer a conversdo de bradizoitos a taquizoitos e ruptura desses cistos, levando a reativacdo
da infeccdo (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; ARTIGAS et al., 2012).

1.2. EPIDEMIOLOGIA DA TOXOPLASMOSE NO BRASIL

Considerando ser uma zoonose amplamente difusa, estima-se que cerca de 30% da
populacdo mundial esteja infectada com T. gondii (MAENZ et al., 2014). No Brasil, a
toxoplasmose possui uma soroprevaléncia variando de 40 a 80% entre individuos adultos
(FRANCISCO et al., 2006). Ademais, a transmissdo congénita possui uma frequéncia de
acometimento podendo variar de 3 a 20 casos a cada 10.000 recém-nascidos (MARZOLA,
2021). A ocorréncia da toxoplasmose de forma sintomatica é incomum, ocorrendo em sua
maioria entre individuos imunocomprometidos, fetos e recém-nascidos (MONTAZERI et al.,
2018).

Ha relatos que a infeccdo por T. gondii acontece mais frequentemente em climas mais
guentes e de baixa altitude devido a favorecer as condi¢des de esporulacdo e manutencdo dos
oocistos no ambiente. Além disso, existe uma distribuicdo homogénea entre grupos étnicos
que pode estar mais associado aos habitos alimentares e condi¢Bes sanitarias que por
diferencas genéticas entre populacdes. No Brasil existe uma taxa de soropositividade mais alta
guando comparado a paises da Europa, principalmente entre povos indigenas e individuos em
vulnerabilidade social. Outro ponto relatado € que grupos socioecondémicos mais altos tendem
a possuir baixas taxas de soroprevaléncia (DUBEY; BEATTIE, 1988; BOIA et al., 2008;
BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; JONES; DUBEY, 2014).

Estudos anteriores demonstram um caso de toxoplasmose congénita a cada 770
nascidos vivos no Estado de Minas Gerais. Destes recém-nascidos, aproximadamente 80%
apresentavam diagnostico de retinocoroidite em pelo menos um olho (VASCONCELOS-
SANTOS et al., 2009).

Uma pesquisa avaliando a vulnerabilidade socioecondmica associada a toxoplasmose
no sul do Brasil verificou que ha uma prevaléncia de soropositividade para toxoplasmose em
populacdo vulneravel, em torno de 73%, idosos (87,97%) e gestantes (60,6%). Dessa forma,
0s autores atribuiram um maior risco para exposi¢do ao T. gondii a esses grupos, associando

ainda o fator de risco a falta de acesso a educacéo, baixa renda familiar e baixas condi¢6es
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sanitarias. Além disso, héabitos alimentares também influenciam na prevaléncia da
toxoplasmose nestes grupos. Gestantes, por ser um grupo de risco importante devido as
consequéncias da transmissdo vertical, como distarbios reprodutivos, sintomas neurolégicos
graves e deficiéncia visual e auditivo das criancas, tende a ser um grupo a receber mais

atencdo com relacdo aos demais estudados (MAREZE et al., 2019).

Tendo em vista se tratar de uma doenca que atinge a cronicidade, a melhor forma de
prevenir € evitar a infeccdo pelo parasito. Para tanto, é imprescindivel boas condigdes de
higiene, saneamento bésico e acesso a informacbes quanto ao manuseio e preparo dos
alimentos para o combate da parasitose (WALCHER; COMPARSI; PEDROSO, 2017,
MOURA et al., 2019).

1.3. ESTRUTURA POPULACIONAL E PADRAO DE VIRULENCIA DE CEPAS DE
T. gondii NO MUNDO E NO BRASIL

Os primeiros estudos de caracterizacdo populacional de T. gondii ocorreram
predominantemente com cepas isoladas na Europa e América do Norte. Nestes estudos, T.
gondi apresentou uma baixa diversidade genética com predominio de trés linhagens clonais
classificadas como cepas tipo I, Il e 11l (DARDE; BOUTEILLE; PESTRE-ALEXANDRE,
1992; HOWE; SIBLEY, 1995). Por este motivo, o T. gondii passou a ser considerado por
alguns anos um parasito de estrutura populacional clonal (HOWE; SIBLEY, 1995;
BOOTHROYD; GRIGG, 2002). A viruléncia destes isolados foram associadas ao grau de
letalidade em camundongos. Dessa forma, a linhagem clonal tipo | foi classificada como
virulenta em camundongos, na qual a infec¢do por apenas um parasito pode causar a morte do
hospedeiro, enquanto as linhagens do tipo Il e 11l sdo consideradas avirulentas, possibilitando
uma resposta imunoldgica do hospedeiro frente a infeccdo e possibilidade de cronificagdo da
doenga. Em humanos, a toxoplasmose se comporta de forma semelhante, sendo associada a
forma aguda ao gendtipo tipo 1, tipo Il ocorrendo de forma mais frequente em pacientes com o
sistema imune comprometido e o tipo Il ocorrendo mais comumente em animais e, quando
em humanos, é o tipo mais associado a forma assintomatica da doenca (HOWE; SIBLEY,
1995).

Estes resultados demonstraram que o ciclo de vida nos felinos, Unicos hospedeiros
onde ocorre a reproducdo sexuada do parasito, ocorreria de forma rara em paises da América
do Norte e Europa (CARNEIRO et al., 2013). No entanto, estudos posteriores com isolados

na América do Sul, especialmente o Brasil, mostraram que as cepas circulantes nesta regido se
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diferem consideravelmente, tanto em estrutura quanto em diversidade genética, daquelas
circulantes na Europa e América do Norte (KHAN et al., 2006; BELFORT et al., 2007;
DUBEY et al., 2007). Assim, as cepas da America do Sul foram classificadas como atipicas.
Tamanha diferenca de diversidade de cepas entre as regiGes pode estar associada a
distribuicdo de felinos selvagens entre as regides (CARNEIRO et al., 2013). E considerado
que o Brasil dettm a maior quantidade de espécies de felinos selvagens do continente
americano (CANON-FRANCO; ARAUJO; GENNARI, 2013). Esta diversidade de felinos
silvestres, incluindo aqueles mantidos em centros de conservacdo, como zoologicos, pode
auxiliar no estabelecimento da variagdo e disseminacdo de cepas de T. gondii em territorio
brasileiro, tornando-os um importante foco de transmissdo e manutencdo do parasito no
ambiente (CARNEIRO et al., 2013). Assim, a grande diversidade de cepas pode estar
associada a ampla distribuicdo geogréfica, fauna e recombinacdo de cepas clonais de forma
sexuada (BOOTHROYD; GRIGG, 2002; KHAN et al., 2006; DE MELO FERREIRA et al.,
2006; DUBEY, 2008; DELHAES et al., 2010; CARNEIRO et al., 2013; SHWAB et al., 2014;
SILVA et al.,, 2014). Em contrapartida, a implicacdo da ndo exclusividade do uso da
reproducdo sexuada para a disseminacdo do parasito, que pode também ocorrer através da
reproducdo assexuada nos hospedeiros definitivos e intermediario, poderia ter contribuido
para a manutencdo do ciclo em regides de pouca diversidade genética (BOOTHROYD;
GRIGG, 2002).

Grande parte dos estudos de genotipagem de T. gondii utilizam a técnica de PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorfism) para a
caracterizacdo de cepas, por se tratar de um método rapido, reprodutivel e de desenvolvimento
simples, sendo a metodologia para tipagem genética mais utilizada atualmente
(AJZENBERG; DUMETRE; DARDE, 2005; SU; ZHANG; DUBEY, 2006). Através desta
técnica foi possivel identificar isolados de cepas atipicas de T. gondii (SU; ZHANG; DUBEY,
2006; CARNEIRO et al., 2013). No Brasil, foram identificados quatro genotipicos principais
de linhagens clonais tipicos do territorio brasileiro, mas que se diferem das 3 linhagens
clonais cléssicas do T. gondii, os tipos Brl (virulento), Brll (virulento intermediario), Brill
(avirulento) e BrlV (virulento intermediario) (PENA et al., 2008). Apesar desta classificacao,
é sabido que a diversidade genética e presenca de outros genétipos no Brasil tende a ser
superior ao ja classificado, uma vez que estas cepas sdo frequentemente encontradas, mas nao
sdo prevalentes quando comparadas as cepas da América do Norte e Europa. Além disso, é

considerado que as cepas oriundas da América do Sul podem estar associadas a uma maior
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viruléncia quando comparadas aos isolados circulantes em outras regides do mundo
(BRANDAO et al., 2006; CAVALCANTE et al., 2007; DE LIMA BESSA; DE ALMEIDA
VITOR; DOS SANTOS MARTINS-DUARTE, 2021).

Andrade e colaboradores (2012) analisaram a prevaléncia da toxoplasmose em ovinos e
realizou a caracterizacdo molecular de isolados obtidos de animais de producdo no Estado do
Rio Grande do Norte. Neste estudo foi observado que, dos seis isolados obtidos, nenhum
pertence ao perfil clonal mundial (I, 11 ou I111) ou perfis clonais brasileiros (BRI, BRII, BRIII
ou BRIV), sendo assim, todos os isolados sdo oriundos de genotipos atipicos brasileiros.
Carneiro e colaboradores (2013) identificaram 27 isolados provenientes de toxoplasmose
congénita no Estado de Minas Gerais. Destes, apenas oito isolados se enquadravam na
classificacdo previamente aplicada para cepas brasileiras, nos quais sete foram agrupados ao
genodtipo BRII e apenas um ao gendtipo BRIII. Os demais se classificaram de maneira Unica,
pertencentes a outros genotipos que nao haviam sido descritos previamente e caracterizados
majoritariamente como isolados virulentos. Somado a isso, Silva et al. (2014) realizou a
caracterizacdo molecular do T. gondii isolados de cdes, galinhas e de casos humanos de
toxoplasmose congénita que também apontou varia¢do nos genotipos identificados nas cepas
brasileiras. Dentre os 24 isolados foram identificados apenas 10 isolados que se enquadram
aos gendtipos clonais brasileiros (BRI, BRIl e BRIII). Ao todo, foram identificados entre os
isolados 12 gendtipos diferentes no estudo, sendo oito deles considerados atipicos frente aos
perfis clonais brasileiros e mundiais. Dessa forma, é observada uma variacdo que implica
diretamente na real diversidade destas cepas e forte presenca do ciclo sexuado do T. gondii

em territério brasileiro.

Embora a relacdo entre viruléncia em camundongos das cepas atipicas ainda ndo esteja
bem associada as manifestacdes clinicas e sintomatologia em humanos de forma bem
definida, uma maior gravidade da toxoplasmose é observada nos paises da América do Sul,
podendo essa gravidade estar associada ao grande polimorfismo genético detectado entre
cepas brasileiras (CRISTINA et al., 1995; BOOTHROYD; GRIGG, 2002; FRAZAO-
TEIXEIRA et al., 2011; GILBERT et al., 2008).

1.4. PATOGENIA E MANIFESTACOES CLINICAS DA TOXOPLASMOSE

Alguns locais sdo mais comumente parasitados pelo T. gondii, como o sistema nervoso
central, retina, placenta, tecido linfatico, e tecido muscular. A entrada na celula pelo parasito é
realizada a partir de penetracdo ativa infectando quaisquer células nucleadas do hospedeiro.
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Apos a penetracdo, o parasito reside em um compartimento chamado de vacuolo parasitoforo
(VP) e, portanto, é separado do citoplasma celular por uma membrana. Neste compartimento,
o0s taquizoitos se multiplicam-se rapidamente por endodiogenia, que consiste na producdo de
duas células-filha a partir de uma célula-mée através da reproducdo assexuada. Eventualmente
o0s taquizoitos egressam da célula infectada e da-se inicio a uma reagdo inflamatdria. Os
taquizoitos liberados no meio extracelular invadem novas células, amplificando a infeccdo e
levando a destruicdo tecidual (SOUZA et al., 2010; BARBOSA; MUNO; MOURA, 2014).

Cerca de 20% dos pacientes imunocompetentes apresentam sintomas para a
toxoplasmose. O principal sintoma é a linfadenopatia cervical e supraclavicular que consiste
no aumento dos linfonodos, de forma indolor, mantendo-se aumentado por meses ou, mais
raramente, anos. Outros sintomas comuns s&o febre, mal-estar e dores de cabeca (GOMEZ et
al., 2007).

A toxoplasmose ocular, por sua vez, esta associada a 2% dos individuos com
toxoplasmose e a infeccdo pos-natal é a responsavel pela maior parte dos casos de
comprometimento ocular (GILBERT; STANFORD, 2000). O Brasil, por sua vez, contabiliza
cerca de 27% de prevaléncia de retinocoroidite em decorréncia da toxoplasmose, podendo
comprometer pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes (FERREIRA et al., 2014).
Neste ultimo grupo, em casos de necrose da retina ocular, o prognéstico ndo é favoravel caso
0 tratamento ndo seja iniciado o mais rapido possivel. Ainda assim, ndo existe nenhum

tratamento especifico para a toxoplasmose ocular (ZHANG; LIN; LU, 2018).

Mesmo se tratando de uma doenca em sua maioria assintomatica em pacientes
imunocompetentes, a sintomatologia exibida pelos grupos de risco, como 0s pacientes
imunocomprometidos e gestantes, varia desde sintomas leves a problemas mais graves como
retinocoroidite, encefalite, pneumonite, retardo motor, aborto espontaneo, morte neonatal,
parto prematuro e perda da visdo (SIBLEY; MORDUE; HOWE, 1999; LOPES; BERTO,

2012). Ademais, os sintomas estdo associados a forma clinica da toxoplasmose.

Pacientes imunocomprometidos, como portadores do HIV e pacientes em tratamento
contra 0 cancer, sdo mais suscetiveis a apresentar sintomas para a toxoplasmose. Estima-se
que 84% dos pacientes com HIV apresentam sorologia positiva para toxoplasmose, com uma
maior frequéncia da neurotoxoplasmose, que acomete cerca de 3 a 40% dos pacientes (AUN,
2019; MELO; PAULISTA; SANCHEZ, 2020). Além do mais, em cerca de 95% dos pacientes

ocorre a reativacdo da doencga, nos quais 0s principais sintomas descritos sdo encefalite e
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pneumonite. Outras manifestacfes clinicas podem estar associadas, dependendo da
disseminacdo e gravidade da doenca, tais como febre, convulsdes, confusdo mental,
hemorragias, tosse e falta de ar (DEDICOAT; LIVESLEY, 2006; CAMPINA; QUEIROZ-
FERNANDES, 2018). Quando néo tratada, a doenca pode atingir 100% de letalidade nesse
grupo, portanto, é imprescindivel que haja um acompanhamento e diagnostico rapido
(MONTOYA; BOOTHROYD; KOVACS, 2003; SANTOS; ROCHA; RAMOS, 2015).

A toxoplasmose ocular, por sua vez, representa 25% de criancas e adultos com uveite
e 35% com retinocoroidite. Esta apresentacdo sintomética estd comumente associada a
toxoplasmose congénita, se manifestando nos primeiros dias ou anos de vida da crianga. No
entanto, estudos recentes de Valladares e colaboradores (2020) relatam o aumento dos casos
de toxoplasmose ocular pds-natal. As lesbes tipicas identificadas sdo localizadas
principalmente na mécula, regido no centro da retina, de forma focal, granulomatosa,
necrosante e unilateral. Na toxoplasmose congénita cerca de 85% dos casos de toxoplasmose
ocular sdo bilaterais e devido ao risco de comprometimento da visao, o tratamento deve ser
iniciado assim que o diagnostico for realizado (GOMEZ et al., 2007). Na América do Sul,
especialmente no Brasil, esta forma clinica é bastante comum. Estudos apontam cerca de 95%
de ocorréncia de retinocoroidite em criangas com toxoplasmose congénita
(VASCONCELOS-SANTOS et al., 2009; GOMEZ-MARIN, 2010).

Segundo Kieffer e Wallon (2013), a toxoplasmose durante a gravidez, e consequente
transmissdo congénita, pode acarretar em uma série de complicacBes ao feto e recém-
nascidos, dependendo do periodo de infeccdo. O risco de transmissdo para o feto tende a
aumentar de 15% nas primeiras 13 semanas para 71% nas ultimas semanas de gestacdo,
provocando danos potenciais ao sistema nervoso. Outras manifestagdes como abortos, parto
prematuro e morte neonatal podem ocorrer. A toxoplasmose congénita possui uma
prevaléncia entre 3 a 20 casos a cada 10.000 nascidos vivos no Brasil. Os recém-nascidos
infectados nas Gltimas semanas de gestacdo tendem a apresentar uma infecc¢do subclinica, no
entanto, no Brasil este quadro tem se mostrado diferente, no qual sintomas mais graves e mais
prevalentes séo relatados (VASCONCELOS-SANTOS et al., 2009; MARZOLA, 2021).

Estudos mais recentes apontam que no Brasil as lesdes oculares (87%) e neuroldgicas
(53%) diagnosticadas no primeiro ano de vida sdo mais frequentes e mais graves quando
comparado com a prevaléncia de lesbes oculares (29%) e neurologicas (13%) em paises da
Europa em virtude da falta de tratamento e da presenca de cepas mais virulentas no Brasil. A

doenca pode apresentar-se de forma multissistémica, variando a prevaléncia e gravidade entre



25

paises da América do Sul, como o Brasil, Europa Ocidental, Franca e Estados Unidos,
podendo ocorrer hidropisia e miocardite, ou acometendo o sistema nervoso, com amplas
sequelas como retardo psicomotor, convulsdes, hidrocefalia, necrose do tecido, calcificacdo
cerebral, microcefalia e toxoplasmose ocular (MALDONADO et al., 2017). As lesOes
oftalmoldgicas podem ser observadas em manifestagdes como microftalmia, estrabismo,
catarata, entre outros (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2020). Portanto, é
necessario a realizacdo de testes regulares durante o pré-natal da gestante para realizar o
acompanhamento e prevenir a infecgéo fetal ou reduzir complicacdes (WALLON; PEYRON,
2018). Além disso, a Portaria n° 7, de 4 de marco de 2020, foi estabelecida a fim de ampliar a
deteccdo de toxoplasmose congénita incluindo o exame no teste do pezinho, podendo ser
realizado através do Sistema Unico de Saude (SUS) no Brasil, sendo de extrema importancia
o diagndstico precoce a fim de minimizar complicacdes associadas a toxoplasmose ao recém-

nascido.

Sabendo que a soroprevaléncia da toxoplasmose no mundo esta associada a
parametros socioeconémicos e culturais, € necessario o conhecimento de tendéncias
frequentes para a aplicagdo de politicas publicas de saude a fim de minimizar os danos fisicos
e financeiros causados pela toxoplasmose (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS, 2009). Além
do mais, novas estratégias para diagnostico e, principalmente, novos tratamentos devem ser
estudados e aprimorados (MCAULEY, 2014).

1.5. QUIMIOTERAPIA ANTI-TOXOPLASMA

Apesar de se tratar de uma doenca amplamente distribuida no mundo que gera
impactos a saude publica e privada, a toxoplasmose permanece negligenciada e sendo pouco
notificada, o que prejudica na elaboracdo do perfil epidemioldgico da doenca e na aplicacdo
de estratégias para a prevencdo e tratamento (SAMPAIO et al., 2020).

Os farmacos utilizados hoje para o tratamento da toxoplasmose foram, em sua maioria,
inicialmente destinados ao tratamento da maléria, ocorrendo um reposicionamento de
farmacos (ALDAY; DOGGETT, 2017).

A quimioterapia anti-Toxoplasma é classificada de acordo com o mecanismo de agéo
dos farmacos em uso, que podem afetar a sintese de folatos como as sulfonamidas,
Sulfadiazina (SDZ) e Sulfametoxazol (SMT), e analogos de pirimidina Pirimetamina (PYR) e
Trimetoprim (TMP) que inibem sequencialmente a enzima diidropteroato sintase (DHPS) e

diidrofolato redutase (DHFR) (Figura 2); inibidores da sintese proteica associada ao
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Apicoplasto como a Clindamicina (CLN) e Espiramicina e inibicdo da cadeia de transporte
dos elétrons das mitocéndrias, agindo sobre o complexo mitocondrial citocromo bci que afeta

0 estado energético do parasito, como a Atovaquona (ATV) (Figura 3) (COOMBS;
MULLER, 2002).

PABA

Dudr_opteroato e ( Sulfonamidas )

sintase
PRODUCAO DE ACIDO FOLICO ¥
FOLATO

Diidrofolato Prrimetamina e
redutase 1 1

r

TETRAHIDROFOLATO

SINTESE DE TIMIDILATO

r

DNA

Figura 2: Via de sintese do folato. As sulfonamidas (SDZ e SMT) possuem efeito sinérgico a PYR e TMP,
participando do bloqueio na via de sintese do acido félico e folinico. Fonte: Adaptado de Rang et al. (2015).
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Figura 3: Estrutura quimica dos farmacos utilizados para o tratamento da toxoplasmose. Na quimioterapia anti-
Toxoplasma séo utilizados seis principais farmacos: Sulfadiazina (A), Pirimetamina (B), Sulfametoxazol (C),
Trimetoprim (D), Clindamicina (E) e Atovaquona (F). Fonte: National Center for Biotechnology Information
(2023).

Atualmente, o tratamento padrdo-ouro consiste na combinacdo de SDZ e PYR,
também podendo utilizar a associagdo de SMT e TMP, ambos apresentando um efeito
sinérgico que afeta a replicacdo da forma taquizoita do T. gondii (ALDAY; DOGGETT,
2017). A SDZ (2-sulfamilamidopirimidina), analogo estrutural do acido para-aminobenzoico
(PABA), atua de forma antagbnica ao PABA, impedindo que o mesmo seja utilizado na
sintese de acido félico e consequentemente prejudicando a sintese de folatos necessario para a
replicacdo do parasito, mesmo mecanismo de acdo utilizado também pelo SMT através da
inibicdo da enzima diidropteroato sintase (BOSCH-DRIESSEN et al., 2002; MONTOYA,;
LIESENFELD, 2004; MENECEUR et al., 2008). Os farmacos PYR e TMP afetam a sintese
do folato de mesmo modo, inibindo a enzima diidrofolato redutase que prejudica a produgéo
de acido tetrahidrofolato, que € essencial para a sintese de acidos nucleicos pelo parasito.
Ambos os farmacos atuam no controle da infeccdo afetando na replicagcdo do T. gondii e a
PYR ¢ considerada um dos farmacos mais eficazes para o tratamento da toxoplasmose
(BOSCH-DRIESSEN et al., 2002; DUNAY et al., 2018).

O tratamento prolongado com PYR de maneira isolada é invidvel, uma vez que este

causa uma depressdo da medula 6ssea, por isso, € recomendado suplementacdo de acido
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folinico (Leucovorina) a fim de prevenir ou minimizar os efeitos de toxicidade hematoldgica.
Além disso, outros efeitos adversos podem ocorrer como distdrbios gastrointestinais,
hipersensibilidade, mal-estar e febre, também associado ao uso de SDZ, SMT e TMP. Outro
ponto a ser discutido € o potencial teratogénico da PYR, sendo assim, ndo é recomendado o
seu uso no primeiro trimestre de gestacdo (ARAUJO; HUSKINSON; REMINGTON, 1991;
DE-LA-TORRE et al., 2011). Nestes casos, o farmaco de escolha é a Espiramicina, relatada
por Garin e Eyles (1958), que por se tratar de um medicamento néo toxico e que nao atravessa
a placenta, tornou-se a primeira escolha a fim de diminuir as chances de transmissdo materno-

fetal nas primeiras semanas de gestacéo.

Com relacdo a hipersensibilidade causada pelo uso das sulfonamidas, estas além de
impossibilitar o uso do farmaco no tratamento da toxoplasmose e de outras doengas, pode
causar danos severos ao individuo, variando desde eritemas cutaneos a rea¢fes cutaneas mais
graves como sindrome de Stevens-Johnson, necrdlise epidérmica toxica e sintomas mais
sistémicos como anafilaxia (CHOW; KHAN, 2022).

As alternativas para o tratamento da toxoplasmose passaram a ser foco de muitos
pesquisadores devido a urgéncia de encontrar novos farmacos com potencial anti-Toxoplasma
seguros e eficazes (ZHANG et al., 2019). Devido ao poder inibitorio da sintese proteica no
apicoplasto pela CLN, a mesma ¢ utilizada clinicamente no tratamento da toxoplasmose.
Estudos relatam que a CLN administrada sozinha ou combinada com PYR auxilia na melhora
clinica, principalmente entre pacientes com hipersensibilidade & SDZ, permitindo a resolugdo
da retinocoroidite e reducdo de lesdes cerebrais (ARAUJO; REMINGTON, 1974,
TABBARA; O’CONNOR, 1980; ROLSTON; HOY, 1987). O apicoplasto, organela plastidial
presente em organismos do filo Apicomplexa, é o local de vias metabdlicas essenciais para o
desenvolvimento do T. gondii e por este motivo, é o alvo de diversos farmacos. Em
contrapartida, a CLN apresentou-se menos eficaz em casos de reinfeccéo e taxas semelhantes
de toxicidade quando comparada a SDZ (KATLAMA et al., 1996; ALDAY; DOGGETT,
2017).

A ATV foi o ultimo farmaco a ser reposicionado para o tratamento da toxoplasmose,
sendo observada com uma potente atividade contra protozoarios. Age sobre o complexo
mitocondrial citocromo bcy inibindo o transporte de elétrons a fim de diminuir o potencial da
membrana mitocondrial interna (SCHLITZER, 2007; VAIDYA; MATHER, 2009; VINETZ

et al., 2012). Apesar de desempenhar um bom resultado contra as formas taquizoitas e de
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forma parcial sob os bradizoitos visualizado em modelo murino (CHORLTON, 2019), sua
circulacdo no Brasil ainda é restrita, o que dificulta sua utilizacdo (ALVES; VITOR, 2005).

Atualmente as terapias disponiveis possuem como alvo a forma taquizoita do T.
gondii, agindo apenas na fase aguda da doenca. Somado a isto, existem outras problematicas
relacionadas aos efeitos adversos dos farmacos utilizados, falha no tratamento e o potencial de
resisténcia (DE LIMA BESSA; DE ALMEIDA VITOR; DOS SANTOS MARTINS-
DUARTE, 2021; MARTINS-DUARTE et al., 2021).

1.6. RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA ANTI-TOXOPLASMA

A resisténcia a farmacos estd associada ao uso indiscriminado e irregular de
medicamentos possibilitando uma pressdo seletiva de microrganismos resistentes. Erros de
prescricdo e diagnostico incerto sdo algumas das circunstancias que levam ao uso abusivo de

medicamentos e, consequentemente, surgimento de resisténcia (WANNMACHER, 2004).

Existem varios mecanismos de resisténcia descritos na literatura. A resisténcia esta
associada a um crescimento superior do microrganismo que sé poderia ser inibido a partir do
uso de concentracGes maiores que os farmacos conseguem alcancar um sitio de infeccdo. A
resisténcia pode ser adquirida através da capacidade do microrganismo em inativar a acdo
biocida de um farmaco, alterar o alvo do antibidtico ou as barreiras de permeabilidade que
dificultam a acdo do medicamento. Este tipo de resisténcia € preocupante uma vez que um
grupo de microrganismos anteriormente sensiveis a um farmaco tornam-se resistentes a partir
de uma presséo seletiva do uso do mesmo, proliferando apenas 0s organismos resistentes.
Além disso, existe a resisténcia natural na qual os microrganismos sdo naturalmente
resistentes a um grupo de farmacos, diminuindo sua suscetibilidade ao uso dos mesmos. Em
consonancia com a descoberta de novos medicamentos, novos mecanismos de resisténcia
também estdo surgindo, aumentando a morbidade, mortalidade e o impacto financeiro
causado por infeccdes e doencas em todo o mundo (SUSSMANN; MATTOS; RESTREPO,
2002; SCHERER; BOTONI; COSTA-VAL, 2016).

Na década de 70 foi relatado casos de Plasmodium falciparum, protozoario causador
da Maléria, resistentes aos farmacos sulfadoxina e PYR. Foi observado uma possivel mutagéo
nos genes associados ao mecanismo de acdo dos farmacos, DHFR e DHPS, que decodificam
as enzimas que estdo envolvidas na via de sintese do folato, implicando em uma diminuigéo

da sensibilidade do parasito aos farmacos, prejudicando o efeito antiproliferativo do farmaco.
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Da mesma maneira, foi relatado a resisténcia a ATV devido a mutagdo do gene que sintetiza o
complexo mitocontrial citocromo bcy, também associado ao mecanismo de ac¢do do farmaco.
Estes mecanismos de acdo também sdo aplicados contra o T. gondii com o uso desses
farmacos (VENANZI; LOPEZ-VELEZ, 2016; BISSO-ANDRADE, 2018).

Falhas no tratamento da toxoplasmose devido resisténcia a medicamentos ja foram
relatadas na literatura. Existe a hipotese que a alteracdo nos genes DHPS E DHFR, 0s mesmos
genes envolvidos em casos de resisténcia de P. falciparum aos farmacos utilizados no
tratamento da maléria, pode ocorrer de forma natural em isolados de T. gondii. Dentre 0s
isolados analisados por Aspinall e colaboradores (2002), foi encontrado um isolado
proveniente de um caso de toxoplasmose congénita fatal com resisténcia a SDZ que, com o
sequenciamento do gene, foi possivel observar uma mutacdo que daria origem a essa
resisténcia. A mde da crianga ndo havia sido tratada com sulfonamidas, o que implica na
hipGtese que seja uma cepa resistente anteriormente a infeccdo, caracterizando uma
resisténcia natural (ASPINALL et al., 2002).

Meneceur et al. (2008) estudou mutacées nos genes DHFR e DHPS de T. gondii entre
as cepas clonais (I, 11 e I11), encontradas frequentemente na América do Norte e Europa. Neste
estudo, 17 cepas foram estudadas a fim de avaliar a suscetibilidade através de ensaios in vitro
envolvendo o uso de SDZ, PYR e ATV. Algumas cepas apresentaram mutacdes no gene
DHFR, que apesar de ser o gene responsavel por codificar a enzima DHFR, enzima alvo da
PYR, estas cepas ndo apresentaram resisténcia ao farmaco. Além disso, trés outras cepas
apresentaram resisténcia ao uso de SDZ. Apesar das mutacdes apresentadas, € relatado que a
suscetibilidade aos farmacos ndo esta relacionada ao gendtipo da cepa, tendo em vista que
cepas com um mesmo genotipo podem apresentar suscetibilidade diferentes a um mesmo

farmaco.

De acordo com De Lima Bessa, De Almeida Vitor e Dos Santos Martins-Duarte
(2021), a diversidade genetica entre cepas oriundas da América do Sul pode estar associada a
uma maior viruléncia e diferencas no padréo de suscetibilidade ao tratamento. Dados recentes
demonstram isolados de T. gondii resistente aos antifolatos. Este fato pode estar associado a
uma necessidade de um tratamento prolongado, o que contribui para uma falha clinica por
falta de assiduidade e permanéncia no tratamento por parte do paciente e auxilia na selecdo de
variantes resistentes, alem disso o mecanismo de resisténcia tambem pode associado a
mutacdo da sequéncia de genes-alvo (Diidrofolato redutase e diidropteroato sintase) dos
farmacos (ASPINALL et al., 2002; PELPHREY et al., 2007).
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Cepas atipicas provenientes de casos humanos de toxoplasmose congénita isoladas no
Estado de Minas Gerais por Carneiro et al. (2013) foram analisadas por Silva et al. (2017) a
fim de avaliar a suscetibilidade aos farmacos SDZ e por Silva et al. (2019) para verificar a
suscetibilidade a SDZ e PYR, dentre essas cepas estdo TgCTBr4, TgCtBrll, TgCTBrl7 e
TgCTBr23, sendo a cepa TgCTBrl1l a Unica dentre as quatro cepas atipicas a ser avaliada
apenas frente a utilizagdo da SDZ de maneira isolada.

A cepa TgCTBrll ao ser submetida a ensaios in vivo para verificacdo da
suscetibilidade ao uso de SDZ apresentou uma baixa suscetibilidade ao tratamento, com o
maximo de 40% de sobrevivéncia. Esse isolado também foi atestado com um provavel perfil
de resisténcia natural quando comparado aos demais isolados estudados por Silva et al.
(2017). No entanto, a suscetibilidade da cepa ao uso da PYR ndo havia sido avaliado

anteriormente.

Camundongos infectados pela cepa TgCTBr4 e TgCTBr17, pertencentes ao genotipo
(#108), apresentaram uma menor taxa de sobrevivéncia mesmo quando tratados com
concentragdes mais altas de SDZ, sugerindo uma diminuicdo da suscetibilidade frente a
utilizacdo do farmaco. Com relacdo ao uso da PYR, o farmaco apresentou uma baixa eficacia
terapéutica em ambas as cepas, porém a associacdo de SDZ + PYR conseguiu aumentar a
sobrevida dos animais quando comparado aos farmacos isolados. Foi identificado ainda a
presenca de duas mutacGes nas cepas TgCTBr4 e TgCTBr17. A mutacdo de aminoéacido
codificado pela metionina (M) invés da isoleucina (I) e da arginina (R) para histidina (H) pode
ser 0 que garante a diminuicdo da suscetibilidade com o uso isolado de SDZ (SILVA et al.,
2019).

A cepa TgCTBr23, por sua vez, com o0 aumento das concentracGes de SDZ e PYR
demonstrou um aumento da sobrevida dos camundongos. No entanto, todos os animais

sobreviventes apresentaram a cronificacdo da doenca (SILVA et al., 2019).

Vale salientar a gravidade das infecgdes por cepas atipicas de T. gondii. Um recém-
nascido, mesmo utilizando do tratamento associado de SDZ + PYR, infectado pela cepa
TgCTBrl1l exibiu a forma grave da toxoplasmose congénita, apresentando retinocoroidite
ativa, crise convulsiva, atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, microftalmia,
microcefalia, entre outros. Esta gravidade, além de estar associado com outros fatores, pode
estar associada a uma baixa resposta terapéutica ao uso dos farmacos utilizados (SILVA,
2014).
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Casos de falha no tratamento de pacientes portadores de HIV fazendo uso de ATV
para o tratamento de encefalite também foram descritos devido mutacBes no complexo
mitocondrial citocromo bc: e variacdo fenotipica entre linhagens clonais que conferem
resisténcia a ATV (MCFADDEN et al., 2000; CHIRGWIN et al., 2002; MONTAZERI et al.,
2018). A CLN demonstrou-se efetiva no tratamento da toxoplasmose ocular e cerebral. Em
contrapartida, estudos recentes demonstram falha no tratamento e caracterizacdo de
resisténcia in vitro a este farmaco, embora ndo haja relatos de cepas naturalmente resistentes
(HOSSEINI; ABRISHAMI; MEHDI ZADEH, 2014; MONTAZERI et al., 2018).

O surgimento de cepas resistentes causa preocupacdo quanto as perspectivas de
tratamentos eficientes, aumentando a necessidade de novos estudos em busca de tratamentos
alternativos para cepas resistentes e compreensdo da suscetibilidade e resisténcia dos
farmacos utilizados atualmente (MONTAZERI et al., 2018).



33

2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose € mundialmente difundida e negligenciada em muitos paises. O
Brasil, por sua vez, possui uma vasta diversidade de cepas atipicas do T. gondii. A
combinacdo de SDZ e PYR é o padrdo-ouro de tratamento na atualidade, no entanto, outros
farmacos foram direcionados para o tratamento da toxoplasmose como 0 SMT, TMP, ATV e
a CLN. Em contrapartida, pouco se sabe sobre a eficacia desses tratamentos em cepas atipicas

encontradas no Brasil.

Estudos mais recentes apontam uma suscetibilidade variada entre diferentes cepas
frente ao uso de SDZ e PYR, no entanto, ainda ndo existem relatos sobre a avaliagédo de
suscetibilidade de isolados brasileiros a SMT, TMP, ATV e CLN tanto em ensaios in vivo
bem como in vitro. Além disso, existem cepas que ainda ndo foram testadas a utilizacdo da
associacdo de SDZ e PYR, como a TgCTBr11.

Deste modo, pesquisas direcionadas a avaliar a variacdo do perfil de suscetibilidade
das cepas aos farmacos sdo de extrema importancia uma vez que a falha no tratamento pode
ocasionar um agravamento da doenca e, em virtude disso, acarretar na morte de pacientes,
principalmente aqueles pertencentes aos grupos de risco para a toxoplasmose. Considerando o
impacto da toxoplasmose na sociedade, entender a suscetibilidade ao tratamento e
compreender 0s possiveis mecanismos de resisténcia de cepas atipicas brasileiras de T. gondii

tornou-se de extrema urgéncia.

E provavel que a eficicia do tratamento seja variavel entre cepas isoladas de recém-
nascidos. Portanto, a caracterizacdo dos farmacos utilizados no tratamento da toxoplasmose
frente a diferentes cepas atipicas isoladas de humanos, até entdo pouco estudadas, poderiam
auxiliar na validagdo de novos protocolos de tratamento, tornando-o mais eficientes e

diminuindo as chances de complicacGes mais graves em pacientes suscetiveis.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de suscetibilidade reduzida aos farmacos utilizados para o
tratamento da toxoplasmose frente a cepas atipicas de T. gondii provenientes de humanos com

toxoplasmose congénita isoladas no Estado de Minas Gerais.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a suscetibilidade in vitro de cepas de T. gondii obtidas de casos humanos
de toxoplasmose congénita tratadas com diferentes concentracdes de Sulfadiazina
e Pirimetamina, Sulfametoxazol e Trimetoprim, Trimetoprim e Atovaguona;

e Caracterizar a taxa de invasdo e proliferacdo das cepas atipicas TgCTBr4,
TgCTBrl1l1, TgCTBr17 e TgCTBr23 in vitro;

e Avaliar a suscetibilidade in vivo de cepas de T. gondii obtidas de casos humanos de
toxoplasmose congénita em camundongos Suicos submetidos a diferentes doses de
Sulfadiazina e Pirimetamina, Sulfametoxazol, Sulfametoxazol e Trimetoprim,

Clindamicina e Atovaquona.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MANUTENCAO DAS CEPAS DE T. gondii

Foram utilizadas quatro cepas atipicas de T. gondii provenientes de casos humanos de
toxoplasmose congénita no Estado de Minas Gerais. O projeto foi cadastrado no SISGEN:
AT736DE6 (Anexo) e as cepas foram isoladas durante o estudo conduzido por Carneiro et al.
(2013). Na Tabela 1 estdo as informaces adicionais sobre as cepas utilizadas neste estudo.

Os taquizoitos das cepas TgCTBr4, TgCTBrll, TgCTBrl7 e TgCTBr23 foram
mantidos atraves de passagens in vitro em células Normal Human Dermal Fibroblast-neo
(NHDF) (Lonza; EUA) cultivadas em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich; EUA) suplementado
com 2 mM de L-glutamina, pool de antibidticos (Penicilina, Estreptomicina e Anfotericina B)
e 2% de soro fetal bovino (GIBCO) e incubados em estufa a 37°C e 5% de CO,. Para
determinar a quantidade de taquizoitos a serem inoculados nos ensaios in vivo, foi realizada
uma contagem utilizando a Camara de Neubauer para a obter a concentragido de 1x10*
taquizoitos em 200ul, quantidade a ser inoculada em cada animal. Nos ensaios in vitro, a
contagem foi realizada conforme a mesma metodologia, considerando a proporcdo de 10:1
parasitos por célula.

Tabela 1: Isolados de cepas de T. gondii provenientes de casos humanos de toxoplasmose
congénita no Estado de Minas Gerais (segundo Carneiro et al., 2013).

Cepas Localidade Virulénciaem Genotipo
camundongos
TgCTBr42 Central Mineira Virulento #108
TgCTBrill1 Regido Virulento BRII

Metropolitana na

Belo Horizonte
TgCTBrl17 Zona da Mata Virulento #108
TgCTBr23 Norte de Minas Virulento #41

aTgCTBr = Tg = Toxoplasma gondii, CT = Toxoplasmose congénita, Br = Brasil
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4.2. ENSAIOS IN VIVO
4.2.1. CAMUNDONGOS E CONSIDERACOES ETICAS

Para realizacdo deste estudo, foram utilizados camundongos suicos fémeas com idade
de cinco a seis semanas e peso médio de 23 gramas. Os animais foram obtidos do Centro de
Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos no
biotério do Departamento de Parasitologia ICB-UFMG com o fornecimento de ragdo e agua a

vontade, além da manutencao de regime claro/escuro com duracéo de 12h igualmente.

Foram formados oito grupos, a partir dos farmacos e cepas estudadas, contendo oito
animais cada. Os camundongos, previamente distribuidos em grupos de acordo com o
farmaco a ser utilizado, foram acompanhados por 42 dias, incluindo os dias de tratamento e
dias ap06s a infeccdo (dpi), para avaliar a possivel cronificacdo da doenca e presenca de cistos
em caso de sobrevivéncia dos animais até o fim do experimento. Aqueles camundongos que
apresentaram perda de peso superior a 20% (PINHEIRO et al., 2015), dificuldades de
movimentacdo e postura encurvada foram submetidos a eutanasia iniciando pela anestesia
utilizando Cetamina (100mg/kg) e Xilazina (10mg/kg) seguido por deslocamento cervical, a
fim de evitar sofrimento animal. Posteriormente foram submetidos a exames para comprovar
a infeccdo por T. gondii. Os camundongos que sobreviveram os 42 dias de acompanhamento

também passaram por eutanasia conforme a metodologia descrita previamente.

Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, certificado pelo protocolo 152/2021 (Anexo).

4.2.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL IN VIVO

Para avaliacdo da mortalidade e morbidade dos camundongos suigos frente as cepas
TgCTBr4, TgCTBrl1l, TgCTBrl7 e TgCTBrl7 foi realizada a infeccdo utilizando 200ul
contendo 1x10* taquizoitos pela via intraperitoneal nos camundongos agrupados no dia 0 do
experimento. Apds 48h de infeccdo (infecgdo aguda), os animais infectados foram tratados
por 10 dias consecutivos com a administracdo dos farmacos por gavagem. Para melhor avaliar
a patogenia das cepas estudadas e analisar a possivel variacdo no perfil de suscetibilidade,

foram realizados testes conforme descrito na Figura 4.

Os camundongos foram acompanhados por 30 dias ap6s o fim do tratamento. A

morbidade e mortalidade foi registrada diariamente a fim de avaliar a curva de sobrevivéncia
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de cada grupo conforme descrito por Martins-Duarte, de Souza, Vommaro (2013). A
morbidade foi analisada com o auxilio da pesagem dos camundongos em balanca digital
portatil semi-analitica no periodo de dois em dois dias a partir da data da infeccdo até o
término do acompanhamento (42 dias). Durante o acompanhamento, os camundongos
eutanasiados passaram por uma lavagem intraperitoneal utilizando 3 mL de PBS a fim de
verificar a presenca de taquizoitos. Além disso, foi realizada a pesquisa de cistos cerebrais e

presenca de taquizoitos no imprinting de pulméo.

Passados os 30 dias de acompanhamento pds-tratamento, 0s camundongos
sobreviventes foram eutanasiados conforme a mesma metodologia ja descrita. Estes, além dos
testes citados anteriormente, tiveram sangue coletado para realizagdo de testes de Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para a
confirmacéo da infeccdo, além da pesquisa de carga parasitaria tecidual de Toxoplasma gondii

nos cérebros dos camundongos através da PCR quantitativa (qQPCR).

o E“"‘."“nd*. Dia 12
:\.v:l::lf::dda sobrevivencia Fimn do
mo e 2
morbidade daz cepaz tratamento
TeCTBr4, 11,17 23
| — Exzudato
Divizdio dos peritoneal
ETUpaS )
experimentais e Dia 0 42 dias
. Mortalidzada
preparo dos Infecgdo Morhidade
farmacos
.-J\ . Fa Analizes
L r o ::_:_-_:-l"--------Ou-".u- CLLLLT -
Tmprivting de ,
Obtencio dos pulmio |I
parasitos & Dia 2 -
- Pesquisa de |—|PCR
camundongos Inicio do cistos cerebrais 2
tratamento
RIFI

Figura 4: Delineamento experimental in vivo da infecgdo por cepas atipicas de T. gondii. As cepas TgCTBr4,
TgCTBr11, TgCTBrl7 e TgCTBr17 foram isoladas de casos humanos de toxoplasmose congénita no Estado de
Minas Gerais.

4.2.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

O tratamento foi iniciado ap6s 48 horas do inicio da infeccéo, por via oral, e realizado

uma vez ao dia de acordo com 0s grupos pré-estabelecidos, e teve continuidade por 10 dias.
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Os grupos formados foram acompanhados por até 30 dias apds o tratamento a fim de
avaliar a curva de sobrevivéncia. A escolha das dosagens a serem administradas seguiu
conforme estudos anteriores. Foram formados oito grupos, para cada cepa, sendo um grupo de
animais infectados e ndo tratados e sete grupos de diferentes dosagens e associacfes de

farmacos.

Grupo Controle: Animais infectados e tratados apenas com o diluente

carboximetilcelulose 0,25%.

Grupo PYR6,26 + SDZ20: Animais infectados e tratados com a associacédo de PYR e
SDZ na dose de 6,26 mg/kg/dia e 20 mg/kg/dia respectivamente (SILVA et al., 2019).

Grupo SMT300: Animais infectados e tratados com SMT na dose de 300mg/kg/dia
(GROSSMAN; REMINGTON, 1979).

Grupo SMT400: Animais infectados e tratados com SMT a uma concentragdo de
400mg/kg/dia (GROSSMAN; REMINGTON, 1979).

Grupo SMT200 + TMP200: Animais infectados e tratados com a associacdo de SMT e
TMP a uma concentracdo de 200 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia respectivamente (GROSSMAN;
REMINGTON, 1979).

Grupo CLN300: Animais infectados e tratados com CLN a uma concentragdo de 300
mg/kg/dia (PIKETTY et al., 1990).

Grupo ATV50: Animais infectados e tratados com ATV a uma concentracdo de 50
mg/kg/dia (ARAUJO; HUSKINSON; REMINGTON, 1991).

Grupo ATV100: Animais infectados e tratados com ATV a uma concentracdo de 100
mg/kg/dia (ARAUJO; HUSKINSON; REMINGTON, 1991).

4.2.4. PREPARO DOS FARMACOS

Solugdes estoque dos farmacos foram preparadas utilizando carboximetilcelulose
0,25% em &gua destilada. Os farmacos foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich Co, com
excecdo da CLN 150mg adquirida do laboratorio Agener Unido, divisdo veterinaria do

laboratorio Unido Quimica Farmacéutica Nacional, lote 2047430 e 2018690.

Apbs a pesagem dos camundongos, foi realizado o célculo da média de peso de cada

grupo para verificar a quantidade de farmaco necesséria para atingir a dose desejada. O
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tratamento foi administrado diariamente com 100ul da solucdo estoque por via oral utilizando
agulhas de gavagem animal.

4.2.5. PESQUISA DE CISTOS CEREBRAIS E IMPRINTING DE PULMAO

O cérebro retirado foi macerado e diluido em 1 mL de PBS pH 7,2 estéril. A partir da
suspensdo formada e homogeneizada no vértex, foi preparado duas laminulas com 10ul cada,
seguido de leitura no microscopio de contraste de fase para contagem do nimero de cistos.

Outro teste utilizado foi o imprinting de pulmao, realizando uma incisao na regido do
mediastino do camundongo para a retirada dos pulmdes. Em seguida, foi realizada a retirada
do excesso de sangue no papel filtro e feito o imprinting em laminas posteriormente coradas
utilizando Panotico Réapido seguido de leitura no microscdpio Optico para verificar presencga

ou auséncia de taquizoitos no tecido pulmonar.

4.2.6. EXAME SOROLOGICO - ENZYME LINKED IMMUNO SORBENT ASSAY
(ELISA)

O protocolo de ELISA para pesquisa de IgG realizado seguiu o proposto por Brandao
et al. (2009). Microplaca de poliestireno com 96 pocos com fundo chato (Sarstedt®) foram
sensibilizadas overnight (4°C) com 100 ul/pogo do antigeno da cepa RH (soluble tachyzoite
antigen - STAQ) diluido a 10 ug/mL em Coating buffer (Na2COs, NaHCO3, H2O destilada).
No dia seguinte, a solucdo do antigeno foi desprezada e a placa lavada duas vezes com
solugdo de lavagem (NaCl, Tween 20, H.O destilada) e seca por inversdo em papel
absorvente. Posteriormente, foi realizado o bloqueio utilizando PBS-Caseina 2% por 30

minutos a 37°C e, em seguida, lavagem por duas vezes com a solucéo de lavagem.

Apbs a realizacdo da diluicdo dos soros a 1:100 em PBS-Tween 20 a 0,05%/Caseina
0,25%, estes foram adicionados a placa na quantidade de 100 ul/pogo, mantendo a placa
incubada por 45 minutos a 37°C. Passados o periodo de incubacéo, foi adicionado 100 pl/pogo
do conjugado (anti-IgG de camundongo) (Sigma) marcado com peroxidase e diluido 1:3500
em PBS-T/Caseina 0,25% conforme titulacdo prévia e o material foi encaminhado para a
estufa a 37°C por 45 minutos. Posteriormente, o conteido da placa foi desprezado e lavado
quatro vezes utilizando a solugdo de lavagem. 100 pl/poco da solucdo de substrato, composta
por solucdo de Acido Citrico (NaHPOs, Acido Citrico, H2O destilada), 3mg de o-
fenilenodiamino (OPD) e 3ul de H.O> (30 volumes), foi adicionado a placa em seguida,

permanecendo por 20 minutos a 37°C ao escuro.
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A reacdo foi entdo interrompida utilizando 25ul/poco de &cido sulfurico 4N e a leitura
foi realizada imediatamente no leitor de microplacas BIO-RAD modelo 3550 com filtro de
490 nm, limpando a placa por baixo com papel embebido em alcool antes da leitura. A partir
da média da absorbancia de seis camundongos soros negativos (controle negativo) mais trés
desvios-padrdo foi calculado o “cut off”’. Amostras que obtiverem os valores de absorbancia

maiores que o cut off foram consideradas positivas.
4.2.7. EXAME SOROLOGICO - IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

Seguindo o protocolo apresentado por Langoni et al. (2007) e utilizando-se de laminas
com taquizoitos de T. gondii da cepa RH previamente fixados e mantidas a -20°C, foi
realizada a diluicdo dos soros em PBS pH 7,2 estéril e adicionada uma gota desta dilui¢do nas
marcacdes da lamina de RIFI, contendo ainda um controle positivo e negativo. A lamina foi
incubada em camara Umida por 30 minutos a 37°C. Em seguida, realizada a lavagem da

lamina utilizando PBS pH 7.2 por 3 minutos, seguida por lavagem com agua destilada.

Apdbs a secagem da lamina e diluicdo do conjugado em azul de Evans (1:5000), o
mesmo foi distribuido uma gota sobre cada orificio do antigeno. A l1amina, entdo, foi montada
com glicerina tamponada pH 7,2 por laminula e feita a leitura ao microscéopio apropriado de
fluorescéncia. Com a observagdo de fluorescéncia emitida pelos taquizoitos, foi possivel
marcar as amostras como positivas. Foram consideradas diluicdes de 1/16, 1/64 e 1/256 para

analise da titulacéo.

4.2.8. PESQUISA DE CARGA PARASITARIA TECIDUAL POR PCR EM TEMPO
REAL (gPCR)

4.2.8.1. Obtencdo de DNA de tecido em camundongos sui¢os infectados com T. gondii

Foi realizada a extracdo de DNA do cérebro utilizando-se do kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega®) com modifica¢cdes no protocolo do produto. Os fragmentos
dos tecidos cerebrais que haviam inicialmente sido estocados a -20°C apés a coleta foram
descongelados em temperatura ambiente e 50 mg foram macerados com o auxilio de um
homogeneizador de tecidos para tubos de microcentrifuga modelo Z359971-1EA (Sigma-
Aldrich®). Ao tecido previamente macerado, foram adicionados 500 uL da solugdo de lise
nucleica, 100 puLL de EDTA 0,5 M e 20 upL de proteinase K (20 mg/mL). Apds a



41

homogeneizagdo suave do material, a suspensdo foi mantida em banho-maria a 55°C
overnight.

No dia seguinte, foi adicionado a mistura 3 uL. de RNAse e feita a homogencizagao
suave por inversdo do tubo seguida de incubacdo de 30 minutos a 37°C. Foi realizada uma
pausa por cinco minutos a fim de baixar a temperatura das amostras para temperatura
ambiente. Em seguida, foi adicionado 200 ul. de solugdo de precipitagdo de proteinas,
homogeneizando as amostras suavemente por inversdo. As amostras foram resfriadas em gelo
por cinco minutos seguido de centrifugacdo a 16.000 x g por 5 minutos. Este Gltimo passo foi
repetido mais uma vez.

O sobrenadante foi entdo transferido para um novo tubo e o0 DNA precipitado com a
adicdo de 600 pL de isopropanol. O precipitado foi centrifugado por 1,5 minutos a 16.000 x g,
houve o descarte do sobrenadante e o precipitado foi lavado duas vezes com 600 uL e 200 puL
de etanol 70% respectivamente. O tubo contendo o DNA extraido foi mantido em temperatura
ambiente por 30 minutos e reidratado com 50 pL de agua ultrapura.

Passadas 36h da extracdo do DNA das amostras, sua concentracdo foi determinada por
espectrofotometria utilizando-se do equipamento NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer.

As amostras de DNA foram mantidas a 4°C até o0 momento da quantificacao.
4.2.8.2. Analise da curva padrao de REP-529

Para avaliar a eficicia dos iniciadores moleculares utilizados para a qPCR, foram
feitas as curvas padréo de duas cepas as quais resultaram em camundongos sobreviventes sem
a presenca de cistos detectaveis por microscopia Optica ap6s o periodo de tratamento e
acompanhamento durante o experimento, TgCTBrll e TgCTBr23. Para tanto, foram
realizados 9 pontos de diluicio seriada de 1:10 de DNA a partir de 3,0x107 taquizoitos na
concentracdo inicial de 90 ng de DNA/uL para cepa TgCTBrl11 e 48,490 ng de DNA/uL para
cepa TgCTBr23, em triplicata. Os valores de “Cycle Threshold” (CT) foram calculados como
a média das duplicatas contra os valores da curva padréo.

As concentracdes de DNA dos parasitos foram calculadas conforme Bustin et al.
(2009), utilizando a equacdo de regressao linear (y = ax + b), onde y = CT; a = inclinagéo da
curva (slope); X = nimero de parasitas; e b = onde a curva intercepta o eixo y (intercepcao de

y).
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4.2.8.3. PCR em tempo real (QPCR)

A gPCR foi realizada conforme proposto por Camilo et al. (2017) utilizando-se do
marcador REP-529 que amplifica uma sequéncia de 112pb presente no genoma de T. gondii
de forma repetida (Genbank AF487550).

Para as reagbes foram  utilizados os  iniciadores = Foward (5°-
AGAGACACCGGAATGCGATCT-3’) e Reverse (5’-TTCGTCCAAGCCTCCGACT-3’)e 0
kit de GoTaq gPCR Master mix (Promega®). As reacdes da gPCR foram realizadas no
Laboratorio de Imunologia e Gendmica de Parasitos (LIGP) do ICB/UFMG utilizando o
termociclador ABI 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) em volume final de
20uL por reagdo.

As amostras de DNAs controle e da curva padrdo com taquizoitos das cepas
TgCTBrl1l e TgCTBr23 (3 uL para cada ponto) foram adicionados a placa de 96 poc¢os que
continha o mix de 17 uL contendo de 10 pL de 2X PCR Master Mix, os iniciadores
moleculares (1 puL cada) e 4gua (5 pL) por poco.

As amplificacbes ocorreram em um ciclo inicial de 95°C por 2 minutos seguido por 40
ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60°C por 1 minuto. Os resultados foram expressos como

equivalentes de taquizoitos de T. gondii/ug de DNA.
4.2.9. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPadPrism versdao 8.4.3
(Prism Software, Irvine, CA, USA). A curva de sobrevivéncia foi avaliada utilizando o teste
de log-rank (Mantel-Cox). O parametro de analise ndo paramétrico para diferenciacdo do
namero de cistos de camundongos sobreviventes foram avaliados através do teste de Kruskal-
Wallis. A determinacdo dos testes de gPCR foram avaliados também pelo teste de Kruskal-
Wallis a fim de determinar as medianas do nimero de taquizoitos/ug de DNA entre os
animais de cada grupo, seguido pelo teste de Dunn’s para identificar as diferengas entre

grupos. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
4.3. ENSAIOS IN VITRO
4.3.1. CULTIVO E MANUTENCAO DE CELULAS NHDF

As células NHDF (Lonza; EUA) foram cultivadas em garrafas préprias para cultura de
tecidos de 25cm? (Sarstedt) e mantidas em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich; EUA)
suplementado em estufa imida a 37°C e atmosfera de 5% de CO».
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Com a formagdo de monocamada integra e confluente, o0 meio RPMI foi retirado da
cultura e as células foram tratadas com 1 mL de tripsina-verseno (Sigma-Aldrich; EUA) a
0,25% e incubadas por 2 minutos para promover o desprendimento das células a 37°C. Apoés
este procedimento, foi acrescentado meio RPMI em quantidade suficiente para repique das
células para a garrafa de partida, além de novas garrafas de culturas e placas de 24 pocos que

foram utilizadas para os experimentos seguintes.
4.3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL IN VITRO

Conforme apresentado na Figura 5, a partir do cultivo e manutencdo de células NHDF
e manutencdo in vitro das cepas atipicas de T. gondii, foi realizado o preparo dos farmacos a
serem utilizados nos testes para avaliagdo do efeito antiproliferativo das cepas frente aos
farmacos testados. Estes farmacos foram diluidos em dimetil sulféxido (DMSO) e
armazenados em solucdes estoques de diferentes concentracdes a fim de serem utilizados

durante os experimentos.

Ensaios in vitro das
cepas TgCTBr4, 11,
17 e 23

Avaliagdo do efeito
antiproliferativo in
vitrode T. gondii

Manutencdo in
vitro das cepas
TeCTBr4, 11, Preparo dos

17 e23 farmacos

N sasssnnsnsas| Analises
estatisticas
Ensaios de
invasdo (2h)e

Cultivo e proliferacéo (16
mamitengdo de e 24h)
células NHDF

Figura 5: Delineamento experimental in vitro da infecgdo por cepas atipicas de T. gondii. As cepas TgCTBr4,
TgCTBri1l, TgCTBrl7 e TgCTBr17 foram isoladas de casos humanos de toxoplasmose congénita no Estado de
Minas Gerais.

A partir do preparo dos farmacos, foi iniciado o protocolo de testes para avaliacdo do
efeito antiproliferativo nas quatro cepas estudadas simultaneamente aos ensaios de invasao e

proliferagdo. Ambos ensaios foram desenvolvidos em duplicatas.
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4.3.3. AVALIACAO DO EFEITO ANTIPROLIFERATIVO IN VITRO DE T. gondii

Para avaliar o efeito antiproliferativo do T. gondii in vitro, células NHDF foram
cultivadas em laminulas de vidro em placas de cultura de 24 pocos a 37°C e 5% de CO2. As
células foram infectadas com taquizoitos recém egressos de culturas de NHDF na proporcao
10:1 (parasitos por célula). Para tanto, foi coletado 2 mL de taquizoitos egressados das cepas
TgCTBr4, TgCTBrl11, TgCTBrl7 e TgCTBr23. Apos a transferéncia para tubo do tipo Falcon
15mL, estes foram centrifugados a 1.750 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e

o0 sedimento de parasitos resultante ressuspendido em 1mL de meio RPMI suplementado.

Para avaliar a quantidade de parasito na amostra, foi feita uma aliquota de 10uL
diluida em 490uL de liquido de contagem (Formaldeido 4% em PBS) em tubo de 1,5mL. Para
contagem, foi retirado 10 pL dessa solucdo e adicionada a cAmara de Neubauer na qual foi
realizada a leitura através do microscopio optico na objetiva de 40X. Aléem disso, foi realizada

a contagem de células NHDF por pogo para calcular a equivaléncia de parasitos/célula.

Apo6s a infecgdo das células, foi mantida uma interagcdo parasito-célula por 4 horas.
Decorrido o tempo, as células foram lavadas com PBS para a remocdo de parasitos

extracelulares e acrescentado meio RPMI suplementado, mantendo a infeccdo overnight.

O tratamento foi iniciado ap6s 24 horas da infeccdo com diferentes concentracdes da
associagdo de SDZ 15,6 uM + PYR 0,062 uM; SDZ 31 uM + PYR 0,125 uM; SDZ 62,5 uM
+ PYR 0,250 uM; SDZ 125 uM + PYR 0,50 uM; SMT+TMP 3,5 pg/mL SMT + 0,7 ug/mL
TMP, 7,0 pg/mL SMT + 1,4 pg/mL TMP, 14,0 pg/mL SMT + 2,8 pg/mL TMP, 28,0 ng/mL
SMT + 5,6 pg/mL TMP; TMP 2,5 pg/mL, 5,0 pg/mL, 10,0 pg/mL e 20,0 pg/mL; ATV 0,062
uM, 0,125 uM e 0,250 uM. Como controle, também foram acrescentado pogos com células
infectadas somente com meio RPMI (sem tratamento).

Passadas 24 horas de tratamento, as laminulas foram lavadas com PBS estéril, fixadas
com Bouin por 10 minutos e lavadas com &lcool e agua destilada para a remogéo do excesso
de alcool. Em seguida, foram coradas com os corantes 2 e 3 do kit Pandtico Rapido®
(Laborclin) por 1 minuto e 10 segundos respectivamente. Apos a secagem das laminulas, estas
foram montadas em laminas de microscopia utilizando Entelan® (Merck). A taxa de
proliferacdo foi avaliada através do microscopio Optico na objetiva de 100X a partir da
contagem de 60 vacuolos e quantidade total de taquizoitos, em duas laminulas diferentes, para
cada concentracdo de farmacos e avaliado conforme o célculo parasitos totais/quantidade de
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vacuolos e normalizados pelo valor do controle = 100%. Ambos ensaios foram realizados em

duplicatas independentes.
4.3.4. FARMACOS

Os farmacos foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich Co e reconstituidos em dimetil
sulfoxido (DMSO) em concentragdes estoque de 1 mM, 5 mM e 200 uM de PYR; 50 mM,
100 mM e 500 mM de SDZ; 2,5 mg/mL, 10 mg/mL e 30 mg/mL de SMT; 1,25 mg/mL, 2,5
mg/mL, 5,0 mg/mL e 10 mg/mL de TMP; 1 mM e 250 uM de ATV. Antes do uso, as
solucdes estoques dos farmacos foram diluidas em meio RPMI a fim de obter as
concentragOes a serem testadas. A concentragdo de DMSO nos ensaios in vitro ndo excedeu
0,1%.

4.3.5. TESTES DE INVASAO E PROLIFERACAO EM CEPAS ATIPICAS DE T.
gondii

Para os testes de invasdo e proliferacdo de cepas atipicas de T. gondii in vitro, as
células NHDF foram cultivadas em laminulas de vidro em placas de cultura de 24 pocos a
37°C e 5% de CO: e as células foram infectadas com taquizoitos recém egressados das quatro
cepas estudadas conforme a metodologia j& descrita anteriormente, na propor¢do 10:1
(parasitos por célula). A contagem de células nas placas e dos parasitos na amostra também
foram realizadas através da camara de Neubauer, com diluicdo prévia em liquido de contagem

no fator 50x.

Apos a infeccdo de 6 pogos de células referentes ao teste de invasdo com duracdo de
2h, proliferacdo de 16h e proliferacdo de 24h, foi mantida uma interacdo parasito-célula por 2
horas a fim de avaliar a invasdo dos parasitos. Decorrido o tempo, as células foram lavadas
com PBS para a remog&o de parasitos extracelulares e acrescentado meio RPMI suplementado
e foi feita a retirada das laminulas de invasdo em capela de fluxo a fim de evitar contaminacéao
dos demais pogos da placa. Estas foram fixadas com Bouin por 10 minutos e lavadas com
alcool e agua destilada para a remocdo do excesso de alcool. Em seguida, estas laminulas
foram coradas com os corantes 2 e 3 do kit Pandtico Rapido® (Laborclin) por 1 minuto e 10
segundos respectivamente. Foi seguido este mesmo protocolo nas laminulas de proliferacdo
16h e 24h. Apos a secagem das laminulas, estas foram montadas em laminas de microscopia
utilizando Entelan® (Merck).



46

A taxa de invasdo foi avaliada através do microscopio Optico na objetiva de 100X a
partir da contagem do total de células em cada laminula, em duplicata, e avaliado conforme o
proposto por De Araljo-Jorge e Souza (1984): (parasitos totais X % de células infectadas /
células totais). Ja os ensaios de proliferacdo foram avaliados baseando-se no total de vacutolos
contados e a porcentagem de vactolos com respectivas quantidades de taquizoitos (dois,
quatro, oito, 16, 32 taquizoitos) (MARTINS-DUARTE et al., 2015). Ambos ensaios foram

realizados em duplicatas.
4.3.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos nos ensaios in vitro foram submetidos e analisados com auxilio do
teste One-Way ANOVA. Ambos os testes estatisticos foram realizados utilizando o software
GraphPadPrism versdo 8.4.3 (Prism Software, Irvine, CA, USA) e as diferencas estatisticas

obtidas foram consideradas significativas quando o valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO DO EFEITO DOS FARMACOS IN VIVO EM CAMUNDONGOS
SUICOS INFECTADOS COM CEPAS ATIPICAS DE T. gondii

5.1.1. Mortalidade e morbidade em camundongos suicos infectados com taquizoitos de
quatro cepas de T. gondii e tratados

Foi avaliada a taxa de sobrevivéncia de camundongos suigos infectados pela via
intraperitoneal por cepas atipicas de T. gondii (TgCTBr4, TgCTBrll, TgCTBrl7 e
TgCTBr23) (Figura 6). Todos os camundongos néo tratados, independente da cepa estudada
apresentaram 100% de mortalidade no periodo entre o 10° e 15° DPI. Dos grupos de
tratamento infectados com a cepa TgCTBr4 (Figura 6A), apenas trés grupos tiveram
camundongos sobreviventes: SMT 300mg/kg/dia, SMT 400 mg/kg/dia e SMT 200 mg/kg/dia
+ TMP200 mg/kg/dia, totalizando apenas trés camundongos (37,5%), um camundongo
(12,5%) e um camundongo (12,5%) sobreviventes respectivamente.

Os grupos de animais infectados com a cepa TgCTBrl1, por sua vez, apresentaram
uma maior quantidade de camundongos sobreviventes quando comparada a cepa TgCTBr4.
Na figura 6B é possivel observar quatro grupos com sobreviventes, chamando aten¢do para o
grupo tratado com a associacdo de PYR e SDZ, atualmente considerado o padrdo-ouro para o
tratamento da toxoplasmose. Neste grupo, a taxa de sobrevivéncia atingiu 87,5%, igualmente
ao tratamento com a dosagem de 300mg/kg/dia de CLN. Os demais grupos de animais
sobreviventes (SMT 300mg/kg/dia, SMT 400mg/kg/dia e a associa¢do de SMT 200 mg/kg/dia

+ TMP 200mg/kg/dia) tiveram uma taxa de sobrevivéncia variando entre 10 a 40%.

Os grupos de animais infectados com a cepa TgCTBr17 (Figura 6C) obtiveram uma
resposta semelhante a cepa TgCTBr4. O grupo SMT 300mg/kg/dia apresentou quatro
animais sobreviventes (50%) e o grupo referente a associacdo de SMT 200mg/kg/dia + TMP

200mg/kg/dia com uma taxa de sobrevivéncia em torno de 10%.

Por fim, a cepa TgCTBr23 (Figura 6D) assim como a cepa TgCTBrl1l1, obteve bons
resultados de sobrevivéncia com o tratamento da CLN 300mg/kg/dia (75%), mesma taxa de
sobrevivéncia foi obtida apos o tratamento com SMT 400mg/kg/dia. A associacdo de SMT
200 mg/kg/dia + TMP 200mg/kg/dia bem como o tratamento isolado de 300mg/kg/dia de
SMT obtiveram a mesma taxa de sobrevivéncia dos animais, chegando a 37,5% cada.
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Figura 6: Curva de sobrevivéncia de camundongos suicos inoculados pela via intraperitoneal com 10
taquizoitos das cepas atipicas de T. gondii. As cepas analisadas foram TgCTBr4 (A), TgCTBrl11 (B), TgCTBr17
(C) e TgCTBr23 (D). A mortalidade foi observada diariamente durante 42 dias sendo 8 animais/grupo.

Comparando o tratamento entre os farmacos (Figura 7) é possivel observar que a
associagdo de PYR + SDZ foi eficiente no tratamento de animais infectados apenas com a
cepa TgCTBrll (Figura 7A). O SMT de forma Unica ou combinada com TMP auxiliou
minimamente no aumento da sobrevida de animais infectados de ambas cepas estudadas
(Figura 7B, 7C e 7D).

A CLN auxiliou de maneira eficaz para a sobrevivéncia daqueles animais submetidos
a infeccdo experimental pelas cepas TgCTBrl1l e TgCTBr23, com uma sobrevivéncia

superior a 70% em ambos os grupos (Figura 7E).

Ja a ATV, de maneira comparativa, é possivel visualizar a falha do tratamento nos
animais de ambas as cepas, ndo sendo observado o efeito positivo do farmaco para o aumento
da sobrevida desses animais dentre as duas concentragdes estudadas no presente trabalho
(Figura 7F e 7G).
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Figura 7: Comparacdo da curva de sobrevivéncia de camundongos suicos inoculados pela via intraperitoneal
com 10* taquizoitos das cepas atipicas de T. gondii. As cepas analisadas foram TgCTBr4 (A), TgCTBr11 (B),
TgCTBr17 (C) e TgCTBr23 (D) frente cinco farmacos estudados de maneira Unica ou combinada. A mortalidade
foi observada diariamente durante 42 dias sendo 8 animais/grupo.

Foi avaliada ainda a mediana de sobrevivéncia (dias), que consiste no tempo em que
50% dos camundongos estdo vivos (Tabela 2). Dessa forma, foi observada que na cepa
TgCTBr4 o grupo CLN300 se assemelha a mediana de sobrevivéncia do grupo controle,
enquanto que na cepa TgCTBrll os camundongos tiveram uma mediana de sobrevivéncia
indefinida devido a quantidade de animais sobreviventes ser superior a 50%. A cepa

TgCTBrl7, por sua vez, obteve resultados semelhantes em comparagédo aos grupos estudados
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variando em uma mediana de sobrevivéncia entre 20 a 25 dias, com exce¢do do grupo
controle (10 dias), SMT300 (35,5) e o grupo CLN300 (17 dias). Com relacdo a cepa
TgCTBr23, alguns grupos apresentaram uma mediana de sobrevivéncia indefinida, uma vez
que mais de 50% dos camundongos sobreviveram. Nesta cepa, a resposta do grupo CLN300
se assemelha ao do mesmo grupo na cepa TgCTBri1.

Tabela 2: Mediana de sobrevivéncia (dias) de camundongos infectados com as cepas

TgCTBr4, TgCTBrl1l, TgCTBrl7 e TgCTBr23 tratados por via oral por 10 dias com o0s
diferentes farmacos e acompanhados por 42 dias.

Tratamento TgCTBr4 TgCTBrl11 TgCTBr17 TgCTBr23
NT 11 12 10 11
PYRG6,26 +
27,5 Indefinido 25 27,5
SDZ20
SMT300 24 25,5 355 30
SMT400 23 22 22,5 Indefinido
SMT200 +
23,5 27 25 35,5
TMP200
CLN300 14,5 Indefinido 17 Indefinido
ATV50 20,5 21 20 20
ATV100 20 21 21,5 20

Mediada de sobrevivéncia (dias) = Tempo em 50% dos camundongos estdo vivos; Grupos com valores de
sobrevivéncia superior a 50% sdo classificados Indefinido; NT = néo tratado/grupo controle.

5.1.2. Presenca de taquizoitos no lavado peritoneal e imprinting de pulméo de
camundongos sobreviventes infectados com cepas atipicas de T. gondii

Pesquisas de taquizoitos no lavado peritoneal (exsudato) e imprinting de pulméo,
foram realizadas apenas naqueles animais sobreviventes ao 42° dia de experimento. Foi
observado que na cepa TgCTBr4 (Tabela 3) dentre aqueles grupos com animais sobreviventes
apenas um animal do grupo SMT 300 apresentou positividade de presenga de taquizoitos no
pulm&o. Em todos os demais grupos, nao foi observado a presenca de taquizoitos no pulméo
dos animais. Todos o0s grupos apresentaram negatividade a presenca de taquizoitos no

exsudato peritoneal.
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Tabela 3: Presenca de taquizoitos no lavado peritoneal e imprinting de pulmédo de
camundongos sobreviventes infectados com a cepa TgCTBr4 ap6s os 42 dias de
acompanhamento.

FARMACO TOTAL DE LAVADO PERITONEAL IMPRINTING DE PULMAO
SOBREVIVENTES (Positivos/negativos) (Positivos/negativos)
SMT300 3 0/3 1/2
SMT400 1 0/1 0/1
SMT200 + TMP200 1 0/1 0/1

A cepa TgCTBrll (Tabela 4) apresentou ainda 7 sobreviventes no grupo
PYR6,26+SDZ 20, os quais ndo positivaram para a presenca de taquizoitos no pulmdo, bem
como o grupo CLN300 onde houve a mesma quantidade de camundongos sobreviventes e

nenhum deles apresentaram positividade no teste de imprinting de pulméo.

Tabela 4: Presenca de taquizoitos no lavado peritoneal e imprinting de pulmédo de
camundongos sobreviventes infectados com a cepa TgCTBrll apds os 42 dias de
acompanhamento.

FARMACO TOTAL DE LAVADO PERITONEAL IMPRINTING DE PULMAO
SOBREVIVENTES (Positivos/negativos) (Positivos/negativos)
PYRG6,26 + SDZ20 7 0/7 0/7
SMT300 1 0/1 0/1
SMT400 2 0/2 0/2
SMT200 + TMP200 3 0/3 0/3
CLN300 7 0/7 0/7

A cepa TgCTBrl17 (Tabela 5) de um modo geral ndo obteve um nimero elevado de
animais sobreviventes. Entre os animais que sobreviveram até o fim do experimento todos
negativaram para a presenca de taquizoitos no lavado peritoneal. Da mesma forma, nenhum

animal sobrevivente do grupo apresentou a presenca de taquizoitos no pulmao.
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Tabela 5: Presenca de taquizoitos no lavado peritoneal e imprinting de pulmédo de
camundongos sobreviventes infectados com a cepa TgCTBrl7 apds os 42 dias de
acompanhamento.

FARMACO TOTAL DE LAVADO PERITONEAL IMPRINTING DE PULMAO
SOBREVIVENTES (Positivos/negativos) (Positivos/negativos)
SMT300 4 0/4 0/4
SMT200 + TMP200 1 0/1 0/1

Por fim, a cepa TgCTBr23 (Tabela 6), semelhante a Cepa TgCTBrl7, apresentou
dados onde os animais sobreviventes ndo apresentaram positividade no teste do exsudato
peritoneal e alguns animais apresentaram a presenca de taquizoitos no pulmao, demonstrando

a evolucdo da toxoplasmose aguda.

Tabela 6: Presenca de taquizoitos no lavado peritoneal e imprinting de pulmédo de
camundongos sobreviventes infectados com a cepa TgCTBr23 apds os 42 dias de
acompanhamento.

FARMACO TOTAL DE LAVADO PERITONEAL IMPRINTING DE PULMAO
SOBREVIVENTES (Positivos/negativos) (Positivos/negativos)
SMT300 3 0/3 0/3
SMT400 6 0/6 0/6
SMT200 + TMP200 3 0/3 0/3
CLN300 6 0/6 4/2

5.1.3. Presenca de cistos no cérebro de camundongos sobreviventes infectados com cepas
atipicas de T. gondii

A relagéo da presenca de cistos no cérebro dos animais foi avaliada nos camundongos
sobreviventes ap0s os 42 dias de acompanhamento. Os animais infectados com a cepa
TgCTBr4 (Figura 8A), apesar de poucos grupos terem apresentado animais sobreviventes,
apresentaram a presenca de cistos cerebrais. A quantidade de cistos variou entre 200 a 620
cistos por camundongo sobreviventes, com média de 250 cistos no grupo SMT 300 e apenas
um sobrevivente nos grupos SMT 400 e SMT 200 + TMP 200, apresentando cada 620 e 225

cistos, respectivamente.
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J& a cepa TgCTBrl1 (Figura 8B) apesar de mais grupos com animais sobreviventes, a
presenca de cistos foi apontada apenas em dois grupos contendo de 900 a 3500 cistos por
animal, sendo estes com media de 2.440 cistos para o grupo SMT 400 e apenas um
sobrevivente do grupo SMT 300 totalizando 900 cistos. Os grupos PYR 6,26 + SDZ20, SMT
200 + TMP 200 e CLN300 ndo apresentaram cistos durante a contagem. Devido estas
diferengas de numero de cistos contados no grupo SMT 400, este apresentou diferenca

estatisticamente significativa entre 0s grupos 0s quais ndo apresentaram presenca de cistos.

Tanto a cepa TgCTBrl7 (Figura 8C) quanto a cepa TgCTBr23 (Figura 8D)
apresentaram, em uma maioria, uma média de cistos semelhantes entre si, com excecdo do
grupo SMT300 da cepa TgCTBrl17 que apresentou uma variacao superior no nimero de cistos
de 80 a 1000 cistos contados, representando uma média de 447 cistos aproximadamente. O
grupo SMT 200 + TMP 200 da mesma cepa contabilizou apenas um sobrevivente com 225
cistos. Ja a cepa TgCTBr23 apresentou médias de 197, 100, 375 e 80 nos grupos SMT 300,
SMT 400, SMT 200 + TMP 200 e CLN 300, respectivamente.
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Figura 8: Numero de cistos cerebrais nos camundongos sobreviventes. Diferenciacdo do nimero de cistos de
camundongos sobreviventes das cepas TgCTBr4 (A), TgCTBr1l (B), TgCTBrl7 (C) e TgCTBr23 (D). O
pardmetro de andlise ndo paramétrica para diferenciar o nimero de cistos em camundongos sobreviventes foi
avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis e os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando
p < 0,05, estando as diferencas estatisticamente significantes entre os grupos indicadas pelo uso do asterisco: * p
<0.05; ** p<0.01.

5.1.4. Pesquisa de anticorpos IgG anti-T. gondii por ELISA e RIFI em camundongos
sobreviventes apos 42 dias

A fim de comprovar que 0s animais sobreviventes (42° DPI) positivaram na pesquisa
da presenca de anticorpos IgG para T. gondii foi realizado os métodos sorolégicos ELISA e
RIFI.

Todos os animais sobreviventes dos grupos infectados com a cepa TgCTBr4 (Tabela
7) quanto as cepas TgCTBrl17 (Tabela 9) e TgCTBr23 (Tabela 10) apresentaram sorologia

positiva para o T. gondii em ambos testes soroldgicos.
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A cepa TgCTBrl11, por sua vez, apresentada na Tabela 8, apresentou divergéncias
qguando comparada as demais cepas estudadas. Neste caso, tiveram dois grupos 0s quais
nenhum dos animais sobreviventes apresentaram sorologia positiva para a toxoplasmose: 0s
grupos PYR6,26+SDZ20 e SMT200+TMP200. Além disso, no grupo tratado com CLN300
dos sete sobreviventes, apenas cinco animais apresentaram positividade para a presenca de
anticorpos no teste ELISA e seis animais no teste RIFI. Apesar do ELISA se tratar de uma
técnica com maior sensibilidade, o RIFI apresenta uma maior especificidade (TAVORA et al.,
2007). Dessa forma, é considerado o valor de seis animais com sorologia positiva e apenas um

com sorologia negativa neste grupo.

Tabela 7: Pesquisa de anticorpos 1gG positivo para toxoplasmose através da realizacdo de
ELISA e RIFI em camundongos sobreviventes infectados com a cepa TgCTBr4.

FARMACO TOTAL DE ELISA *RIFI >1/256
SOBREVIVENTES (Positivos/negativos) (Positivos/negativos)
SMT300 3 3/0 3/0
SMT400 1 1/0 1/0
SMT200 + TMP200 1 1/0 1/0

*Foram consideradas diluicbes de até 1/256 para analise da titulagdo para marcar a presenca de anticorpo

pelo método de RIFI.

Tabela 8: Pesquisa de anticorpos IgG positivo para toxoplasmose através da realizacdo de
ELISA e RIFI em camundongos sobreviventes infectados com a cepa TgCTBr11.

FARMACO TOTAL DE ELISA *RIFI >1/256
SOBREVIVENTES (Positivos/negativos) (Positivos/negativos)
PYR6,26 + SDZ20 7 0/7 0/7
SMT300 1 1/0 1/0
SMT400 2 2/0 2/0
SMT200 + TMP200 3 0/3 0/3
CLN300 7 5/2 6/1

*Foram consideradas dilui¢des de até 1/256 para analise da titulacdo para marcar a presenca de anticorpo pelo
método de RIFI.
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Tabela 9: Pesquisa de anticorpos 1gG positivo para toxoplasmose através da realizacdo de
ELISA e RIFI em camundongos sobreviventes infectados com a cepa TgCTBr17.

FARMACO TOTAL DE ELISA *RIFI >1/256
SOBREVIVENTES (Positivos/negativos) (Positivos/negativos)
SMT300 4 4/0 4/0
SMT200 + TMP200 1 1/0 1/0

*Foram consideradas diluicbes de até 1/256 para analise da titulacdo para marcar a presenca de anticorpo pelo
método de RIFI.

Tabela 10: Pesquisa de anticorpos 1gG positivo para toxoplasmose através da realizacdo de
ELISA e RIFI em camundongos sobreviventes infectados com a cepa TgCTBr23.

FARMACO TOTAL DE ELISA *RIFI >1/256
SOBREVIVENTES (Positivos/negativos) (Positivos/negativos)
SMT300 3 3/0 3/0
SMT400 6 6/0 6/0
SMT200 + TMP200 3 3/0 3/0
CLN300 6 6/0 6/0

*Foram consideradas dilui¢des de até 1/256 para analise da titulacdo para marcar a presenca de anticorpo pelo
método de RIFI.

5.1.5. Quantificacdo da carga parasitaria no cérebro dos camundongos sobreviventes

infectados pelas cepas atipicas de T. gondii TgCTBri1l e TgCTBr23 por qPCR

5.1.5.1. Padronizacdo do marcador molecular REP-529 em DNA de taquizoitos de T.
gondii para Curva padréao

Este ensaio foi realizado somente com os grupos de animais sobreviventes que néo
apresentaram cistos cerebrais de T. gondii na contagem manual através do microscopio
optico. Por este motivo, dentre as cepas estudadas, apenas TgCTBr1l e TgCTBr23 foram

utilizadas para a curva padrao e realizagdo da gPCR.

A padronizagdo da curva é importante para avaliar e determinar o limite minimo de
deteccdo alcancado pelos iniciadores do marcador REP-529 frente o DNA das diferentes
cepas analisadas extraido de taquizoitos mantidos em cultura in vitro de ambas as cepas. Vale

destacar que o DNA n&o altera com a mudanca de estagio evolutivo ou condigdes de cultivo.
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Para a cepa TgCTBrl11 (Figura 9) o marcador REP-529 obteve um R2= 0,9873, slope
de -3,1881 e uma eficiéncia de 107,88% sendo o limite minimo para detec¢do do iniciador

(em Ct) foi de 26,2, que corresponde a um parasito.
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Figura 9: Curva padrdo de REP-529 para a deteccdo de DNA de T. gondii para a cepa atipica TgCTBr11. Os
dados foram baseados conforme a titulagdo dos 9 pontos de diluicdo seriada partindo do valor inicial de 107
taquizoitos (eixo X) e os valores médios das triplicatas de “Cycle Threshold” (Ct) obtido de cada concentragdo

de DNA (eixo Y).

J& a cepa TgCTBr23 (Figura 10) o marcador REP-529 obteve um R2= 0,9736, slope

de -3,1609 e uma eficiéncia de 108,36% sendo o limite minimo para detec¢do do iniciador

(em Ct) foi de 26,54, que corresponde a um parasito.
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Figura 10: Curva padrdo de REP-529 para a deteccdo de DNA de T. gondii para a cepa atipica TgCTBr23. Os
dados foram baseados conforme a titulagdo dos 9 pontos de diluicdo seriada partindo do valor inicial de 107
taquizoitos (eixo X) e os valores médios das triplicatas de “Cycle Threshold” (Ct) obtido de cada concentracao
de DNA (eixo Y).

5.1.5.2. Quantificacdo da carga parasitaria em tecido cerebral

A cepa TgCTBrll apresentou apenas um grupo tratado com a presenca de DNA
amplificado na gPCR (Figura 11). Animais dos grupos da associagdo de PYR + SDZ, bem
como da associacdo de SMT + TMP tiveram amplificacdo semelhantes entre si. No grupo
PYR 6,26 + SDZ 20 foi encontrada uma variacdo de até 0,6 parasitos/pig de DNA da amostra.
Ja no grupo SMT 200 + TMP 200, com um valor inferior, em média 0,15 parasitos/ug de
DNA da amostra para cada animal sobrevivente. Assim, nesses dois grupos foram
considerados a auséncia de parasitos no cérebro, corroborando com os ensaios de pesquisa de
cistos pelo microscdpio Optico, 0s quais ndo apresentaram a presenca de cistos e 0s ensaios
soroldgicos, nos quais estes grupos nao positivaram para anticorpos anti-Toxoplasma. Os
animais tratados com CLN 300, por sua vez, apesar de ndo apresentarem cistos na contagem
de cistos pelo microscopio Optico, na qPCR foi possivel identificar a presenca de DNA de T.
gondii totalizando animais com uma média de 8,24 parasitos/ug de DNA, em um animal
contabilizando uma quantidade mais alta de DNA com 165,3 parasitos/ug de DNA e um
animal sem a presenca de amplificagédo de DNA.
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Figura 11: Quantificacdo da carga parasitaria por gPCR em tecido cerebral de camundongos infectados com 10*
taquizoitos via intraperitoneal (i.p.) da cepa atipica de T. gondii TgCTBr11. Os resultados foram expressos em
valores minimo e maximo para 0s animais sobreviventes de cada grupo tratado. N&o houve diferencas
estatisticamente significantes entre 0s grupos.

Comparando com a cepa TgCTBrl1l, a cepa TgCTBr23 (Figura 12) apontou uma
maior quantidade de parasitos/pug de DNA da amostra entre os dois grupos estudados, sendo o
grupo SMT 400 marcado pela maior amplificacdo de DNA, tem torno de 65.000 parasitos/jig
de DNA da amostra e o grupo da CLN 300 com quatro sobreviventes apresentando uma

variacao de 445 a aproximadamente 40.000 parasitos/pug de DNA da amostra.
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Figura 12: Quantificacdo da carga parasitaria por gPCR em tecido cerebral de camundongos infectados com 10*
taquizoitos via intraperitoneal (i.p.) da cepa atipica de T. gondii TgCTBr23. Os resultados foram expressos em
valores minimo e maximo para os animais sobreviventes de cada grupo tratado. N&o houve diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos.
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5.2. AVALIACAO DO EFEITO DOS FARMACOS IN VITRO EM CELULAS
INFECTADAS COM AS DIFERENTES CEPAS ATIPICAS DE T. gondii

5.2.1. Testes de invasdo e proliferacdo de cepas atipicas de T. gondii
Devido uma baixa quantidade de estudos a respeito de cepas atipicas de T. gondii, as
cepas estudadas passaram por testes de caracterizacdo a fim de avaliar as taxas de invasdo

apos 2h e proliferacdo no periodo de 16 e 24h.

Comparando as quatro cepas estudadas e relacionando-as com as suas respectivas
porcentagens de células infectadas, foi observado que a cepa TgCTBr4 apresentou uma maior
taxa de invasdo quando comparado com as demais cepas. Em meédia 7,9% das células
desafiadas com TgCTBr4 apresentavam infeccdo apds 2h de interacdo, seguido das cepas
TgCTBr1l e TgCTBr23 com média de 5% e a cepa TgCTBr17, com uma menor taxa de
invasdo com cerca de 3% (Figura 13). N&o houveram diferengas estatisticamente

significativas entre as quatro cepas estudadas.
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Figura 13: Taxa de invasdo celular de cepas atipicas de T. gondii provenientes de isolados humanos de
toxoplasmose congénita. Os resultados foram estabelecidos a partir da % de células infectadas no periodo de 2h
para a avaliacdo da invasdo celular pelos parasitos.

Em relacdo a proliferacdo das cepas no periodo de 16 horas (Figura 14), foi possivel
observar a presenca de vacuolos contendo somente um taquizoito (40-50%), seguido de dois
taquizoitos/vactolo, em torno de 40%. As cepas TgCTBr4, TgCTBrll e TgCTBrl7

apresentam uma taxa de proliferacdo semelhantes entre si enquanto que a cepa TgCTBr23
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(Figura 14D) prolifera mais lentamente, sendo a Unica com uma menor taxa de proliferacéo

com aa presenca de dois taquizitos/vacuolo (16%) ou quatro taquizoitos/vacutolo (1,1%).
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Figura 14: Proliferacdo de cepas atipicas de T. gondii provenientes de isolados humanos de toxoplasmose
congénita no periodo de 16 horas. Os resultados foram estabelecidos a partir da % de taquizoitos/vacuolo
avaliados no periodo de 16 horas. Onde: T= taquizoitos e V= vacuolos.

A proliferacdo das cepas no periodo de 24 horas também ocorre de maneira
semelhante entre as cepas TgCTBrl1l e TgCTBr17 na qual podemos observar uma reducao na
% de um taquizoitos por vacuolos e um aumento nas % de dois (35% por cepa) e quatro
taquizoitos/vacuolo (25-35% para cada cepa). Também € possivel observar o aumento de
vacuolos contendo 8 taquizoitos cada (Figura 15). A cepa TgCTBr4 (Figura 15A) foi a Unica
dentre as cepas estudadas que apresentou uma proliferacdo maior em 24h, apresentando
alguns vacuolos contendo 8 (10,4%), 16 (0,2%) e 32 (0,2%) taquizoitos cada. Em
consonancia a proliferacdo de 16h, a cepa TgCTBr23 se manteve com uma proliferacdo mais
lenta quando comparada as demais cepas apresentando uma proliferacdo de 6,6% para 4

taquizoitos/vacuolo e 0,3% para 8 taquizoitos/vacuolo.
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Figura 15: Proliferacdo de cepas atipicas de T. gondii provenientes de isolados humanos de toxoplasmose
congénita no periodo de 24 horas. Os resultados foram estabelecidos a partir da % de taquizoitos/vactolo
avaliados no periodo de 24 horas. Onde: T= taquizoitos e V= vacuolos.

5.2.2. Avaliacédo do efeito antiproliferativo in vitro de T. gondii
Para uma melhor avaliacdo do efeito antiproliferativo in vitro, os farmacos foram
distribuidos por em placas: Placa A com os farmacos alternativos para o tratamento da

toxoplasmose; Placa B com a associacdo da SDZ e PYR.

A cepa TgCTBr4 (Figura 16A) apresentou boas respostas frente ao uso da associagdo
dos farmacos SMT e TMP, ocasionando em uma reducédo na proliferacdo destes parasitos para
44,5% na concentragdo mais alta de SMT 28 + TMP 5,6 ug/mL. Esta mesma cepa apresentou
um indice de proliferacdo do T. gondii de 56,2% na concentracdo de Trimetoprim de forma
isolada de 10,0 pg/mL, no entanto, com 0 aumento da concentragdo para 20,0 ug/mL houve
uma reducdo da proliferagdo para 38,5%. Curiosamente, a ATV em concentracbes mais
baixas apresentou um indice de proliferagdo de até 52%, porém, com o aumento da
concentracédo para 0,250 uM esta proliferacdo aumentou para 81,45%, sendo observada uma

falha na inibi¢&o dos parasitos.
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Os farmacos TMP e ATV agem de maneira eficaz na cepa TgCTBrl1l (Figura 16B)
desde as concentragcbes mais baixas, com uma proliferacdo inferior a 40% para TMP 5,0
ug/mL e 27,6% para ATV 0,062 uM. Em concentracdes mais altas, estes farmacos mantém
um padrdo com o aumento da inibicdo dos parasitos. Essa inibicdo € superior quando
comparadas a cepa TgCTBr4 nos mesmos grupos, porém a cepa TgCTBrll apontou um
aumento da % do indice de proliferacdo quando tratada com a associa¢do de SMT e TMP na
concentracdo de 14 + 2,8 ug/mL (77,6%), apontando uma reducdo do efeito inibitorio dos
farmacos, seguido de uma leve reducdo da proliferacdo para 62% com o0 aumento da

concentragédo para 28 + 5,6 pg/mL.
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Figura 16: Avaliacdo do efeito antiproliferativo de cepas atipicas de T. gondii provenientes de isolados humanos
de toxoplasmose congénita frente aos farmacos alternativos utilizados no tratamento da toxoplasmose. Os
resultados foram estabelecidos a partir da % do indice de proliferacdo. As diferengas estatisticamente
significativas foram representadas com * P< 0,05, ** P<0,01, *** P <0,001 e **** P <0,0001 em comparacao
com o grupo controle (CTR); # P<0,05, ## P<0,01, ### P<0,001 comparando com 0s grupos experimentais de
um mesmo farmaco.

A respeito da cepa TgCTBrl17 (Figura 16C), esta ndo apresentou grandes reducées do
indice de proliferacdo dos parasitos mesmo com o aumento das concentragdes de tratamento.

Essa cepa apresentou uma proliferacdo superior a 80% quando submetida ao tratamento com a
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associacdo de SMT + TMP em concentragdes mais altas (28+5,6ug/mL). Com relacdo ao uso
isolado TMP, a cepa apresentou uma diminuicdo do seu indice de proliferacdo a partir da
concentracdo 5,0 ug/mL, ndo ultrapassando 53% quando tratada pela dosagem mais alta de
20,0 pg/mL. Sobre a ATV, foi observada uma inibi¢cdo superior com 0 aumento da

concentracéo para 0,250 uM com uma proliferacdo de apenas 41,7%.

Sobre a cepa TgCTBr23 (Figura 16D) foi possivel observar diminuicdo no poder de
inibicdo do farmaco a partir do aumento da proliferacdo no grupo tratado por SMT 28 + TMP
5,6 ng/mL (60,3%) comparando com uma concentracdo inferior de SMT 14 + TMP 2,8
pug/mL que apresentou uma taxa de proliferacdo de 49,6%. No entanto, apresentou resultados
positivos com uma proliferacdo inferior a 45% para o uso de TMP na concentracdo de 20,0
pg/mL (44,9%) e ATV 0,250 uM (35,1%) de forma isolada.

Com relacdo ao tratamento padrdo-ouro mundialmente estabelecido para a
toxoplasmose, a combinacdo de SDZ e PYR, trés das quatro cepas atipicas estudadas
apresentaram suscetibilidade ao tratamento. As cepas TgCTBrl1l, TgCTBrl7 e TgCTBr23
apresentaram uma reducdo no indice de proliferacdo dos parasitos com o aumento da
concentracdo dos farmacos sendo administrados de maneira combinada, abaixo de 40% de
proliferacdo (Figura 17).

Em contrapartida, a cepa TgCTBr4 (Figura 17A) foi a Gnica cepa a apresentar valores
divergentes das demais cepas estudadas. Esta, além do uso da associa¢do dos farmacos SDZ e
PYR terem aumentado consideravelmente a proliferacdo para 95,3% na concentracdo mais
alta dos farmacos (SDZ 125 + PYR 0,5 uM), em concentra¢cbes mais baixas obtiveram

resultados superiores aos valores estabelecidos pelo grupo controle (100%), cerca de 119%.
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Figura 17: Avaliagdo do efeito antiproliferativo de cepas atipicas de T. gondii provenientes de isolados humanos
de toxoplasmose congénita frente aos farmacos SDZ e PYR. Este é o tratamento considerado tratamento padréo-
ouro para toxoplasmose. Os resultados foram estabelecidos a partir da % do indice de proliferacdo. As diferencas
estatisticamente significativas foram representadas com * P< 0,05, ** P<0,01, *** P <0,001 e **** P <0,0001
em comparagdo com o grupo controle (CTR); # P<0,05, ## P<0,01, ### P<0,001 comparando com 0s grupos
experimentais de um mesmo farmaco.
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6. DISCUSSAO

Atualmente existe uma escassez a respeito de estudos que priorizem a pesquisa de um
esquema terapéutico eficaz para cepas atipicas de T. gondii oriundas da América do Sul.
Sabe-se que estas sdo consideradas mais virulentas que as cepas clonais encontradas da
América do Norte e Europa, e tendem a desenvolver formas clinicas mais graves. Esta
questdo pode estar associada a uma diversidade genética, acarretando em variagdes no padrao
de suscetibilidade dessas cepas aos farmacos utilizados no tratamento da toxoplasmose
(CARNEIRO et al., 2013; SILVA et al., 2019; DE LIMA BESSA; DE ALMEIDA VITOR;
DOS SANTOS MARTINS-DUARTE, 2021).

No Brasil, Silva e colaboradores (2019) observaram uma eficacia variavel ao uso de
SDZ e PYR no tratamento de cepas atipicas brasileiras de T. gondii. Neste estudo, apenas
concentracfes mais altas dos farmacos, principalmente quando administrados de forma
isolada, auxiliaram para aumentar a sobrevida dos animais incluidos na pesquisa. Khan et al.
(1997) demonstraram que a cepa a RH (tipo I) também apresenta baixa resposta ao tratamento

com o farmaco SDZ em ensaios in vivo utilizando camundongos suicos.

Estudos in vivo anteriores de Silva et al. (2017 e 2019) mostraram que as cepas
utilizadas na presente dissertacdo: TgCTBr4, TgCTBrl1l, TgCTBrl7 e TgCTBr23 quando
submetidas ao tratamento apresentam-se com uma baixa suscetibilidade ao uso de SDZ, PYR
e da associacdo de SDZ + PYR, sendo a cepa TgCTBrll a Unica cepa a ter sido avaliada
apenas para o tratamento utilizando SDZ. Nos ensaios também foram avaliadas outras cepas
de T. gondii que se apresentaram como suscetiveis ao tratamento. Vale salientar que este é

atualmente o tratamento padrdo-ouro da doenca.

No estudo proposto por Silva et al. (2019) foi utilizada a associagéo de doses baixas de
PYR (3,13mg/kg) e SDZ (10mg/kg). A associacdo dos farmacos apresentou uma eficécia
positiva para o tratamento da toxoplasmose experimental dentre as cepas estudadas pelos
autores, no entanto, quando comparadas aos farmacos de maneira isoladas nas suas diferentes

concentracgdes, estas mostraram uma baixa eficacia do tratamento.

Neste presente estudo, além de testar a infec¢do por T. gondii de maneira experimental
para quatro cepas apresentadas anteriormente com uma suscetibilidade diminuida ao uso de
SDZ e PYR, foi utilizado o dobro da concentracdo utilizada por Silva et al. (2019) frente as

mesmas cepas para avaliar a suscetibilidade in vivo.
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Silva et al. (2017) avaliou apenas a suscetibilidade a SDZ in vivo de cepas atipicas de
T. gondii. Dentre as cepas estudadas, dois isolados (TgCTBr8 e TgCTBr16) foram altamente
suscetiveis ao tratamento apresentando uma taxa de sobrevivéncia superior a 80%. Outros
dois isolados demonstraram uma suscetibilidade intermediaria (TgCTBr3 e TgCTBr7) com
uma sobrevivéncia variando de 60 a 100%. O isolado TgCTBrl1l, também estudado no
presente trabalho, foi o Unico a apresentar um perfil fenotipico diferente das demais cepas
onde foi demonstrado uma variacdo na taxa de sobrevivéncia de 10 a 40% com o aumento da

concentracdo do farmaco, caracterizando um provavel perfil de resisténcia para a cepa.

Em nosso estudo, a cepa TgCTBr11 foi avaliada com o uso da associacdo de PYR e
SDZ em uma dosagem superior ao aplicado em Silva et al. (2019) nas demais cepas. Vale

salientar que a TgCTBr11 ainda ndo havia sido testada frente a associacdo desses farmacos.

Dentre as quatro cepas estudadas, a TgCTBr11 foi a Gnica cepa que apresentou uma
alta taxa de sobrevida dos animais quando tratadas com a associacdo de SDZ + PYR (87,5%).
Demostrado por Silva et al. (2017), essa cepa apresentou um perfil de resisténcia ao uso de
SDZ. Dessa forma, € possivel que a eficacia do tratamento que auxiliou na sobrevivéncia dos

animais esteja associada ao uso da PYR devido efeito sinérgico entre os farmacos.

Em casos de hipersensibilidade e descontinua¢do do uso do SDZ, a PYR pode ser
utilizada sozinha ou de forma combinada com outros farmacos como a CLN. A CLN
administrada sozinha ou combinada com PYR auxilia na melhora clinica dos pacientes e vem
sendo utilizada principalmente entre pacientes com hipersensibilidade a SDZ. Além disso, seu
efeito € positivo na resolucdo da retinocoroidite e reducdo de lesbes cerebrais, sendo um
tratamento viavel (TABBARA; O’CONNOR, 1980; ROLSTON; HOY, 1987, ARAUIJO;
REMINGTON, 1974).

Em contrapartida, no presente estudo, entre as cepas estudadas, o tratamento utilizando
CLN s0 foi eficaz entre as cepas TgCTBrl11 (87,5%) e TgCTBr23 (75%). Este ponto pode se
tornar preocupante justamente devido a CLN ser uma primeira escolha de utilizagdo com a
inviabilidade do tratamento com SDZ, principalmente pelos bons resultados para o tratamento
da toxoplasmose ocular, sendo este o tipo de toxoplasmose mais frequentemente relatado

dentre as cepas atipicas brasileiras.

Ja existem relatos mais recentes que demonstraram falha no tratamento e
caracterizacdo de resisténcia in vitro induzida CLN em cepas clonais, embora ainda ndo haja
relatos de cepas naturalmente resistentes (HOSSEINI; ABRISHAMI; MEHDI ZADEH, 2014;
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MONTAZERI et al., 2018), sendo este presente estudo o primeiro trabalho a demostrar a

possivel existéncia de cepas de T. gondii naturalmente resistentes a CLN.

O uso de SMT isoladamente na concentracdo de 300mg/kg e 400mg/kg ou associado
ao TMP (SMT 200mg/kg + TMP 200mg/kg) em nosso estudo também aumentaram a
sobrevivéncia dos animais, mesmo que ndo intensivamente, entre as cepas estudadas. Sabe-se
que estes farmacos possuem o mesmo mecanismo de acdo que a SDZ e PYR (COOMBS;
MULLER, 2002), entdo podem ser utilizados alternativamente quando as cepas ndo

respondem ao uso da associacdo de SDZ e PYR.

O uso de SMT e TMP para tratamentos de protozoarios ja foi relatado, como na
maldria, em ensaios in vivo. Kamya et al. (2007) demonstra que 0 uso de SMT e TMP esta
associado a uma diminuicdo na morbidade e mortalidade e € recomendado o seu uso como
forma de profilaxia para pacientes soropositivos para HIV tendo em vista que diminui o risco
de infeccdo e evolucdo da malaria nestes pacientes. Thera et al. (2005) também abordou o uso
de SMT e TMP para o tratamento de malaria, apontando uma eficécia protetora de 99,5% com

o uso profilético dos farmacos e eficacia de 97% no uso para o controle da infeccao.

Vale salientar que este tratamento pode ser invidvel em alguns casos, uma vez que
existem relatos de falha terapéutica devido resisténcia de P. falciparum aos antifolatos devido
mutacdes nos genes que codificam as enzimas alvos dos farmacos (VENANZI; LOPEZ-
VELEZ, 2016; BISSO-ANDRADE, 2018). A existéncia de mutaces em outros protozoarios
que afetam o mecanismo de acdo dos antifolatos é preocupante também na toxoplasmose, por

se tratarem de farmacos que também sdo de primeira escolha no tratamento da doenca.

Grossman e colaboradores (1979) demostraram através de ensaios in vivo que 0S
farmacos SMT e TMP combinados agem de forma sinérgica e sdo eficazes em infeccdes por

cepas clonais de T. gondii.

Com relacdo ao presente estudo utilizando cepas brasileiras atipicas, 0 SMT de forma
isolada ou associada ao TMP auxiliou minimamente na melhora dos animais infectados pelas
quatro cepas de T. gondii estudadas onde a taxa de sobrevivéncia ndo foi superior a 40%,
caracterizando uma baixa suscetibilidade ao tratamento. Em contrapartida, o farmaco se
comportou como um bom tratamento na concentragdo de SMT 400mg/kg/dia para a cepa

TgCTBr23 com apresentando 75% de sobrevivéncia entre os animais tratados.
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Sabe-se que a ATV € o Unico farmaco que além de desempenhar um bom resultado
contra as formas taquizoitas, atua de forma parcial sob os bradizoitos (CHORLTON, 2019).
Esse farmaco tem sido utilizado principalmente em pacientes com sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) com toxoplasmose, em especial a toxoplasmose ocular e
neurotoxoplasmose, que apresentam hipersensibilidade as sulfonamidas ou PYR (DUBEY;
CRUTCHLEY, 2008). Mesmo sendo um excelente farmaco de escolha, dentre as quatro
cepas estudadas, nenhuma apresentou bons resultados in vivo frente ao uso deste farmaco para

tratar a toxoplasmose em camundongos infectados, mesmo em uma concentracao mais alta.

Todas as cepas apresentaram laudo negativo para a presenca de taquizoitos no lavado
peritoneal ao fim do experimento (42 dias). Sabe-se que com a evolucdo da fase aguda da
doenca, 0s parasitos sdo mais encontrados frequentemente nos pulmdes e os cistos inicia sua
formacdo a partir do 10° dia, dando inicio ao processo de encistamento e encaminhando para
fase cronica da doenga (COHEN et al., 1976; SEVA et al., 2006). Dessa maneira, é esperado
gue alguns camundongos apresentem apenas taquizoitos no pulméo e presenca de cistos no

cérebro.

A cepa TgCTBr11 apresentou-se de maneira onde dois grupos (PYR 6,26 + SDZ 20 e
SMT 200 + TMP 200) além de sobreviverem ao final do experimento (42 dias), ndo
apresentaram presenca de cisto, 1gG e taquizoitos no pulméo. Esses animais também foram
submetidos a gPCR para confirmar a auséncia de DNA de T. gondii no cérebro e como
resultado, foi observado que os mesmos ndo amplificaram DNA de T. gondii, sugerindo a

eficacia do tratamento e cura dos animais.

Apesar dos relatos de diminuicdo de suscetibilidade ao uso de SDZ e PYR descritos na
literatura para cepas atipicas de T. gondii brasileiras (SILVA et al., 2017, SILVA et al., 2019),
estes ensaios foram aplicados apenas em testes animais. Aqui, além de descrevermos o
comportamento de quatro cepas atipicas de T. gondii no modelo in vivo, também foi analisado

0 desempenho dos farmacos em modelo in vitro.

A partir dos testes de invasdo e proliferacdo de 16h e 24h foi possivel observar uma
semelhanca entre as cepas estudadas. Ambas apresentaram uma meédia de invasao
semelhantes e sem diferencas estatisticamente significativas no periodo de 2h, variando entre
3-7,9%. Sendo a de menor taxa de invasdo correspondida pela cepa TgCTBr17 (3%) e maior
invasdo TgCTBr4 (7,9%). As cepas TgCTBrll e TgCTBr23 apresentaram a mesma

porcentagem de invasdo com 5%.
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Conforme a proliferagdo de 16h e 24h as cepas TgCTBrll e TgCTBrl7 foram
mantendo um mesmo padrdo, sendo encontrados vacUolos com maior quantidade de
taquizoitos apenas na cepa TgCTBr4 e uma proliferacdo mais lenta na cepa TgCTBr23. Sabe-
se que o processo de invasdo e proliferacdo no ciclo do T. gondii pode influenciar na
capacidade infecciosa da cepa e na diferenca dos padrdes de suscetibilidade (BLACK;
BOOTHROYD, 2000; BLADER et al., 2015). Dessa forma, a compreensdo desse
comportamento diferenciado entre as cepas permitiu uma melhor caracterizacdo e
investigacdo da eficacia e comportamento do tratamento aplicado em cada grupo a partir das

suas caracteristicas semelhantes.

Com isso, foram analisados os comportamentos das quatro cepas frente aos ensaios
antiproliferativos utilizando-se dos mesmos farmacos analisados nos ensaios in vivo, com

excecdo da CLN.

Contrariando o observado nos ensaios in vivo em que a associagdo de SMT 200mg/kg
+ TMP 200mg/kg ndo foi um tratamento tdo eficiente, nos ensaios in vitro com a cepa
TgCTBr4 foi observada uma boa reducdo no indice de proliferacdo e suscetibilidade ao
tratamento com a associacdo dos fa&rmacos SMT e TMP na concentragdo de SMT 28 + TMP
5,6 pg/mL relatando apenas 44,5% de proliferagdio. O uso de TMP isoladamente na
concentragdo de 20,0 ug/mL também foi positivo, apontando 38,5% de proliferacdo. Ambos
os tratamentos contribuiram com a diminuicao da proliferacdo do T. gondii. O uso da ATV de
maneira isolada ndo foi positivo nesta cepa, chegando a um indice de proliferacdo superior a

80% na concentracdo mais alta estudada (0,250 pM).

Curiosamente e da mesma maneira que apontado nos ensaios in vivo, 0 tratamento
com a associagdo de PYR e SDZ apresentou uma baixa eficacia frente a infeccdo com a cepa
TgCTBr4 nos ensaios in vitro. Neste estudo foi possivel observar que em concentracdes mais
baixas desses farmacos a proliferacdo do parasito chegou a ser superior aquela exibida pelo
grupo controle (néo tratado) atingindo um indice de proliferagdo de 119%. Ainda que com o
aumento da concentracdo de ambos os farmacos, essa proliferacdo se manteve alta, cerca de
95% na concentragdo de SDZ 125 + PYR 0,5 uM. Dessa forma, ¢ observado que o tratamento
considerado hoje o padrdo-ouro no tratamento da toxoplasmose, nos ensaios in vitro, ndo seria

viavel frente esta cepa devido alta caracteristica de diminui¢do da suscetibilidade.

Células infectadas pela cepa TgCTBrll, por sua vez, diferentemente da cepa

TgCTBr4, ndo apresentaram boas respostas ao tratamento associado de SMT e TMP,
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apresentado 62,7% de proliferacdo do parasito mesmo utilizando uma concentracdo de SMT
28 + TMP 5,6 ug/mL no ensaio. Nos ensaios in vivo esta cepa também havia caracterizado
uma baixa suscetibilidade ao tratamento utilizando a associacdo desses farmacos. No entanto,
0s animais sobreviventes (37,5%) ndo apresentaram cronificacdo e anticorpos IgG positivos

para T. gondii.

Interessantemente foi observado nos ensaios in vitro que a resposta da cepa TgCTBr1l
ao tratamento isolado de TMP em sua concentracdo mais alta de 20,0 pg/mL diminuiu a
proliferagdo do parasito em cerca de 62% quando comparada a menor concentragéo estudada
(2,5 pg/mL). Dessa maneira pode-Se associar 0 bom resultado com a nédo cronificagdo da
doenca apesar de uma taxa de sobrevida baixa nos ensaios in vivo provavelmente pela

utilizacdo do TMP associado ao SMT.

A ATV também auxiliou em uma diminuicdo do indice de proliferacdo dos parasitos
para cerca de 27,7% na cepa TgCTBrl1 em sua concentragdo de 0,250 uM, sendo esse um

excelente resultado dentre 0s ensaios in vitro para essa cepa.

A cepa TgCTBrl11, que havia sido a Unica cepa com bons resultados na sobrevida dos
animais com a utilizacdo da associacdo de SDZ e PYR, manteve os resultados nos ensaios in
vitro. Neste, a proliferacdo nao ultrapassou 38% na concentracdo de SDZ 125 + PYR 0,5 uM,
caracterizando a associagdo dos farmacos como uma excelente escolha para o tratamento da

toxoplasmose.

Correlacionando os ensaios in vivo e in vitro, foi possivel observar um comportamento
semelhante entre as cepas a respeito dos farmacos SMT e TMP, nas quais ndao foram
benéficas para o tratamento da infeccdo experimental por T. gondii, com excecdo da cepa

TgCTBr4 na qual houve uma diminuicdo da proliferacdo com a associacdo dos farmacos.

Em contrapartida, para todas as cepas, ndo havia sido demonstrado uma boa eficécia
ao tratamento com ATV nos ensaios in vivo, mas apresentaram boas respostas com a
diminuicdo do indice de proliferagdo nos ensaios in vitro. A cepa TgCTBr4 também foi uma
excecéo, sendo a Unica a ndo responder ao tratamento utilizando ATV de maneira eficaz. Essa
diferenciacdo pode estar associada a diversos fatores como a biologia do parasito, mutac6es
ou superexpressao de proteinas. Dessa forma, pode haver a necessidade do aumento da
concentra¢do nos ensaios in vivo para verificar uma possivel melhora no quadro dos animais

para melhor compara-lo aos resultados positivos do ensaio in vitro.
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A cepa TgCTBrl11 anteriormente havia sido a unica com melhora no quadro animal ao
uso da associacdo de SDZ e PYR nos ensaios in vivo, no entanto, nos ensaios in vitro foi
possivel demostrar que outras cepas, TgCTBrl7 e TgCTBR23, também possibilitam o uso
destes farmacos, diminuindo a proliferacdo do parasito na concentracdo mais alta utilizada
durante o estudo (SDZ 125 + PYR 0,5 uM).

Embora pertencentes de um mesmo genotipo, as cepas TgCTBr4 e TgCTBrl7
responderam de maneira contraria nos ensaios in vitro, reafirmando o proposto por Meneceur
et al. (2008), que cepas de um mesmo gendtipo podem apresentar padrdes de suscetibilidade

diferentes entre si.
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7. CONCLUSOES

A partir dos ensaios in vivo realizados durante este estudo foi possivel observar a
eficacia da associacdo de SDZ e PYR para os animais infectados pela cepa TgCTBrll,
resultado esse que ndo foi positivo dentre as demais cepas. Seguindo ao uso de CLN, a
TgCTBrl1l e TgCTBr23 se demonstraram suscetiveis ao uso do farmaco, no entanto, as cepas
TgCtBr4 e TgCTBrl17 mostraram um possivel fendtipo de resisténcia a CLN, observando uma
baixa suscetibilidade do farmaco em tratar os animais infectados por essas cepas. Com relacéo
a SMT e TMP, foi concluido que os farmacos de maneira Unica ou combinada auxiliaram no

aumento da sobrevida dos animais dentre as quatro cepas estudadas.

Um fato interessante € a representacdo da cura dos animais tratados com PYR 6,26 +
SDZ 20 e SMT 200 + TMP 200 mg/kg/dia da cepa TgCTBrl1, os quais ndo apresentaram a

presenca de cistos no cérebro e IgG positivo para T. gondii.

Nos ensaios antiproliferativos in vitro bem como ensaios in vivo, o uso de SDZ e PYR
para tratamento de células e animais infectados pela cepa TgCTBr4 ndo foi demonstrado
como um bom tratamento. Nesse caso, a associacdo de SMT e TMP seria um tratamento
eficaz, podendo vir a ser utilizado pois auxiliaram na diminuicéo de proliferacdo do parasito.

Diferente dos ensaios in vivo, 0 uso da ATV em concentracdo mais alta auxiliou na
diminuicdo da proliferacdo dos parasitos nos ensaios in vitro de ambas as cepas, com exce¢édo
da TgCTBr4.

As cepas TgCTBrl11, TgCTBrl17 e TgCTBr23 apresentam uma suscetibilidade ao uso
de SDZ e PYR nos ensaios in vitro. No entanto, esse resultado ainda é contraditério para as
cepas TgCTBr17 e TgCTBr23 uma vez que estas ndo apresentaram um melhora e aumento da
sobrevida dos animais com a utilizacdo desses farmacos no tratamento da toxoplasmose

experimental.

Devem ser realizados ainda ensaios adicionais a fim de caracterizar de maneira mais
aprofundada a suscetibilidade in vivo dos animais frente ao uso de ATV, aumentando a
concentracdo de estudo para correlacionar com 0s ensaios in vitro encontrados neste estudo.
Além disso, estudos in vitro adicionais utilizando a CLN como tratamento também devem ser

realizados.
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