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RESUMO

Toxoplasma gondii é o agente causador da toxoplasmose, uma doenga de grande
prevaléncia mundial, de especial interesse em pacientes imunodeficientes e gestantes. A
toxoplasmose no Brasil apresenta grande interesse para pesquisa, devido a maior
gravidade dos casos humanos ocorridos no pais, principalmente em funcéo do genotipos
atipicos predominantes. O tratamento da toxoplasmose é, em geral, realizado através da
combinagdo da Sulfadiazina e da Pirimetamina. No entanto, por diversas razdes, uma
série de casos tratados apresenta evolucdo ndo satisfatdria e/ou efeitos adversos
significativos, que podem requerer a interrup¢cdo do tratamento. Neste trabalho,
camundongos Swiss foram infectados com sete cepas de T. gondii isoladas de recém
nascidos com toxoplasmose congénita (TgCTBrl, TgCTBr4, TgCTBr9, TgCTBri3,
TgCTBr17, TgCTBr23, TgCTBr25), de gendtipo atipico e virulentas para
camundongos. Os animais foram divididos em 10 grupos de tratamento: SDZ10,
SDz40, SDZ160, SDZ640 — tratados via oral com 10 a 640mg/kg por dia de
Sulfadiazina; PM3, PM12, PM50, PM200 - tratados via oral com 3 a 200mg/kg por dia
de Pirimetamina e SDZ+PM - tratado com uma combinacdo da menor dosagem das
duas drogas. Os camundongos foram avaliados para mortalidade e presenca de cistos
cerebrais. ELISA e bioensaios também foram usados para determinar a eficacia dos
esquemas terapéuticos. Foi observado que as cepas TgCTBr4 e TgCTBri7
(pertencentes ao gendétipo #108 do ToxoDB - http://toxodb.org/toxo/) apresentaram
menor susceptibilidade ao tratamento, enquanto TgCTBr9 (com gendtipo Brll) foi a que
apresentou maior sensibilidade ao tratamento, com ambos medicamentos. A associagéo
de Sulfadiazina e Pirimetamina, em dosagens reduzidas, proporcionou um tratamento

mais eficaz na toxoplasmose experimental com cepas de T. gondii isoladas no Brasil.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii is the parasite responsible for toxoplasmosis, a disease with
prevalence around the world and is of great interest on imunocompromised patients and
pregnant women. Toxoplasmosis in Brazil presents great research interest because of
the bigger severity of native cases, especially due to the predominant atypic genotypes.
Toxoplasmosis is, usually, treated with the combination of Sulfadiazine and
Pyrimethamin. However, for many reasons, a series of cases do not present satisfactory
evolution and/or significant adverse effects, which can lead to treatment interruption. In
this work, Swiss mice were infected with seven diferente strains of T. gondii, isolated
from newborns with congenital toxoplasmosis (TgCTBrl, TgCTBr4, TgCTBr9,
TgCTBrl13, TgCTBr17, TgCTBr23, TgCTBr25), with atypic genotypes and virulent for
mice. The animals were divide into 10 treatment groups: SDZ10, SDZ40, SDZ160,
SDZ640 — treated with 10 to 640mg/kg per day of Sulfadiazine; PM3, PM12, PM50,
PM200 - treated with 3 a 200mg/kg per day of Pirymethamin and SDZ+PM - treated
with a combination of the lower dosage of both drugs. The mice were evaluated for
mortality and presence of brain cysts. ELISA and bioassays were also used to determine
the efficacy of the therapeutic schemes. It was observed that the TgCTBr4 and
TgCTBrl7 strains (from the #108 genotype of ToxoDB - http://toxodb.org/toxo/)
presented less susceptibility to treatment, while TgCTBr9 (with Brll genotype) was the
one with most sensibility to treatment with both drugs. The association between
Sulfadiazine e Pirymethamin, in reduced dosages, presented a more effective treatment

for experimental toxoplasmosiswith T. gondii strains islated in Brazil.
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1. INTRODUCAO

1.1. CLASSIFICACAO, BIOLOGIA E CICLO DE VIDA

Toxoplasma gondii (Nicole e Manceaux, 1908) € um parasito intracelular
obrigatorio, pertencente ao filo Apicomplexa, sendo a Unica espécie representante do
género Toxoplasma e tendo capacidade de infectar virtualmente todos os tipos de aves e
mamiferos, dentre eles o homem. Apresenta distribuicdo cosmopolita e possui alta
prevaléncia mundial, tanto em humanos quanto animais, transformando esse parasito
numa espécie de grande interesse médico e veterinario (Tenter et al, 2000).

T. gondii apresenta trés estagios infecciosos, cada um deles apresentando
caracteristicas distintas e desempenhando diferentes papéis no ciclo de vida do parasito.
Taquizoitos (Frenkel, 1973) sdo considerados os estdgios mais comuns na fase aguda da
toxoplasmose, na qual ocorre multiplicacdo assexuada do parasito. Morfologicamente,
os taquizoitos apresentam um formato de “meia-lua”, com uma extremidade mais fina e
outra arredondada, tamanho variando entre 2 e 6um e um ndcleo em posicdo central.
Sua estrutura interna consiste de uma variedade de organelas como o anel apical, anel
polar, condide, roptrias, micronemas, mitocéndria, microtibulos subpeliculares,
reticulos endoplasmaticos liso e rugoso, complexo de Golgi, ribossomas, e granulos
densos. Os taquizoitos ndo apresentam nenhuma estrutura de locomocédo, tais como
cilios ou flagelos, mas podem se movimentar por flexdo, rotacdo ou ondulacédo de toda
sua extensdo (Dubey et al, 1998). Taquizoitos também sdo estagios responsaveis pela
transmissdo vertical (congénita) de T. gondii, uma vez que sdo capazes de infectar as
células da placenta, se multiplicarem e, eventualmente, atingir a circulacdo fetal,

causando assim a infeccdo do feto (Tenter et al, 2000). Em casos menos comuns, a



infeccdo por taquizoitos pode ocorrer através de procedimentos médicos como
transplantes ou transfusfes sanguineas.

Bradizoitos, por sua vez, sdo 0s estagios encontrados no interior dos cistos
teciduais, comumente observados na fase cronica da infeccdo. S&o células de
multiplicacdo lenta, que se reproduzem por endodiogenia e podem ser encontradas até
mesmo em infeccOes recentes, com cerca de 7 a 8 dias (Tenter et al, 2000), embora a
visualizagdo dos cistos nesse tempo de infecgdo seja bastante improvavel, devido ao
tamanho reduzido e baixa quantidade de cistos formados. Os bradizoitos contidos nos
cistos teciduais sdo responsaveis pela infeccdo entre hospedeiros intermediarios,
geralmente causada pela ingestdo desses cistos contidos na carne de mamiferos e aves,
quando esta encontra-se crua ou mal passada. A concentragdo de cistos teciduais em
diferentes tecidos pode apresentar variagdo de acordo com o hospedeiro analisado: em
camundongos, a maior concentracao de cistos ocorre geralmente no cérebro, ao passo
que em mamiferos maiores, como ovinos e caprinos, essa concentracdo mais alta é
encontrada no tecido muscular (Dubey et al, 1997).

Comparativamente, a morfologia de taquizoitos e bradizoitos é préxima, com a
maior diferenca sendo observada quanto a capacidade de infeccdo por via oral, sendo
esta muito maior nos bradizoitos devido a resisténcia destes a digestdo, enquanto 0s
taquizoitos apresentam-se extremamente mais sensiveis (Frenkel et al, 1996; Gross et
al, 1996). Entretanto existem alguns relatos confirmando a possibilidade de infecgéo
oral pela ingestdo de taquizoitos em camundongos, desde que em grandes quantidades
(> 1000 taquizoitos) (Dubey et al, 1998).

Por fim, 0s esporozoitos sdo 0s estagios encontrados no interior dos oocistos,
que sdo liberados em grandes quantidades, podendo chegar a milhdes, apenas pelos

hospedeiros definitivos, membros da familia Felidae. Apos a reproducdo sexuada do



parasito, que ocorre no intestino dos felideos, o oocisto liberado no ambiente passa por
um processo de esporulagéo, tornando-se infectante em um periodo de cinco a sete dias
e podendo permanecer viavel no ambiente por até 18 meses em condic¢des favoraveis
(Dubey et al, 1998; Tenter et al, 2000).

O ciclo bioldgico do parasito é heteroxeno facultativo, sendo capaz de infectar
animais de sangue quente através de diferentes vias, como oral (pela ingestdo de cistos
teciduais e/ou oocistos) e congénita. Essa capacidade de infec¢do por diferentes meios é
um dos fatores que contribui para a grande prevaléncia e distribuicdo do T. gondii ao
redor do mundo (Tenter et al, 2000).

Na fase incial do ciclo de vida, os taquizoitos multiplicam-se assexuadamente
por endodiogenia, nos mais variados tipos celulares do hospedeiro, e penetra, ativa ou
passivamente, nas células hospedeiras. No interior da célula, contidos num vactolo
parasitoforo, os taquizoitos se multiplicam, até eventualmente romperem o vacuolo e a
célula hospedeira e infectarem novas células (Sibley et al, 1999). Esse processo é
caracteristico da fase aguda da doenca e € geralmente modulado pela resposte imune, a
qual leva algumas geracdes de taquizoitos a iniciarem a transformacdo para bradizoitos
e a formacdo de cistos teciduais. Bradizoitos também se multiplicam no interior dos
cistos, mas muito mais lentamente, caracterizando o estagio crénico da infeccdo que,
para a maioria dos hospedeiros intermediarios, é a fase final do ciclo.

No entanto, ao serem ingeridos por felideos, os cistos teciduais podem dar
continuidade ao ciclo biolégico do parasito, realizando a reproducdo sexuada no
intestino desses animais. Ao ser ingerido, o cisto passa pelo estbmago, onde tem a
parede digerida pela acdo do suco gastrico e, ao atingir o intestino delgado, os
bradizoitos invadem enterdcitos e apds varios ciclos de esquizogonia, originam 0S

merozoitos. Os merozoitos, por sua vez, se diferenciam em gametas masculinos e



femininos nos enterécitos dos felideos. A fusdo dos gametas (microgameta e
macrogameta) resulta na formacgdo do zigoto. Forma-se uma parede protetora ao redor
do zigoto, que passa a ser denominado oocisto. Os oocistos sdo entdo liberados
juntamente com as fezes, tornando-se infectantes no ambiente apds alguns dias e
podendo contaminar também &gua e alimentos que, ao serem ingeridos, levardo ao
fechamento do ciclo nos hospedeiros intermediarios ou a continuacdo do ciclo nos

felideos (Howe et al, 1995; Tenter et al, 2000).

1.2. DIVERSIDADE GENETICA DE T. gondii

Durante muito tempo existiu um consenso de que o T. gondii apresentava uma
estrutura populacional clonal, com apenas trés linhagens bem definidas: Tipo I, tipo Il e
tipo 1ll. Esse fato foi descoberto através de trabalhos que, utilizando técnicas
moleculares como a PCR-RFLP, concluiram que existiam variacbes muito pequenas
entre isolados obtidos de humanos e dos mais diferentes hospedeiros de sangue quente
(Howe & Sibley, 1995).

Essa descoberta foi inesperada, j& que devido a possibilidade de reproducédo
sexuada, a grande distribuicdo mundial e a diversa gama de hospedeiros, esperava-se
que houvesse grande variacdo entre isolados provenientes de diferentes fontes.
Entretanto, existem argumentos que sustentavam a observacdo da clonalidade do T.
gondii. Dentre esses argumentos, destacam-se os de que a reproducdo sexuada ocorre
apenas no epitelio intestinal dos felinos (Howe et al, 1995), ao passo que a reproducéo
assexuada pode ocorrer em qualquer hospedeiro e é capaz de manter o parasito
infectante e circulando no ambiente sem necessidade do hospedeiro definitivo (Tenter et

al, 2000).



A partir de 2006, novas descobertas alteraram o0s conceitos da genética
populacional de T. gondii. A partir da utilizacdo de novos e mais numerosos marcadores
genéticos propostos por Su et al (2006) para a realizacdo de PCR-RFLP, comegaram a
ser encontradas novas linhagens, que foram denominadas atipicas (ou recombinantes),
em diversas regides, principalmente na América Latina e, consequentemente no Brasil.
Atualmente, é aceito que as cepas tipos I, Il e Ill, de estrutura clonal, circulam
comumente no hemisfério Norte, especialmente na Europa e Estados Unidos, onde
foram realizados os trabalhos iniciais para caracterizacdo genética do T. gondii. Por
outro lado, no hemisfério Sul, principalmente na América Latina, os isolados
encontrados sdo, em sua larga maioria, pertencentes a gendtipos atipicos, contendo
alelos de duas ou mais das populagdes clonais. Acredita-se, no entanto, que as linhagens
presentes especialmente no Brasil sejam predominantemente derivadas dos tipos clonais
I e Il (Pena et al, 2008), j& que a maior parte dos trabalhos foi incapaz de isolar
amostras do tipo Il no pais. Estudos realizados por diversos pesquisadores (Dubey et al,
2007; Pena et al, 2008; Dubey et al, 2012), utilizando os 11 marcadores genéticos
propostos por Su et al (2006) comprovaram essa grande diversidade de isolados em
diferentes hospedeiros, principalmente animais domésticos, de diferentes regibes do
Brasil. Os dados desses trabalhos levaram a hipGtese de que o Brasil possui suas
proprias linhagens clonais, gendtipos distintos dos europeus/americanos, mas que
possuem grande circulacdo dentro do pais em uma diversidade de hospedeiros, sendo
denominados Brl, Brll, Brlll e BrlV. Esses gendtipos, isolados de diferentes
hospedeiros (gatos, galinhas e cédes) apresentam caracteristicas diferentes entre si,
variando de altamente virulentos (Brl), ndo virulentos (Brlll) e de viruléncia
intermediaria (Brll e BrlV), sendo considerados para os testes de viruléncia apenas

camundongos. O estudo realizado por Pena et al (2008), ao combinar dados encontrados



no isolamento e genotipagem de 46 amostras de gatos provenientes do estado de Séo
Paulo com dados previamente publicados, concluiu que esses quatro genotipos sdo
altamente frequentes em hospedeiros animais, sendo coexistentes com uma diversa
extensdo de outros gendtipos, mas apresentando maior frequéncia na anélise de todas as
regides.

Ainda assim, em trabalho recente publicado por Carneiro et al (2013), realizado
com isolados obtidos de criangas com toxoplasmose congénita, foram encontrados
varios genotipos previamente desconhecidos, além dos gendtipos Brll e Brlll, o que
leva a crer que o tamanho e o significado da diversidade de T. gondii no Brasil é ainda
uma questéo a ser respondida.

Um grande volume de dados que ilustra a variedade genotipica de T. gondii
encontra-se disponivel no ToxoDB (http://toxodb.org/toxo/), um banco de dados que
armazena diferentes genotipos isolados de diversas regides do mundo, permitindo que
pesquisadores possam comparar e analisar gendtipos previamente encontrados, evitando
que ocorram diversas descricbes de um mesmo gendtipo como se fossem genétipos
distintos, além de manter disponivel uma base de informacdes de facil acesso para

pesquisadores.

1.3. TOXOPLASMOSE: DOENCA X INFECCAO

Embora seja uma infeccdo altamente prevalente, com cerca de 30% da
populagdo mundial afetada, a toxoplasmose &, comumente, assintomatica, sendo de
importancia clinica apenas em pacientes imunodeficientes, como fetos, recém nascidos,
individuos transplantados e portadores do virus HIV (Tenter et al, 2000). Para esses

grupos de risco, portanto, a toxoplasmose € de grande importancia, pois pode acarretar



em grave sintomatologia, como encefalite, pneumonite, miocardite e retinocoroidite,
ocasionadas por doencga disseminada. (Sibley et al, 1999)

Atualmente, existe interesse especial acerca da toxoplasmose congénita, que
pode acarretar em complicacGes graves para o feto de acordo com o estagio da gravidez
no qual a doenga é transmitida. A sintomatologia e a gravidade da doenca variam de
acordo com a idade gestacional na qual ocorre a transmisséo, sendo de extrema
importancia o maior controle nas fases iniciais da gestacdo, nas quais ocorrem sequelas
mais graves e existe possibilidade de aborto. A medida que a gestacdo evolui, a
possibilidade de transmissdo geralmente aumenta, ao passo que a gravidade da doenga
torna-se menor, levando a sintomas mais brandos e sequelas menos graves. Tais
consequéncias podem variar entre calcificagdes cerebrais, deficiéncias neuroldgicas,
problemas auditivos e, mais frequentemente, em problemas oculares decorrentes de
retinocoridite, condicdo que ocorre com grande frequéncia no Brasil — até 80%
(Vasconcelos-Santos et al, 2009) — quando comparado com Europa e Estados Unidos. E
importante ressaltar que geralmente as lesGes decorrentes de retinocoroidite no Brasil
sdo também mais graves do que aquelas observadas na Europa e Estados Unidos
(Gilbert et al, 2008).

O grande indice de lesbes oculares e as consequéncias decorrentes geram um
interesse na prevencdo e tratamento da toxoplasmose aguda, com a combinacdo de
Sulfadiazina e Pirimetamina sendo a associacdo mais adotada atualmente para combate

da doenga.

1.4. QUIMIOTERAPIA DA TOXOPLASMOSE



Atualmente, o esquema mais utilizado para o tratamento da toxoplasmose é a
combinacdo de Sulfadiazina e Pirimetamina (Petersen, 2007). A Sulfadiazina (2-
sulfamilamidopirimidina) é um anélogo estrutural do acido paraminobenzéico (PABA)
e atua como antagonista competitivo do mesmo, impedindo a sua utilizacdo para a
sintese do &cido fdlico por parte do parasito. A Sulfadiazina é administrada pela via
oral, sendo rapidamente absorvida pelo estdmago e intestino delgado, com ampla
distribuicdo nos tecidos e liquidos corporais, incluindo sistema nervoso central e liquido
cefalorraquidiano, além de placenta e feto. Ja foram realizados diversos estudos com
outros tipos de sulfonamidas, com o intuito de se encontrar alternativas que possam
complementar ou substituir o uso da Sulfadiazina, principalmente em casos nos quais 0
tratamento ndo atinge resultados satisfatorios. Zeng et al (2013) testaram outras
sulfonamidas (Sulfadimidina, Sulfamatoxidiazina, Sulfacloropirazina), em comparagéo
a Sulfadiazina, com objetivo de apresentar substitutos em casos nos quais o tratamento
mostra-se pouco eficiente, e propondo alternativas que podem ser aplicadas em casos
como os citados.

Ja a Pirimetamina atua inibindo a enzima diidrofolato-redutase, impedindo a
conversao do acido diidrofdlico em &cido tetraidrofdlico, processo que participa da via
de sintese dos acidos nucléicos do parasito, 0 que ocasiona erros na divisdo nuclear
durante a replicagcdo do parasito (Bosch-Driessen et al, 2002). Efeitos da Pirimetamina
sobre o parasito incluem diversas alteraces morfolégicas, como alteracbes de
membrana, duplicacdo de organelas e fragmentacdo do nucleo, que leva a incapacidade
do parasito completar sua divisdo com sucesso. A Pirimetamina, assim como a
Sulfadiazina, inibe a replicacdo do parasito ao invés de mata-lo, tendo dessa forma, uma
acao parasitostatica e ndo parasiticida (Bosch-Driessen et al, 2002). Como as

sulfonamidas e a Pirimetamina interferem em estagios diferentes no ciclo de sintese do



acido folinico, suas acdes sdo acentuadas, apresentando efeito sinérgico, o que torna
esta combinacédo o tratamento de escolha para a toxoplasmose humana, por permitir um
bloqueio sequencial do metabolismo do &cido fdlico (Leport et al, 1988). Essa reacao
ocorre tanto em células de mamiferos quanto de protozoarios. Embora exista uma
pequena homologia entre essa enzima (dhfr) em ambos os tipos celulares, a dhfr do
parasito apresenta maior afinidade para a pirimetamina do que a dhfr dos hospedeiros,
resultando em toxicidade muito maior para o parasito (Gross & Pohl, 1996). No
entanto, esta combinacdo é caracterizada por severos efeitos colaterais, contribuindo
para a descontinuacdo do tratamento de aproximadamente 25% dos pacientes (Bosch-

Driessen et al, 2002).

Sabe-se que a Pirimetamina, embora tenha agdo mais lenta no organismo quando
comparada com outras drogas utilizadas no tratamento para toxoplasmose (azitromicina
e clindamicina, p. ex.), é totalmente absorvida pelo organismo quando administrada por
via oral. O tratamento prolongado com Pirimetamina pode resultar em depressédo da
medula d&ssea, um efeito colateral de particular importdncia em individuos
imunocomprometidos. Os efeitos colaterais das sulfonamidas devem-se em parte a
alergia e em parte a toxicidade direta do medicamento, que contribuem para a
ocorréncia de “rash” cutaneo, febre, além de depressdo da medula 6ssea e mal-estar.
Quando a Pirimetamina é administrada em associacdo com a Sulfadiazina, os efeitos
colaterais s@o suficientemente severos para requerer a descontinuidade do tratamento,
em aproximadamente 60% dos pacientes com AIDS (Aradjo et al, 1991). Além disso,
como a Pirimetamina é potencialmente teratogénica, seu uso durante a gestagdo nao €
recomendado (Araujo et al, 1991). Embora existam estudos mostrando reducdo no
numero de cistos teciduais no cérebro de camundongos cronicamente infectados e

tratados (Gill et al, 1972; Werner et al, 1977), o consenso adotado de forma geral é de



que tanto a Sulfadiazina quanto a Pirimetamina apresentam acgédo reduzida sobre os

cistos teciduais, fator que contribui para a manutencéo da fase cronica da doenga.

Embora os dados mostrem efetividade do tratamento combinado de Sulfadiazina
e Pirimetamina, especialmente em periodos mais curtos, ndo existe uma orientacao que
padronize o tratamento. Por isso, diversos estudos (Romand et al,1993; Bosch-Driessen
et al, 2002; Alves & Vitor, 2005; Vommaro et al, 2012) avaliam a acdo das mais
variadas drogas e combinagdes de medicamentos no combate da toxoplasmose, com 0
objetivo de encontrar alternativas mais efetivas e que apresentem menor toxicidade aos
pacientes, especialmente em regimes de tratamento prolongado, além de apresentar
opcOes para casos em que a resposta ao tratamento ndo seja satisfatoria.

Um estudo realizado por Aspinall et al (2002) encontrou, ao analisar casos de
toxoplasmose aguda humana, uma cepa de T. gondii resistente a acdo de sulfonamidas,
devido a apenas um aminoacido polimérfico associado a enzima diidropteroatosintase,
evidenciando a existéncia de linhagens resistentes de T. gondii causando infeccdes
humanas, reforcando a perspectiva de que € interessante personalizar 0s esquemas
terapéuticos de acordo com o tipo de caso dos pacientes.

Diversos estudos buscaram alternativas as drogas utilizadas normalmente, como
Aragjo et al., 1991; Huskinson-Mark et al., 1991; Aradjo et al., 1993; Romand et al.,
1993 e, mais tarde, Alves & Vitor, 2005, que tiveram como alvo de estudo a
Atovaquona. Estes autores demonstraram a efetividade da Atovaquona contra
taquizoitos e cistos teciduais do T. gondii em protocolos individuais de tratamento ou
em associagdo com outros medicamentos, inclusive com a Sulfadiazina. No entanto, o
fato desse medicamento ainda ser de circulagéo restrita no Brasil e, consequentemente,
de alto custo, impedem sua utilizacdo como alternativa viavel a Pirimetamina e

Sulfadiazina. No entanto, trabalhos como os realizados por Ferreira et al (2006; 2012),
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nos quais foram estudadas outras substancias classificadas naftoquinonas (mesmo grupo
da atovaquona), foi relatada a eficacia desses compostos, denominados QUIL1l e
PHNQS6, no tratamento contra a toxoplasmose, evidenciando a existéncia de drogas com
potencial de desenvolvimento para tratamento da doenca.

Diversas outras drogas, como a Clindamicina (Djurkovic-Djakovic et al, 2002),
Gatifloxacina (Khan et al, 2001) e Fluconazol (Martins-Duarte et al, 2012) ja foram
testadas isoladamente e em diversas combinagdes, tanto com a Sulfadiazina quanto com
a Pirimetamina, buscando outras associacbes que se aproximem da eficiéncia do
tratamento de rotina, ndo sendo bem sucedidas, no entanto, a ponto de constituirem

protocolos mais atraentes como esquemas terapéuticos alternativos.

1.5. TECNICAS DE AVALIAQAO DA SUSCEPTIBILIDADE DE T. GONDII A
QUIMIOTERAPIA

Para se avaliar a efetividade de esquemas terapéuticos, Djurkovic-
Djakovic et al, em 1999, propuseram, em um estudo sobre a eficacia do tratamento da
toxoplasmose murina utilizando atovaquona e clindamicina, diferentes metodos
diagndsticos do parasito. Esses métodos baseiam-se principalmente na comparacdo da
taxa de sobrevivéncia de camundongos infectados, tratados e ndo tratados. Em relagéo
aos animais sobreviventes, utilizaram o bioensaio, que consiste de um subin6culo com
material proveniente de animais sobreviventes, previamente infectados e tratados, com o
intuito de se reisolar o parasito, além de realizacdo de reacdo em cadeia de polimerase

(PCR) em diferentes tecidos em busca de DNA de T. gondii.

Mais tarde, Djurkovic-Djakovic et al (2002) utilizaram, como método
auxiliar de avaliacdo, a quantidade de cistos presentes no cérebro de animais

previamente infectados e submetidos a diferentes esquemas terapéuticos, além de, em
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casos nos quais a procura de cistos obtivesse resultado negativo, a realizagcdo de

bioensaio, através do subindculo do cérebro em animais saudaveis.

Em 2005, Alves & Vitor, ao avaliarem a eficacia do tratamento da toxoplasmose
murina utilizando atovaquona e sulfadiazina, isoladas e em associagdo, em sete cepas de
genotipos distintos de T. gondii, se utilizaram de exames soroldgicos (ELISA) para
confirmacdo de infeccdo, detecgdo de cistos cerebrais e também bioensaio, além das
taxas de sobrevivéncia, como métodos para avaliar e eficacia dos esquemas terapéuticos

propostos.

Estudos realizados in vitro, como o de Meneceur et al (2008), que avaliaram a
susceptibilidade de diferentes cepas de T. gondii ao tratamento com Sulfadiazina,
Pirimetamina e Atovaquona, utilizaram rea¢des sorologicas, como o ELISA, e também
a visualizacdo microscopica do parasito nas placas de cultura como métodos de

avaliacdo de eficacia dos esquemas terapéuticos.
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2. JUSTIFICATIVA

O principal tratamento adotado atualmente para a toxoplasmose é a combinacgao
de sulfonamidas (como a Sulfadiazina) e a Pirimetamina. N&o é conhecida, no entanto,
qual a eficécia deste tratamento em relacdo a cepas atipicas de T. gondii, predominantes
no Brasil e geneticamente distintas dos genotipos clonais comuns no hemisfério Norte.
E possivel que, devido a grande variedade de genGtipos do parasito encontrada no
Brasil, a eficacia do tratamento ocorra de maneira particular para cada cepa, ou para
determinados grupos de gendtipos. Uma avaliacdo mais adequada acerca da eficécia do
tratamento tradicionalmente utilizado, principalmente utilizando cepas isoladas de casos
humanos, poderia indicar protocolos para escolha de programas mais eficientes de
tratamento para grupos de pacientes com respostas distintas, utilizando dosagens de
drogas que se ajustem a tolerancia do paciente e apresentem eficadcia no combate ao
parasito, sem que haja grandes ocorréncias de efeitos adversos.

E conhecido também o efeito toxico que pode ocorrer em alguns casos de
tratamento, podendo levar a suspensdo temporéaria e até mesmo a interrupcdo da terapia.
A av00pOaliacdo da combinacdo de drogas em dosagem menor pode levar a um
indicativo para reformulacéo dos protocolos de tratamento em casos especificos, onde a
tolerancia do paciente aos medicamentos seja menor e onde a maior susceptibilidade do

parasito exigiria menores doses de medicamento.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a suscetibilidade de T. gondii isolado no Brasil & Sulfadiazina e a

Pirimetamina, em diferentes protocolos individuais e em associagdo, no tratamento de

camundongos infectados com cepas atipicas do parasito obtidas de humanos com

toxoplasmose congénita.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1: Avaliar in vivo a suscetibilidade de cepas de T. gondii a diferentes doses de

Sulfadiazina.

3.2.2: Avaliar in vivo a suscetibilidade de cepas de T. gondii a diferentes doses de

Pirimetamina.

3.2.3: Avaliar in vivo a suscetibilidade de cepas de T. gondii & uma associacao de

baixas dosagens de Pirimetamina e Sulfadiazina.
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4. METODOLOGIA

4.1. ANIMAIS

Para realizagdo deste trabalho, foram utilizados camundongos Swiss fémeas,
com idade entre quatro e seis semanas de vida e peso médio em torno de 25 gramas.
Todos os animais foram obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) da UFMG. Para
infeccdo experimental com cada uma das sete cepas de T. gondii, camundongos foram
divididos em dez grupos, contendo sete ou oito animais cada. Todos os procedimentos
realizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da UFMG, certificado pelo protocolo 257/2012 (Anexo).

4.2. PARASITOS

Foram avaliadas sete cepas, isoladas de pacientes humanos recém nascidos com
toxoplasmose congénita, genotipicamente caracterizadas como atipicas e classificadas
como virulentas para camundongos, denominadas TgCTBrl1 (#206), TgCTBr4 (#108),
TgCTBr9 (#11), TgCTBr13 (#208), TgCTBr17 (#108), TgCTBr23 (#41) e TgCTBr25
(#206) (Carneiro et al, 2013). Os nimeros entre parénteses correspondem ao genoétipo
de cada cepa segundo o banco de dados Toxo DB (http://toxodb.org/toxo/), sendo o
genotipo #11 correspondente ao clonal brasileiro Brll, os genétipos #41 e #108
correspondentes a genoOtipos previamente isolados e 0s genotipos #206 e #208
correspondentes a novos genotipos nunca descritos anteriormente. No quadro 1
(adaptado de Carneiro et al, 2013) encontram-se informacgdes sobre cada uma das sete

cepas utilizadas neste trabalho, segundo Carneiro et al (2013).
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Quadro 01. Genétipos de cepas de Toxoplasma gondii utilizados neste estudo, com a mesorregido de origem do isolamento, apresentacdo clinica no recém nascido e

viruléncia em camundongos (adaptado de Carneiro et al, 2013).

MESORREGIAO DE LESAO DEFICIT CALCIFICAGCOES
CEPA VIRULENCIA GENOTIPO
MINAS GERAIS OFTALMOLOGICA AUDITIVO CEREBRAIS

TgCTBr 01 Zona da Mata RC - Virulenta #206
TgCTBr 04 Central Mineira RAC - Virulenta #108
TgCTBr 09 Vale do Rio Doce RAC NR Virulenta #11 (Brll)
TgCTBr 13 Sul/ Sudoeste de Minas SL NR Virulenta #208
TgCTBr 17 Zona da Mata RAC NR Virulenta #108
TgCTBr 23 Norte de Minas RAC + Virulenta #41
TgCTBr 25 Zona da Mata RAC NR Virulenta #206

SL —sem lesdo oftamolégica, RC - com leséo cicatrizada na retina, RAC - retinocoroidite com lesdo ativa e cicatrizada, +: presente; -: ausente; NR: ndo realizado
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4.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Taquizoitos das cepas anteriormente citadas (quadro 1), mantidas
criopreservadas em solucdo tampdo fosfato PBS pH 7,2 estéril com 10% de
dimetilsulfoxido (DMSO), foram descongeladas e, apds lavagem por centrifugacao,
inoculadas via intraperitoneal (IP) em dois ou trés camundongos. Partiu-se do material
criopreservado com o objetivo de utilizar parasitos que tivessem apresentado menor
namero de passagens por animais, tendo portanto menor contato prévio com as drogas
utilizadas para o tratamento dos grupos experimentais. Os camundongos foram
acompanhados até que ocorresse a morte, caso no qual foi feita a lavagem do peritdnio,
para pesquisa de taquizoitos, e pesquisa de cistos cerebrais, com subsequente passagem
do material infectante para um novo animal, ou até que ocorresse cronificacdo da
doenca para a obtencao de cistos cerebrais suficientes para realizagdo do experimento.

Cerca de 30 dias ap6s a infeccdo (dpi) e confirmacdo soroldgica através de
ELISA, os animais foram sacrificados para retirada do cérebro. O cérebro foi macerado
a seco, seguido da adicdo de 1ml de PBS, formando uma suspensdo a partir da qual
foram preparadas 2 laminulas contendo 10 microlitros cada. As duas laminulas foram
visualizadas em microscopio éptico para contagem do nimero de cistos teciduais.

Os cistos obtidos foram entdo inoculados em cinco a sete camundongos, cada
um recebendo de 250 a 500 cistos através de indculo via IP. Apo6s 5 a 7 dias, 0s animais
infectados foram sacrificados e feita a lavagem do peritdbneo para obtencdo dos
taquizoitos. O lavado peritoneal foi centrifugado a 1500g durante 15 minutos e o
sobrenadante descartado. O sedimento, com o0s parasitos, foi entdo ressuspendido em
2ml de PBS e filtrado em membrana de policarbonato (Millipore) com porosidade de

3um (Ferreira et al., 2001). Os taquizoitos presentes no filtrado foram contados em
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camara hematocitémetrica, e diluidos para a concentracio de 10 taquizoitos/200ul em
PBS. Cada isolado foi inoculado pela via IP, 200 microlitros por camundongo, de

acordo com 0s grupos experimentais descritos a seguir.

4.4. PREPARO DOS MEDICAMENTOS

As suspensdes de Sulfadiazina (Laboratorio Catarinense, Brasil) e Pirimetamina
(Daraprim, FQM) foram preparadas em carboximetilcelulose 0,25% dissolvida em agua
destilada (Khan et al, 1997; Alves & Vitor, 2005) da seguinte forma:

Os comprimidos (500mg de sulfadiazina e 25mg de pirimetamina) foram
macerados e dissolvidos em carboximetilcelulose 0,25%, de forma a se obter a maior
concentracdo utilizada nos experimentos (640mg/kg para Sulfadiazina e 200mg/kg para
Pirimetamina, respectivamente). A partir dessas concentracdes, foram preparadas
diluicdes seriadas na proporcéo 1:4. O volume administrado diariamente por via oral foi
de 100 microlitros, com utilizacdo de sonda de alimentacao.

Para preparo da suspensao combinada de SDZ + PM, foi feita uma mistura 1:1
das suspensdes de concentracdo 40mg/kg (SDZ) e 12,5mg/kg (PM) e posteriormente
uma diluicdo 1:2, obtendo-se dessa maneira as concentra¢fes necessarias sem que haja

necessidade de aumento do volume inoculado.

4.5. GRUPOS EXPERIMENTAIS

ApoOs 48 horas do inicio da infeccdo, para minimizar a possibilidade de

eliminacédo total dos parasitos antes do pleno estabelecimento da infec¢do, os animais
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foram tratados, por via oral, uma vez por dia (Djurkovic-Djakovic et al, 1999; Alves &

Vitor, 2005), da seguinte forma:

Grupo Controle: Animais infectados, tratados apenas com o diluente dos

medicamentos.

Grupo SDZ10: Animais infectados, tratados com
concentracdo de 10mg/kg por dia.

Grupo SDZ40: Animais infectados, tratados com
concentracdo de 40mg/kg por dia.

Grupo SDZ160: Animais infectados, tratados com
concentracdo de 160mg/kg por dia.

Grupo SDZ640: Animais infectados, tratados com
concentracdo de 640mg/kg por dia.

Grupo PM3: Animais infectados, tratados com
concentragdo de 3,13mg/kg por dia.

Grupo PM12: Animais infectados, tratados com
concentragdo de 12,5mg/kg por dia.

Grupo PM50: Animais infectados, tratados com
concentracdo de 50mg/kg por dia.

Grupo PM200: Animais infectados, tratados com

concentragdo de 200mg/kg por dia.

Sulfadiazina,

Sulfadiazina,

Sulfadiazina,

Sulfadiazina,

Pirimetamina,

Pirimetamina,

Pirimetamina,

Pirimetamina,

uma

uma

uma

uma

uma

uma

uma

uma

Grupo SDZ + PM: Animais tratados simultaneamente com Sulfadiazina e

Pirimetamina, a uma concentracdo de 10mg/kg + 3,13 mg/kg por dia, respectivamente.
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O tratamento foi iniciado no 2° dpi, e teve curso continuo de 10 dias, sendo
interrompido no 12° dpi. Os grupos foram acompanhados até o 30° dpi, com a
mortalidade sendo registrada diariamente durante este periodo.

A escolha das dosagens e tempo de tratamento utilizados no experimento
baseou-se em relatos da literatura, bem como no objetivo de se testar um espectro amplo
de tratamento, visando uma melhor comparacdo dos resultados (Derouin et al, 1992;
Khan et al, 1997; Alves & Vitor, 2005; Meneceur, et al 2008). Em um experimento
prévio, camundongos ndo infectados foram tratados com as dosagens dos medicamentos

descritos anteriormente com o objetivo de avaliar a toxicidade dos mesmos.

4.6. ACOMPANHAMENTO DOS CAMUNDONGOS

Durante 30 dpi, os animais foram acompanhados e tiveram a mortalidade
registrada diariamente para anélise de sobrevida. Ao final deste periodo, os animais
sobreviventes foram avaliados para a eficacia dos esquemas terapéuticos, segundo
critérios estabelecidos previamente (Alves & Vitor, 2005). Todos 0s sobreviventes
tiveram o sangue coletado para realizacdo de exame soroldgico confirmatério para
toxoplasmose (ELISA), sendo posteriormente sacrificados por deslocamento cervical e
submetidos a pesquisa de cistos cerebrais. Nos animais cuja pesquisa de cistos
apresentou resultados negativos, foi realizado bioensaio, através do indculo
intraperitoneal do macerado cerebral em um novo camundongo saudavel, que foi
acompanhado durante 30 dias e, posteriormente, submetido a analise sorologica e

pesquisa de cistos no cérebro.

4.6.1. ELISA
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A pesquisa de anticorpos 1gG através de ELISA foi realizada segundo o
protocolo descrito a seguir, de acordo com Brandao et al. (2009).

Microplacas de poliestireno, contendo 96 wells foram sensibilizadas com
antigeno obtido de taquizoitos da cepa RH do T. gondii sonicados, apds sua diluicdo em
tampé&o carbonato pH 9,6 a uma concentra¢do de 5ug/ml. Um volume de 100ul deste
antigeno foi colocado em cada orificio das placas, que foram incubadas por 18h a 4°C.
Ap0s este periodo, as placas foram lavadas quatro vezes com solucéo de lavagem (NaCl

9g/L, Tween 20 0,05% em agua destilada).

Em seguida, as placas foram bloqueadas utilizando solucdo de Caseina 0,25%
(em PBS Tween 20 a 0,05% - PBS-T) durante 30 minutos. Apos isso, as placas foram
lavadas duas vezes utilizando solugdo de lavagem e foram adicionados 100ul de eluato
de sangue em papel filtro, coletado pela cauda dos animais. Um picote de 0,5 mm de
papel filtro com sangue seco foi eluido overnight em 0,5 ml de PBS a 4° C, resultando
em uma diluicdo de aproximadamente 1:100. Foram incluidos em cada placa dois
eluatos controle positivos e seis eluatos negativos, previamente testados pela reacéo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). As placas foram incubadas a 37°C durante 45

minutos.

Transcorrido este periodo, as placas foram lavadas novamente quatro vezes, com
solugdo de lavagem. Em seguida, 100ul do conjugado anti-lgG de camundongo,
marcado com peroxidase (Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo, USA) e diluido 1:5000
em PBS-T foram adicionados por orificio e incubados a 37°C por 45 minutos.
Novamente, foram feitas quatro lavagens, adicionando-se em seguida, 100ul do
substrato enzimatico por orificio. O substrato é constituido por agua oxigenada a 0,03%

e 2 mg de OPD (orthophenylenediamine), diluidos em 10 ml de tampé&o citrato-fosfato

21



pH 5,0 (Na;HPO,, 3,69/500 ml; &cido citrico, 2,69/500ml em agua destilada). Apos a
adicdo do substrato, as placas foram incubadas por 20 minutos em camara escura a
37°C. A reacdo enzimatica foi interrompida adicionando-se 30ul de &cido sulfurico
(H2SO,4) 4N por orificio, e a densidade ética determinada para cada orificio das placas
em leitor de ELISA (BIORAD modelo 3550) com filtro de 490 nm. Amostras com
valores em absorbancia maiores que o cut off foram consideradas positivas. O cut off foi

calculado pela média de absorbancia de seis animais negativos mais trés desvios-padrao.

4.6.2. PESQUISA DE CISTOS

Depois de decorrido o periodo de 30 dpi e realizacdo da pesquisa de anticorpos
IgG por ELISA, os animais sobreviventes foram sacrificados por deslocamento cervical
para retirada do cérebro. O cérebro foi dividido em duas metades, sendo o hemisfério
direito macerado a seco e depois adicionado 0,5ml de PBS pH 7,2 estéril, formando
uma suspensdo a partir da qual foram preparadas 2 laminulas contendo 10 microlitros
cada. As duas laminulas foram visualizadas em microscopio Optico para contagem do
namero de cistos teciduais, sendo considerada a média da contagem obtida nas duas
laminulas. O hemisfério esquerdo do cérebro foi congelado e estocado para realizacéo

de experimentos futuros.

4.6.3. BIOENSAIO

Em caso de resultado negativo na pesquisa de cistos, a suspensdo de cérebro era
homogeneizada novamente e subinoculada pela via IP em um novo camundongo Swiss
saudavel, que era acompanhado por um periodo de 30 dias. Em caso de morte

decorrente de sintomas compativeis com toxoplasmose, o resultado do bioensaio foi
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considerado positivo. Em caso de animais sobreviventes, estes eram sacrificados no 30°
dia e submetidos a teste soroldgico (ELISA) e pesquisa de cistos cerebrais de acordo

com as metodologias ja citadas para confirmacdo de resultado negativo no bioensaio.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

A andlise de sobrevivéncia e construcdo das curvas de sobrevivéncia foi
realizada através do teste de log-rank (Mantel-Cox). Diferencas no nimero de cistos
cerebrais foram avaliadas utilizando analises ndo paramétricas com o teste de Kruskal-
Wallis pareado com Dunns. Os resultados foram considerados significativos quando os
valores de p encontrados foram inferiores a 0,05 (p < 0,05). Todos os procedimentos
relacionados a construgdo das curvas e analises estatisticas foram realizados utilizando o

software GraphPadPrism verséo 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO DA TOXICIDADE DE DIFERENTES DOSAGENS DE

SULFADIAZINA E PIRIMETAMINA PARA CAMUNDONGOS

Os animais utilizados para avaliacdo da toxicidade das diferentes dosagens de
Sulfadiazina apresentaram 100% de sobrevivéncia para todos 0s grupos, comprovando a
seguranca de uso das dosagens selecionadas por ndo terem causado a morte de animais
saudaveis. Para a Pirimetamina, os grupos submetidos a tratamento com dosagens de
3,13, 12,5 e 50 mg apresentaram 100% de sobrevivéncia. No entanto, a dosagem de
200mg de Pirimetamina mostrou-se letal para todos os camundongos no 1° dia de
tratamento. Camundongos tratados com a combinacdo de SDZ + PM apresentaram
100% de sobrevivéncia, mostrando-se viavel para utilizagéo nos experimentos.

Devido a alta letalidade da dosagem diaria de 200mg de Pirimetamina, optou-se
pela ndo utilizacdo desta dosagem para o0 tratamento de camundongos
experimentalmente infectados com T. gondii, diminuindo o total de grupos

experimentais de dez para nove.
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5.2. TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS INFECTADOS COM A CEPA
TgCTBr 1 (#206) UTILIZANDO SULFADIAZINA E PIRIMETAMINA,

ISOLADAMENTE E EM ASSOCIACAO

As porcentagens de sobrevivéncia dos camundongos infectados com a cepa
TgCTBr 1 e submetidos a diferentes tratamentos com Sulfadiazina e Pirimetamina
foram representadas na figura 1. Todos os animais do grupo controle ndo tratado
morreram até o 8° dia de infeccao.

Os grupos de animais tratados com diferentes dosagens de Sulfadiazina
apresentaram diferencas significativas nas taxas de sobrevivéncia no 30° dpi, sendo que
apenas o grupo SDZ10 ndo mostrou diferenca estatistica quando comparado ao grupo
controle ndo tratado. Quando comparados entre si, o grupo SDZ10, que apresentou 0%
de sobrevivéncia, foi significativamente diferente dos grupos SDZ160 e SDZ640, que
apresentaram, respectivamente, 75% e 62,5% de sobrevivéncia, evidenciando que as
dosagens maiores de Sulfadiazina foram efetivas em impedir a mortalidade da maior
parte dos animais. Por sua vez, o grupo SDZ40 (12,5% de sobrevivéncia) também
apresentou diferencas significativas em relacdo aos grupos SDZ160 e SDZ640,
reforcando a observacdo de que as dosagens mais baixas sdo menos eficientes em
prolongar a sobrevivéncia dos camundongos. Com relacdo as dosagens mais altas, ndo
houve diferenca estatistica entre os grupos SDZ160 e SDZ640.

Para os animais tratados com Pirimetamina, houve diferenca significativa entre o
grupo controle ndo tratado e todos os grupos tratados, inclusive PM3, que, embora tenha
atingido 100% de mortalidade, apresentou uma sobrevida maior em relagdo ao grupo

controle. O grupo PM50, Unico a atingir 100% de sobrevivéncia, apresentou resultados
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significativos quando comparado com PM3, embora 0 mesmo ndo tenha ocorrido
quando comparado com PM12 (75% de sobrevivéncia).

E importante ressaltar que, embora as dosagens administradas aos grupos SDZ10
e PM3 ndo tenham sido eficazes em prevenir a mortalidade, o grupo SDZ + PM atingiu
87,5% de sobrevivéncia, sugerindo que, ao serem associadas, as duas drogas adquirem
um efeito sinérgico que garante maior eficcia no combate ao parasito.

Todos os camundongos sobreviventes apresentaram sorologia positiva para T.
gondii apos a realizagdo de ELISA, comprovando o sucesso da infec¢do experimental.

Em relacdo a andlise de cistos, 25 dos 32 camundongos sobreviventes
apresentavam cistos cerebrais. N&o foi possivel realizar analise estatistica do nimero de
cistos cerebrais, devido ao tamanho reduzido da amostra (poucos camundongos
sobreviventes) e também ao alto desvio padrdo encontrado (Tabela 1).

O bioensaio foi realizado para um total de sete amostras, sendo os resultados
representados na Tabela 2. Todos os sete animais apresentaram resultado negativo,

indicando a auséncia de parasitos no cérebro dos camundongos inicialmente tratados.
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Figura 1: Porcentagem de sobrevivéncia acumulativa de camundongos Swiss, inoculados pela via intraperitoneal com
10 taquizoitos da cepa TgCTBr 1 de Toxoplasma gondii e tratados pela via oral, 48 horas ap6s a infeccéo, durante 10 dias
com diferentes dosagens de Sulfadiazina (SDZ) e Pirimetamina (PM), isoladas e em associagéo, e acompanhados até o 30° dpi.



Tabela 1: Sobrevivéncia e numero médio de cistos cerebrais em camundongos inoculados
com 10* taquizoitos da cepa TgCTBr 1 de Toxoplasma gondii e tratados com diferentes
dosagens de Sulfadiazina (SDZ) e Pirimetamina (PM), 48 horas apés a infeccdo, durante
10 dias e acompanhados durante 30 dias.

CEPA TgCTBr 1 (geno6tipo #206)

Medicamentos Sobreviventes/ Total Média + desvio padrdo do
N° de cistos
Controle ndo tratado 0/8 -
SDZ10 0/8 -
SDZ40 1/8 12.100
SDZ160 6/8 3.000 + 955
SDZ640 5/8 840 + 594,1
PM3 0/8 -
PM12 6/8 423,3 +373,2
PM50 717 342,9 + 907,1
SDZ 10 +PM 3 718 671,4 + 607,5
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Tabela 2: Presenca de cistos cerebrais e resultado soroldgico de camundongos
subinoculados via i.p. com cérebros de camundongos previamente infectados com a
cepa TgCTBr 1 de Toxoplasma gondii e acompanhados durante 30 dias (bioensaio).

CEPA TgCTBr1 (gendtipo #206) — BIOENSAIO

TOTAL DE
MEDICAMENTOS BIOENSAIOS CISTOS CEREBRAIS ELISA
Positivos/Negativos Sobreviventes/Positivos
PM50 6 0/6 6/0
SDZ10 + PM3 1 0/1 1/0
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5.3. TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS INFECTADOS COM A CEPA
TgCTBr 25 (#206) UTILIZANDO SULFADIAZINA E PIRIMETAMINA,

ISOLADAMENTE E EM ASSOCIACAO

As porcentagens de sobrevivéncia dos camundongos infectados com a cepa
TgCTBr 25 e submetidos a diferentes tratamentos com Sulfadiazina e Pirimetamina
foram representadas na figura 2.

Na analise dos resultados obtidos para o tratamento de camundongos infectados
com taquizoitos da cepa TgCTBr 25, houve diferenca significativa entre o grupo
controle ndo tratado e todos os demais grupos experimentais, evidenciando a
importancia do tratamento em cepas virulentas, mesmo que em dosagens reduzidas.
Todos os animais do grupo controle, ndo tratado, morreram até o 11° dia de infec¢éo.

A mortalidade nos grupos SDZ10, SDZ160 e SDZ640, por sua vez, ndo
apresentaram quaisquer diferencas significativas entre si. O grupo SDZ40, por sua vez,
foi o Unico tratado com SDZ a apresentar 100% de sobrevivéncia e, embora essa
diferenca tenha sido significativa do ponto de vista estatistico, 0s resultados mostram
perfis similares para todos os grupos de tratamento com SDZ.

Observando os grupos tratados com Pirimetamina, foi possivel determinar que,
mesmo na menor dosagem utilizada (PM3), a droga foi eficaz no combate a fase aguda
da doenca, evidenciado pela taxa de 100% de sobrevivéncia obtida em todos os grupos
analisados (as curvas encontram-se sobrepostas no grafico), ndo havendo, portanto,
diferenca significativa entre os diferentes grupos tratados com Pirimetamina.

A mortalidade no grupo SDZ + PM, em vista dos resultados j& descritos, ndo foi
significativamente diferente do grupo PM3, mas foi diferente tanto do grupo controle

quanto do grupo SDZ10.
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Todos os camundongos sobreviventes apresentaram sorologia positiva para T.
gondii apo6s a realizacao de ELISA, comprovando o sucesso da infeccdo experimental.

Em relacdo a analise de cistos cerebrais, 50 dos 52 camundongos sobreviventes
apresentavam cistos cerebrais. Nao foi encontrada diferenca significativa no numero de
cistos cerebrais entre os diversos grupos comparados, embora o alto desvio padrdo das
amostras limite a eficiéncia da analise (Tabela 3).

Quanto ao bioensaio, foi realizado para apenas dois animais do grupo PM50,
sendo os resultados representados na Tabela 4. Ambos animais apresentaram resultado
negativo, indicando a auséncia de parasitos no cérebro dos camundongos inicialmente

tratados.
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Figura 2: Porcentagem de sobrevivéncia acumulativa de camundongos Swiss, inoculados pela via intraperitoneal, com
10* taquizoitos da cepa TgCTBr 25 de Toxoplasma gondii e tratados pela via oral, 48 horas ap6s a infeccdo, durante 10 dias
com diferentes dosagens de Sulfadiazina (SDZ) e Pirimetamina (PM), isoladas e em associacao, e acompanhados até o 30° dpi.
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Tabela 3: Sobrevivéncia e nimero medio de cistos cerebrais de camundongos inoculados
com 10* taquizoitos da cepa TgCTBr 25 de Toxoplasma gondii e tratados com diferentes
dosagens de Sulfadiazina (SDZ) e Pirimetamina (PM), 48 horas apés a infeccdo, durante
10 dias e acompanhados durante 30 dias.

CEPA TgCTBr 25 (gendtipo #206)

Medicamentos Sobreviventes/Total Média + desvio padréo do
N° de cistos
Controle n&o tratado 0/8 -

SDz10 3/8 5.200 + 4.660
SDZz40 8/8 1.113+795,4
SDZ160 6/8 1.417 +913,1
SDZ640 4/8 375 + 95,74
PM3 8/8 714,3 +501,4
PM12 8/8 1.066 + 1.926
PM50 8/8 82,5 + 64,53
SDZ10 + PM3 7/8 408,6 + 221,8
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Tabela 4: Presenca de cistos cerebrais e resultado sorolégico de camundongos
subinoculados via i.p. com cérebros de camundongos previamente infectados com a
cepa TgCTBr 25 de Toxoplasma gondii e acompanhados durante 30 dias (bioensaio).

CEPA TgCTBr 25 (genotipo #206) — BIOENSAIO

TOTAL DE
MEDICAMENTOS BIOENSAIOS CISTOS CEREBRAIS ELISA
Positivos/Negativos Sobreviventes/Positivos
PM50 2 0/2 2/0
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5.4. TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS INFECTADOS COM A CEPA
TgCTBr 4 (#108) UTILIZANDO SULFADIAZINA E PIRIMETAMINA,

ISOLADAMENTE E EM ASSOCIACAO

As porcentagens de sobrevivéncia dos camundongos infectados com a cepa
TgCTBr 4 e submetidos a diferentes tratamentos com Sulfadiazina e Pirimetamina
foram representadas na figura 3. Todos os animais do grupo controle, ndo tratado,
morreram até o 14°dia de infeccéo.

Em relacdo aos animais infectados e tratados com diferentes dosagens de
Sulfadiazina, a taxa de mortalidade alcancou 100% em todos os grupos, com diferencas
sendo observadas apenas na sobrevida conferida por cada uma das dosagens (Figura 3).

Em relacdo aos animais tratados com diferentes doses de PM, a dindmica
observada foi bastante semelhante, sendo observadas diferencas estatisticas
significativas entre 0s grupos apesar da baixa taxa de sobrevivéncia observada (Figura
3). Mais uma vez, como foi observado em outras cepas, a associacdo das menores
dosagens de SDZ e PM conferiu uma sobrevida significativamente maior quando
comparada com as dosagens isoladamente.

Todos os camundongos sobreviventes apresentaram sorologia positiva para T.
gondii apo6s a realizacdo de ELISA, comprovando o sucesso da infec¢do experimental.
Dos seis animais sobreviventes, apenas um apresentou cistos cerebrais. N&o foi possivel
analisar estatisticamente o niUmero médio de cistos cerebrais devido ao baixo numero de

camundongos sobreviventes (Tabela 5).
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O bioensaio foi realizado em cinco dos seis animais sobreviventes, devido a
auséncia de cistos teciduais no cerebro. Os resultados encontrados foram apresentados

na  Tabela 6. Todos 0S cinco bioensaios foram negativos.
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Figura 3: Porcentagem de sobrevivéncia acumulativa de camundongos Swiss, inoculados pela via intraperitoneal, com
10* taquizoitos da cepa TgCTBr 4 de Toxoplasma gondii e tratados pela via oral, 48 horas ap6s a infecgdo, durante 10 dias com
diferentes dosagens de Sulfadiazina (SDZ) e Pirimetamina (PM), isoladas e em associac¢do, e acompanhados até o 30° dpi.



Tabela 5: Sobrevivéncia e nimero medio de cistos cerebrais de camundongos inoculados
com 10" taquizoitos da cepa TgCTBr 4 de Toxoplasma gondii e tratados com diferentes
dosagens de Sulfadiazina (SDZ) e Pirimetamina (PM), 48 horas apés a infeccdo, durante
10 dias e acompanhados durante 30 dias.

CEPA TgCTBr 4 (genotipo #108)

Medicamentos Sobreviventes/ Total Média + desvio padréo do
N° de cistos
Controle néo tratado 0/8 -
SDz10 0/8 -
SDZz40 0/8 -
SDZ160 0/8 -
SDZ640 0/8 -
PM3 0/8 -
PM12 1/8 800

PM 50 417 0
SDZ10 + PM3 1/8 0
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Tabela 6: Presenca de cistos cerebrais e resultado soroldgico de camundongos
subinoculados via i.p. com cérebros de camundongos previamente infectados com a
cepa TgCTBr 4 de Toxoplasma gondii e acompanhados durante 30 dias (bioensaio).

CEPA TgCTBr4 (gendtipo #108) — BIOENSAIO

TOTAL DE
MEDICAMENTOS BIOENSAIOS CISTOS CEREBRAIS ELISA
Positivos/Negativos Sobreviventes/Positivos
PM50 4 0/4 4/0
SDZ10 + PM3 1 0/1 1/0
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5.5. TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS INFECTADOS COM A CEPA
TgCTBr 17 (#108) UTILIZANDO SULFADIAZINA E PIRIMETAMINA,

ISOLADAMENTE E EM ASSOCIACAO

As porcentagens de sobrevivéncia dos camundongos infectados com a cepa
TgCTBr 17 e submetidos a diferentes tratamentos com Sulfadiazina e Pirimetamina
foram representadas na figura 4. Todos os animais do grupo controle ndo tratado
morreram até o 12° dia de infec¢cdo. Todos 0s animais tratados apresentaram sobrevida
e/ou sobrevivéncia significativamente maiores quando comparados ao grupo controle.

O grupo SDZ10, cuja mortalidade chegou a 100% no 19° dpi, foi
estatisticamente diferente de todos os outros grupos tratados com SDZ, assim como
aconteceu com o grupo SDZ40 e os demais grupos. No entanto, os grupos SDZ160 e
SDZ640 ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados.

Todos os grupos tratados com Pirimetamina apresentaram diferencas estatisticas
qguando comparados entre si, sendo possivel observar diferencas tanto nas taxas de
sobrevivéncia (0% para PM3, 25% para PM12 e 75% para PM50) guanto na dinamica
das mortes, que ocorreram de forma concentrada no 30° dia em PM50 e de maneira
mais distribuida em PM3, com mortes ocorrendo em sete dias diferentes.

Mais uma vez, o grupo SDZ + PM manteve a tendéncia observada em cepas
anteriores, aumentando a sobrevida e conferindo maior sobrevivéncia quando
comparado com SDZ10 e PM3 isoladamente.

Todos os camundongos sobreviventes apresentaram sorologia positiva para T.
gondii apés a realizacdo de ELISA, comprovando o sucesso da infeccdo experimental,
exceto um animal pertencente ao grupo SDZ 640. Dos 12 animais sobreviventes, seis

apresentaram cistos cerebrais. Entretanto ndo foi possivel analisar estatisticamente 0s
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dados obtidos devido ao baixo numero de camundongos sobreviventes. (Tabela 7). O
bioensaio foi realizado para seis animais, obtendo resultado negativo em todos (Tabela

8).
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Figura 4: Porcentagem de sobrevivéncia acumulativa de camundongos Swiss, inoculados pela via intraperitoneal, com
10" taquizoitos da cepa TgCTBr 17 de Toxoplasma gondii e tratados pela via oral, 48 horas ap6s a infeccdo, durante 10 dias
com diferentes dosagens de Sulfadiazina (SDZ) e Pirimetamina (PM), isoladas e em associacdo, e acompanhados até o 30° dpi.
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Tabela 7: Sobrevivéncia e nUmero médio de cistos cerebrais de camundongos inoculados
com 10* taquizoitos da cepa TgCTBr 17 de Toxoplasma gondii e tratados com diferentes
dosagens de Sulfadiazina (SDZ) e Pirimetamina (PM), 48 horas apds a infec¢do, durante 10
dias e acompanhados durante 30 dias.

CEPA TgCTBr 17 (gendtipo #108)

Medicamentos Sobreviventes/ Total Média + desvio padréo do
N° de cistos
Controle n&o tratado 0/8 -
SDZ10 0/8 -
SDZ40 0/8 -
SDZ160 0/8 -
SDZ640 1/8 0
PM3 0/8 -
PM12 2/8 300 +141,4
PM50 6/8 33,33 +81,65
SDZ10 + PM3 3/8 5.200 + 7.795
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Tabela 8: Presenca de cistos cerebrais e resultado sorologico de camundongos
subinoculados via i.p. com cérebros de camundongos previamente infectados com a cepa
TgCTBr 17 de Toxoplasma gondii e acompanhados durante 30 dias (bioensaio).

CEPA TgCTBr 17 (genotipo #108) — BIOENSAIO

TOTAL DE
MEDICAMENTOS BIOENSAIOS CISTOS CEREBRAIS ELISA
Positivos/Negativos Sobreviventes/Positivos
SDZ640 1 0/1 1/0
PM50 5 0/5 5/0
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5.6. TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS INFECTADOS COM A CEPA
TgCTBr 9 (#BR 11) UTILIZANDO SULFADIAZINA E PIRIMETAMINA,

ISOLADAMENTE E EM ASSOCIACAO

As porcentagens de sobrevivéncia dos camundongos infectados com a cepa
TgCTBr 9 e submetidos a diferentes tratamentos com Sulfadiazina e Pirimetamina
foram representadas na figura 5. Todos os animais do grupo controle ndo tratado
morreram até o 10° dia de infeccéo.

Com excecdo do grupo controle, que atingiu 100% de mortalidade no 10° dpi, e
do grupo SDZ 10, que atingiu 0 30° dpi com uma taxa de sobrevivéncia de 87,5%, todos
0S grupos restantes apresentaram 100% de sobrevivéncia e foram representados por
curvas sobrepostas na figura 5. Embora o grupo controle tenha sido significativamente
diferente de todos os grupos tratados, ndo foram encontradas diferencas significativas
em nenhum outro grupo quando comparados entre si, sugerindo que a cepa TgCTBr 9
pode apresentar um perfil de maior susceptibilidade a acdo, tanto da Sulfadiazina quanto
da Pirimetamina, especialmente quando comparada as outras cepas.

Todos os camundongos sobreviventes apresentaram sorologia positiva para T.
gondii apds a realizacdo de ELISA, comprovando o sucesso da infeccdo experimental,
exceto um animal pertencente ao grupo PM3. Dos 63 animais sobreviventes, 33
apresentaram cistos cerebrais.

N&o foram observadas diferencas significativas no nimero de cistos cerebrais
entre os grupos de animais tratados com Sulfadiazina (Tabela 9). No entanto, a situagédo
se altera quando foram comparados 0s grupos tratados com Pirimetamina, ja que o
numero de cistos cerebrais em camundongos tratados com PM3 foi significativamente

maior que PM50 (Tabela 9). Também foram observadas diferencgas significativas entre
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0s grupos SDZ 10 e PM3 quando comparados ao grupo SDZ + PM, especialmente pelo
fato de ndo terem sido encontrados cistos teciduais nesse grupo.

No bioensaio (tabela 10), foi observado que, dos oito animais do grupo SDZ +
PM em que foi realizado, sete apresentaram resultados negativos, isto €, auséncia de
cistos cerebrais e de anticorpos anti-T.gondii. O oitavo animal usado no bioensaio
morreu durante os 30 dias de acompanhamento por infeccdo pelo T. gondii. Cabe
ressaltar, que a capacidade de identificar cistos cerebrais utilizando a metodologia
descrita neste trabalho como PESQUISA DE CISTOS é de, no minimo, 50 cistos em
todo o cérebro. Camundongos infectados e tratados, em que o numero de cistos
cerebrais € menor que 50, somente serdo identificados como parasitados pelo bioensaio.

Resultados semelhantes foram observados para todos o0s outros esquemas
terapéuticos em camundongos infectados com a cepa TgCTBr 9, indicando que a
auséncia de cistos observada pelo exame microscopico foi, em parte, confirmada pelos
resultados de bioensaio. O bioensaio, portanto, mostrou que diversos animais infectados
e tratados podem ter apresentado baixo nimero de cistos teciduais, especialmente nos
grupos SDZ40, SDZ160 e PM12, em que todos os animais submetidos ao bioensaio

apresentaram resultado positivo, com morte do animal subinoculado.
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Figura 5: Porcentagem de sobrevivéncia acumulativa de camundongos Swiss, inoculados pela via intraperitoneal, com
10* taquizoitos da cepa TgCTBr 9 de Toxoplasma gondii e tratados pela via oral, 48 horas ap6s a infeccdo, durante 10 dias com
diferentes dosagens de Sulfadiazina (SDZ) e Pirimetamina (PM), isoladas e em associacao, e acompanhados até o 30° dpi.
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Tabela 9: Sobrevivéncia e numero médio de cistos cerebrais de camundongos inoculados
com 10* taquizoitos da cepa TgCTBr 9 de Toxoplasma gondii e tratados com diferentes
dosagens de Sulfadiazina (SDZ) e Pirimetamina (PM), 48 horas ap6s a infeccdo, durante 10
dias e acompanhados durante 30 dias.

CEPA TgCTBr 9 (genotipo Br 11)

Medicamentos Sobreviventes/ Total Média + desvio padréo do
N° de cistos
Controle néo tratado 0/8 -
SDz10 7/8 871,4 +8139
SDz40 8/8 57,5+72,85
SDZ160 8/8 47,5+ 53,39
SDZ640 8/8 187,5 + 229,5
PM3 8/8 631,3 + 647,5
PM12 8/8 50 + 53,45
PM50 8/8 0
SDZ10 + PM3 8/8 0
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Tabela 10: Presenca de cistos cerebrais e resultado soroldgico de camundongos
subinoculados via i.p. com cérebros de camundongos previamente infectados com a cepa
TgCTBr 9 de Toxoplasma gondii e acompanhados durante 30 dias (bioensaio).

CEPA TgCTBr 9 (geno6tipo #Br2) — BIOENSAIO

MEDICAMENTOS Gloa e DOC. CISTOS CEREBRAIS ELISA
Positivos/Negativos Sobreviventes/Positivos

SDz40 4 1/3 1/0

SDZ 160 4 0/4 0/0

SDZ 640 2 11 1/0

PM12 4 0/4 0/0

PMS50 8 2/6 6/0

SDZ10 + PM3 8 17 7/0
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5.7. TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS INFECTADOS COM A CEPA
TgCTBr 13 (#208) UTILIZANDO SULFADIAZINA E PIRIMETAMINA,

ISOLADAMENTE E EM ASSOCIACAO

As porcentagens de sobrevivéncia dos camundongos infectados com a cepa
TgCTBrl13 e submetidos a diferentes tratamentos com Sulfadiazina e Pirimetamina
foram representadas na figura 6. Os animais do grupo controle atingiram uma
sobrevivéncia superior a 15 dias pos infeccdo, fato que ndo ocorreu em nenhuma das
demais cepas trabalhadas. No entanto, essa sobrevivéncia foi ainda significativamente
menor quando comparada com todos 0s grupos submetidos a tratamento.

O grupo SDZ10 também apresentou sobrevivéncia significativamente menor
quando comparado com os demais grupos tratados com SDZ (40, 160 e 640). Os demais
grupos ndo apresentaram diferencas significativas entre si, indicando que o tratamento a
partir de 40mg/kg/dia conferiu sobrevida semelhante ao grupo SDZ640, apesar de ter
atingido menor sobrevivéncia (50% e 87,5%, respectivamente).

Para os animais tratados com Pirimetamina, o grupo PM3 obteve sobrevivéncia
significativamente menor quando comparado aos grupos PM12 e PM50, que por sua
vez ndo apresentaram diferenca significativa entre si.

Os resultados observados para os grupos tratados com medicacéo isoladamente
indicaram que dosagens baixas (40mg para SDZ e 12mg para PM) foram tdo eficazes
quanto dosagens altas (640mg para SDZ e 50mg para PM) em prolongar a vida dos
camundongos, indicando que o esquema terapéutico funciona de maneira satisfatoria
para animais infectados com TgCTBr 13. A associacdo SDZ + PM foi também
significativamente mais efetiva no tratamento quando comparado com as dosagens de

SDZ10 e PM3 isoladamente.
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Todos os camundongos sobreviventes apresentaram sorologia positiva para T.
gondii apés a realizacdo de ELISA, comprovando o sucesso da infeccdo experimental.
Em relacdo a analise de cistos, dos 38 animais sobreviventes, em 31 foi observado um
alto numero de cistos cerebrais, com excec¢do dos animais do grupo PM50. Nao foram
encontradas, entretanto, diferencas significativas estatisticamente entre 0 nimero médio
de cistos observados nos grupos (Tabela 11).

O bioensaio foi realizado para seis animais do grupo PM50 e um animal do
grupo SDZ10 + PM3, sendo os resultados representados na tabela 12. Apenas um
animal pertencente ao grupo PM50 ndo sobreviveu ao periodo de 30 dias, sendo o unico

com resultado positivo para o bioensaio.
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Figura 6: Porcentagem de sobrevivéncia acumulativa de camundongos Swiss, inoculados pela via intraperitoneal,
com 10" taquizoitos da cepa TgCTBr 13 de Toxoplasma gondii e tratados pela via oral, 48 horas apés a infeccdo, durante
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Tabela 11: Sobrevivéncia e nimero médio de cistos cerebrais de camundongos inoculados
com 10* taquizoitos da cepa TgCTBr 13 de Toxoplasma gondii e tratados com diferentes
dosagens de Sulfadiazina (SDZ) e Pirimetamina (PM), 48 horas apds a infec¢do, durante 10
dias e acompanhados durante 30 dias.

CEPA TgCTBr 13 (gendtipo #208)

Medicamentos Sobreviventes/ Total Média + desvio padrdo do
N° de cistos
Controle néo tratado 0/8
SDZ10 1/8 500
SDZ40 4/8 1.300 + 1.152
SDZ160 5/8 1.060 + 512,8
SDZ640 7/8 2.729 + 2.933
PM3 1/8 1.400
PM12 7/8 1.757 + 7345
PM50 717 28,57 + 75,59
SDZ10 + PM3 6/8 116,7 + 98,32
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Tabela 12: Presenca de cistos cerebrais e resultado soroldgico de camundongos
subinoculados via i.p. com cérebros de camundongos previamente infectados com a cepa
TgCTBr 13 de Toxoplasma gondii e acompanhados durante 30 dias (bioensaio).

CEPA TgCTBr 13 (genotipo #208) — BIOENSAIO

TOTAL DE
MEDICAMENTOS BIOENSAIOS CISTOS CEREBRAIS ELISA
Positivos/Negativos Sobreviventes/Positivos
PM50 6 1/5 5/0
SDZ10 + PM3 1 0/1 1/0
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5.8. TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS INFECTADOS COM A CEPA
TgCTBr 23 (#41) UTILIZANDO SULFADIAZINA E PIRIMETAMINA,

ISOLADAMENTE E EM ASSOCIACAO

As porcentagens de sobrevivéncia dos camundongos infectados com a cepa
TgCTBr 23 e submetidos a diferentes tratamentos com Sulfadiazina e Pirimetamina
foram representadas na figura 7. Todos os animais do grupo controle ndo tratado
morreram até o 12° dia de infeccéo.

Animais tratados com SDZ10 e SDZ40 apresentaram diferencas significativas,
tanto quando comparados entre si quanto quando comparados a SDZ160 e SDZ640,
embora SDZ40 e SDZ640 tenham atingido um mesmo percentual final de sobrevivéncia
(12,5%). SDZ160 e SDZ640, por sua vez ndo apresentaram diferencas significativas
entre si, apresentando curvas de sobrevivéncia com padrdo similar.

Nos grupos tratados com Pirimetamina, PM3 foi significativamente menos
eficaz quando comparado com PM12 e PM50, que ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, obtendo 50% de sobrevivéncia.

Quando foram observados os resultados de sobrevivéncia obtidos para SDZ10 e
PM3, foi possivel afirmar que estes foram significativamente diferentes quando
comparados ao grupo SDZ + PM, mais uma vez evidenciando que a associagéo entre as
drogas, mesmo em dosagens que isoladamente ndo apresentam alta eficacia, é capaz de
atingir resultados satisfatérios, comparaveis ou até mesmo melhores do que tratamentos
com altas dosagens das drogas isoladas.

Todos os camundongos sobreviventes apresentaram sorologia positiva para T.

gondii por ELISA. Em relagdo a compara¢do do numero médio de cistos cerebrais, ndo
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foi possivel afirmar que existem diferencas estatisticas entre os grupos, com 13 dos 17
animais sobreviventes apresentando cistos cerebrais (Tabela 13).
O bioensaio foi realizado apenas para quatro animais, sendo trés pertencentes ao

grupo PM50. Apenas um apresentou resultado positivo (Tabela 14).
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Figura 7: Porcentagem de sobrevivéncia acumulativa de camundongos Swiss, inoculados pela via intraperitoneal,
com 10* taquizoitos da cepa TgCTBr 23 de Toxoplasma gondii e tratados pela via oral, 48 horas ap6s a infeccdo, durante 10
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Tabela 13: Sobrevivéncia e nimero médio de cistos cerebrais de camundongos inoculados
com 10* taquizoitos da cepa TgCTBr 23 de Toxoplasma gondii e tratados com diferentes
dosagens de Sulfadiazina (SDZ) e Pirimetamina (PM), 48 horas ap6s a infeccdo, durante 10
dias e acompanhados durante 30 dias.

CEPA TgCTBr 23 (gendtipo #41)

Medicamentos Sobreviventes/ Total Média + desvio padrdo do
N° de cistos
Controle néo tratado 0/8 -
SDZ10 0/8 -
SDZ40 1/8 22.400
SDZ160 2/8 6.900 + 6.364
SDZ640 1/8 13.100
PM3 1/8 2.500
PM12 4/8 2.200 + 2.285
PM50 4/8 25+ 50
SDZ10 + PM3 4/8 2.250 + 2.501
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Tabela 14: Presenca de cistos cerebrais e resultado sorologico de camundongos
subinoculados via i.p. com cérebros de camundongos previamente infectados com a cepa
TgCTBr 23 de Toxoplasma gondii e acompanhados durante 30 dias (bioensaio).

CEPA TgCTBr 23 (gendtipo #41) — BIOENSAIO

TOTAL DE

MEDICAMENTOS BIOENSAIOS CISTOS CEREBRAIS ELISA
Positivos/Negativos Sobreviventes/Positivos
PM50 3 1/2 2/0
SDZ10 + PM3 1 0/1 1/0
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6. DISCUSSAO

A toxoplasmose € reconhecida atualmente como doenca de grande importancia
para grupos de individuos imunocomprometidos, como portadores de HIV e
transplantados. Nesses individuos, a toxoplasmose tem caracteristicas de infeccédo
oportunista, muitas vezes causando quadros graves de encefalite e levando até a morte
(Tenter et al, 2000).

A toxoplasmose congénita também é de grande importancia, especialmente na
Ameérica Latina, mais especificamente no Brasil, onde as infeccbes sdo
comprovadamente mais graves e apresentam sintomatologia e sequelas mais acentuadas
nos recém-nascidos (Vasconcelos-Santos et al, 2009). Essa sintomatologia mais
pronunciada ocorre por uma serie de fatores combinados, sendo destaques a auséncia de
programas de triagem eficientes, capazes de identificar 0 momento em que ocorre a
soroconversao materna e, a partir desse evento, buscar um tratamento que evite ou
diminua significativamente a chance de transmissdo do parasito para o feto, e também
devido a maior viruléncia que geralmente é observada nas cepas de T. gondii mais
comuns no Brasil (Gilbert et al, 2008; Carneiro et al, 2013).

O tratamento da toxoplasmose consiste basicamente na associacdo entre a
Sulfadiazina e a Pirimetamina (Petersen et al, 2007), duas drogas que, embora
apresentem bom desempenho no combate ao T. gondii durante a fase aguda da doenca,
ndo sdo capazes de levar a cura total, principalmente devido a incapacidade de
eliminacgdo dos cistos teciduais, caracteristicos da fase cronica da doenga. Além dessa
limitacdo, o tratamento com Sulfadiazina e Pirimetamina pode apresentar,

especialmente em periodos mais prolongados, efeitos colaterais intensos que podem
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indicar a interrupcdo do mesmo (Araujo et al, 1991), deixando poucas alternativas a
pacientes cujos casos demandam tratamentos recorrentes.

Especificamente em relacdo as cepas de T. gondii presentes no Brasil, a auséncia
de estudos que avaliem a eficacia do esquema terapéutico sobre essas cepas representa
um obstaculo no combate a toxoplasmose, ja que, como citado acima, 0S casos que
ocorrem no Brasil sdo comprovadamente mais graves do que os ocorridos na América
do Norte e na Europa, localidades nas quais ocorrem cepas de gendtipo clonal (em
contraste com as cepas brasileiras, predominantemente atipicas) e onde sao realizados a

grande maioria dos estudos quimioterapicos.

6.1. EFEITO DA SULFADIAZINA ISOLADAMENTE SOBRE

DIFERENTES CEPAS DE T. gondii, GENOTIPICAMENTE ATIPICAS

A utilizacdo da Sulfadiazina isoladamente como quimioterdpico para o
tratamento de toxoplasmose experimental em camundongos, causada por cepas
virulentas isoladas no Brasil, e classificadas como geneticamente atipicas, apresentou
eficacia variavel entre as sete cepas analisadas.

Das sete cepas, em apenas uma (TgCTBr 9) as dosagens mais baixas de
Sulfadiazina foram capazes de garantir alta sobrevivéncia aos camundongos. Nas
demais cepas estudadas, as dosagens de 10mg e 40mg apresentaram, de forma geral,
mortalidade acentuada, com pelo menos 50% dos animais ndo sobrevivendo ao curso de
30 dias do experimento. As dosagens de 160mg e 640mg apresentaram eficiéncia um
pouco mais elevada, obtendo maior sobrevivéncia de maneira geral. No entanto, mesmo
com as diferencas citadas nos indices de sobrevivéncia, as diferengas observadas foram,

em sua maioria, sutis, indicando que, embora a dosagem da droga tenha sido aumentada
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consideravelmente, o efeito da mesma ndo atinge, isoladamente, um desempenho
satisfatorio no tratamento da toxoplasmose. Khan et al (1997), j& haviam demonstrado
que, isoladamente, a Sulfadiazina ndo € totalmente eficiente para o tratamento da
toxoplasmose. Utilizando a cepa clonal RH (tipo 1), altamente virulenta, os autores
obtiveram uma taxa de sobrevivéncia de apenas 20%, utilizando uma dosagem de
150mg/L de Sulfadiazina na agua de beber dos animais. Alves & Vitor (2005)
obtiveram niveis de sobrevivéncia variados para animais infectados com diferentes
cepas (SAF, D4, D7, CH1 e CH3), com maior mortalidade em animais tratados com
dose de 40mg de Sulfadiazina, chegando a 60% ou mais de sobrevivéncia em animais
tratados com dosagens de 160mg e 320mg. Com relacdo a cepa EGS, de genotipo
atipico e também utilizada no estudo, conclui-se que esse tratamento ndo foi eficaz para
a cepa, como evidenciado pela taxa de sobrevivéncia de apenas 20% dos animais
infectados (Alves & Vitor, 2005).

Um fato a ser notado é que, embora as cepas TgCTBr 25 e TgCTBr 1
apresentem um mesmo genotipo (#206), suas respostas ao tratamento foram
diferenciadas, especialmente quando se observa as taxas de sobrevivéncia dos grupos
tratados com baixas dosagens de Sulfadiazina (10 e 40mg). TgCTBr 1 foi menos
susceptivel a baixas doses de sulfadiazina que a cepa TgCTBr 25. Portanto, pode-se
concluir que o genétipo das cepas, no caso acima observado, ndo é caracteristica
determinante para a eficicia do tratamento.

Nos experimentos com a cepa TgCTBr 4, que apresentou a maior taxa de
mortalidade apos terapia dentre todas as cepas estudadas, foi possivel perceber que o
tratamento com todas as dosagens de Sulfadiazina foi ineficaz, padrdo que também foi
observado, menos acentuadamente na cepa TgCTBr 17, pertencente a0 mesmo genotipo

da cepa TgCTBr 4. Essas observacGes sugerem que o0 gendtipo #108 possa ter
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caracteristicas que o tornem menos susceptivel a acdo da Sulfadiazina. Uma cepa que
apresenta resisténcia a Sulfadiazina ja foi descrita, por Aspinall et al (2002) e, embora
ndo seja possivel afirmar que o gendtipo #108 seja resistente, nossas observacoes
indicam a necessidade de maiores investigacdes acerca das cepas desse genotipo.

Ao analisar os camundongos sobreviventes, nao foi possivel, em nenhum dos
grupos, perceber alteracdes significativas no nimero de cistos cerebrais encontrados,
devido ao baixo numero de animais analisados e principalmente pela grande
variabilidade no numero total de cistos cerebrais em diferentes camundongos do mesmo
grupo, o que resultou em desvio padrdo muito elevado. Em trabalho realizado por
Djurkovic-Djakovic et al (2002) a analise do numero de cistos cerebrais forneceu
resultados mais expressivos, sendo observado uma reducdo significativa no nimero
total de cistos encontrados em camundongos tratados com uma combinacdo de
Atovaquona e Clindamicina. No entanto, ha que se ressaltar que, no trabalho citado, foi
utilizada uma cepa clonal tipo Il, avirulenta de caréater cistogénico (ME49) e que ndo
causa a morte de animais ndo tratados, diferentemente das cepas utilizadas neste
trabalho. Além disso, os medicamentos utilizados foram distintos, e, como citado
anteriormente, diversos estudos ja comprovaram que a Atovaquona apresenta atividade
na eliminacdo de cistos teciduais. E provavel que a combinacio desses fatores tenha
influenciado na adequacdo do uso do nimero de cistos cerebrais como parametro para
avaliar a eficécia terapéutica observada por aqueles autores, ao contrario do presente
trabalho.

Em relagéo a utilizagcdo do ELISA e do bioensaio como metodos diagnosticos
complementares, com o objetivo principal de fornecer confirmagdo das infecgdes, €
bastante relatado na literatura (Djurkovic-Djakovic et al, 1999; Djurkovic-Djakovic et

al, 2002; Alves & Vitor, 2005) a eficacia desses métodos, apresentando alta
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sensibilidade e especificidade e, portanto, apresentando resultados confiaveis para

confirmar a infeccdo ou auséncia da mesma no modelo murino de toxoplasmose.

6.2. EFEITO DA PIRIMETAMINA ISOLADAMENTE SOBRE

DIFERENTES CEPAS DE T. gondii, GENOTIPICAMENTE ATIPICAS

A utilizacdo da Pirimetamina isoladamente como quimioterapico para o
tratamento de toxoplasmose experimental em camundongos, causada por cepas
virulentas e geneticamente atipicas isoladas no Brasil, apresentou eficacia variavel entre
as sete cepas analisadas.

De forma geral, o tratamento com Pirimetamina isoladamente mostrou-se mais
efetivo do que o tratamento isolado com Sulfadiazina, fator evidenciado pela recorrente
maior sobrevivéncia de animais tratados com Pirimetamina. No entanto, o0
comportamento da droga quando observadas todas as cepas apresentou um padrdo
semelhante ao da Sulfadiazina, ou seja, em cepas nas quais houve maior mortalidade,
essa mortalidade foi distribuida ao longo de todos os grupos.

Inicialmente este trabalho propunha a utilizagdo de um grupo experimental extra,
a ser tratado com uma dosagem de 200mg/kg por dia de Pirimetamina. No entanto, em
um experimento prévio que avaliou a toxicidade das dosagens inicialmente selecionadas
para a realizacdo deste trabalho, a dose de 200mg mostrou-se altamente toxica para
camundongos, 0 que levou a sua exclusdo nos experimentos posteriores. Diversos
trabalhos, como Aradjo et al (1991) ja haviam relatado a alta toxicidade da
Pirimetamina, citando inclusive que diversos casos necessitam de interrupcdo de

tratamento.

63



Dentre todas as dosagens, 0s grupos de animais tratados com 50mg de
Pirimetamina apresentaram a maior sobrevivéncia em todas as cepas estudadas,
mostrando que essa dosagem &, por si sO, eficaz em garantir maior sobrevivéncia a
camundongos com toxoplasmose. Nao foram avaliados, no entanto, possiveis efeitos
colaterais ocasionados pela administragdo dessa alta dosagem, sendo impossivel
afirmar, portanto, a seguranca total da utilizacdo deste esquema frequentemente.
Beverley et al (1957), através de um experimento com camundongos que foram
alimentados com ragdo contendo diferentes niveis de Pirimetamina, estabeleceram que
uma dosagem de 50mg/kg de Pirimetamina pode ser considerada como limitrofe para
camundongos, pois acima dessa dosagem 0s animais apresentam maiores dificuldades
para ganhar peso. Derouin et al (1992), definiram que a utilizacdo de uma dosagem de
12,5mg/kg de Pirimetamina € considerada, para camundongos, como nao curativa,
sendo utilizada em nosso trabalho como dosagem intermediaria para avaliacdo das
diferencas entre uma dose elevada (50mg) e uma dose baixa (3,13mg). Outros estudos,
como Aradjo et al (1992) e Derouin et al (1991), utilizaram dosagens similares, de
15mg/kg e 18,5mg de Pirimetamina, respectivamente. Os resultados apresentados na
literatura, em trabalhos realizados predominantemente utilizando a cepa clonal tipo |
RH, que apresenta alta viruléncia para camundongos, mostram dados que corroboram as
observacdes ja apresentadas. Nestes trabalhos ressalta-se que o simples aumento de
sobrevida de camundongos infectados com a cepa RH ja é indicativo de atividade do
medicamento. Aradjo et al (1992), em experimento que avaliou a a¢do da claritromicina
em combinagdo com a pirimetamina, ao tratar um grupo de animais infectados com a
cepa RH com 15mg durante 10 dias, obteve uma taxa de sobrevivéncia de 10%. Derouin
et al (1992), em outro experimento com a cepa RH, tratou um grupo de camundongos

infectados com uma dosagem de 12,5mg/kg de Pirimetamina, obtendo 100% de
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letalidade, com uma media de sobrevivéncia de 21 dpi. Khan et al (1997), utilizando
uma dosagem de 10mg/kg de Pirimetamina para tratar camundongos infectados com a
cepa RH obtiveram taxa de sobrevivéncia de 30%, comprovando que a Pirimetamina,
assim como observado para a Sulfadiazina, quando utilizada isoladamente, néo
apresenta grande eficacia no tratamento contra a toxoplasmose.

Assim como ocorrido para Sulfadiazina, a cepa TgCTBr 4 apresentou alta
mortalidade para todos o0s grupos tratados com Pirimetamina, com essa mesma
tendéncia ocorrendo (novamente menos acentuada) para a cepa TgCTBr 17. Esses
resultados sd@o mais uma evidéncia que sugere uma menor atividade de anti-folatos para
tratamento da toxoplasmose causada pelo gendétipo #108.

Da mesma maneira como ocorrido para Sulfadiazina, as cepas TgCTBr 25 e
TgCTBr 1 apresentaram respostas diferenciadas ao tratamento com Pirimetamina,
principalmente com PM 3, que apresentou sobrevivéncia superior para a cepa TgCTBr

25.

6.3. EFEITO DA ASSOCIACAO DE UMA BAIXA DOSAGEM DE
SULFADIAZINA E PIRIMETAMINA SOBRE DIFERENTES CEPAS DE T.

gondii, GENOTIPICAMENTE ATIPICAS

A utilizacdo de uma baixa dosagem de Sulfadiazina associada a uma baixa
dosagem de Pirimetamina para o tratamento de toxoplasmose experimental em
camundongos, causada por cepas virulentas e geneticamente atipicas isoladas no Brasil,
apresentou boa eficacia nas sete cepas analisadas.

Ao se observar as curvas de sobrevivéncia dos camundongos pertencentes aos

grupos de tratamento de Sulfadiazina 10mg e de Pirimetamina 3,13mg isoladamente,
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ocorre de maneira geral um padrdo de baixa sobrevivéncia. Ao serem combinadas, essas
dosagens que mostravam baixa eficiéncia no tratamento da toxoplasmose em
camundongos, passaram a apresentar altos indices de sobrevivéncia, provavelmente
devido ao efeito sinérgico, ja citado em outros trabalhos (Thiermann et al, 1978; Leport
et al, 1988). Estes achados sugerem que o tratamento da toxoplasmose causada por
cepas atipicas de T. gondii (predominantes no Brasil) pode ser realizada com o uso da
associacdo de PM e SDZ em dosagens mais baixas e apresentar grande eficacia. Essa
tendéncia foi observada para todas as cepas, inclusive para a cepa TgCTBr 4, que
apresentou alta mortalidade de animais tratados e, no entanto, teve um animal
sobrevivente pertencents ao grupo tratado com a associacdo das drogas.

Esses resultados indicam que é possivel buscar novos protocolos de tratamento,
que sejam focados na associacdo das drogas, no entanto com dosagens menores, de
acordo com o quadro de evolucdo dos casos, visando uma diminuicdo de efeitos
colaterais e, consequentemente, permitindo que o tratamento seja aplicado por periodos
de tempo prolongados caso seja necessario.

O tratamento com Sulfadiazina e Pirimetamina, de animais experimentalmente
infectados com cepas atipicas de T. gondii isoladas no Brasil, apresenta eficacia bastante
variavel, provavelmente relacionada a varios fatores, dentre eles a imunidade e idade do
hospedeiro e viruléncia e cistogenicidade do parasito. E importante ressaltar que, devido
a escassez de trabalhos que avaliem a eficAcia de esquemas terapéuticos para o
tratamento da toxoplasmose causada por cepas atipicas, largamente predominantes no
territorio brasileiro, ainda sdo necessarios diversos estudos complementares para
fundamentar as tendéncias observadas neste trabalho, ja& que a maioria dos trabalhos
existentes na literatura foi realizada utilizando principalmente a cepa RH, altamente

virulenta, mas de genotipo clonal, perfil acistogénico e extremamente adaptada ao
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cultivo em laboratorio. Neste trabalho, analisando o comportamento de diferentes
gendtipos quando submetidos ao tratamento com diferentes dosagens de Pirimetamina e
Sulfadiazina, além de uma combinacéo de baixa dosagem das duas drogas, observou-se
que o0 genoétipo chamado de #108 apresentou menor susceptibilidade ao tratamento,
sugerindo que as cepas que apresentem tal genotipo devam ser melhor estudadas para
confirmar essa tendéncia observada. Em contrapartida, outras cepas analisadas e
pertencentes a outros genotipos apresentaram graus variados de susceptibilidade, como
a cepa TgCTBr 9, do gendtipo Brll, que é de grande circulacdo no Brasil, mostrando-se
especialmente susceptivel ao tratamento aplicado.

Para todas as criancas de onde foram isoladas as cepas de T. gondii foi prescrito
tratamento com associacdo de Sulfadiazina (100 mg/kg/dia dividido em duas doses),
Pirimetamina (1 mg/kg/dia durante os primeiros 6 meses, seguido pela mesma dose, 3
vezes por semana até 12 meses) e Acido Folinico (7.5 mg, 3 vezes por semana) desde o
dia em que foi confirmado o diagnostico até completar 1 ano de tratamento
(Vasconcelos-Santos et al, 2009). Das sete criancas, quatro receberam tratamento
regular, durante 12 meses e sem a necessidade de interrup¢do (TgCTBr4,
TgCTBr13,TgCTBr17,TgCTBr23) enquanto uma delas foi tratada regularmente durante
6 meses (TgCTBr25) e as outras duas criancas restantes ndo tinham dados ou
apresentavam informagdes insuficientes sobre o tratamento (TgCTBrl e TgCTBr9). O
sangue para isolamento de T. gondii foi coletado 24 horas antes do inicio do tratamento
(Carneiro et al, 2013) o que impediu que os parasitos isolados tivessem contato prévio
com os medicamentos. Entretanto ainda precisa ser averiguada a evolugéo clinica de
cada crianca apés o tratamento (acompanhada durante cinco anos de vida e ainda em
analise - Vasconcelos-Santos DV, Comunicado pessoal) para compara¢do com nossos

resultados de tratamento da toxoplasmose experimental. Entretanto cabe ressaltar que a
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cepa TgCTBr 9 (a mais susceptivel das sete cepas avaliadas) foi isolada de recém
nascido com toxoplasmose congénita grave, com 0Obito apds nove meses de nascimento,
quando ainda fazia uso da associacdo SDZ+PM (Andrade GM, Comunicado pessoal). A
morte da crianca, no entanto, ndo implica em ineficacia do tratamento, visto que, além
de ndo possuir dados confiaveis sobre a adesdo e realizacdo correta do tratamento citado
anteriormente, fatores como a idade gestacional em que ocorreu a transmissdo congénita
e a proépria viruléncia da cepa sdo determinantes na evolucdo da infeccdo no recém-
nascido. Outro fato de importancia foi a interrupgéo de tratamento em algumas criancas
devido a ocorréncia de depressdo medular durante os 12 meses de terapia (Carellos et
al, 2013).

Perspectivas futuras a serem exploradas incluem analisar um maior nimero de
gendtipos encontrados no Brasil, especialmente um maior nimero de cepas que
apresentem o gendtipo #108, a fim de obter subsidios que permitam afirmar ou ndo a
menor susceptibilidade desse gendtipo as drogas utilizadas para tratamento da
toxoplasmose. A analise de possiveis mutacdes nos genes dhfr e dhps do parasito,
possivelmente associadas a resisténcia de T. gondii a Sulfadiazina e Pirimetamina
respectivamente (Reynolds et al, 2001; Aspinall et al, 2002), também podera auxiliar
em estudos sobre a variabilidade de eficacia do tratamento entre diferentes cepas do

parasito.
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7. CONCLUSOES

As cepas de T. gondii, de genotipos atipicos, isoladas no Brasil de pacientes
humanos com toxoplasmose congénita e virulentas para camundongos, apresentam
resposta variavel ao tratamento com diferentes dosagens de Sulfadiazina e
Pirimetamina.

As cepas pertencentes ao gendétipo #108 (TgCTBr 4 e TgCTBr 17) apresentaram
menor susceptibilidade ao tratamento com ambas as drogas, isoladamente e associadas.

A cepa TgCTBr 9, pertencente ao gendtipo Br Il, de grande circulacdo no
territério brasileiro, apresentou maior susceptibilidade ao tratamento com ambas as
drogas, isoladamente e associadas.

A associacdo de Sulfadiazina e Pirimetamina, em dosagens reduzidas, garante
um tratamento mais eficaz contra a toxoplasmose experimental com cepas de T. gondii

de gendtipos atipicos isolados no Brasil.
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9. ANEXO

9.1. CERTIFICADO DE APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE

ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL - PROTOCOLO CEUA n° 257/2012
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo CEUA n® 257/2012, relativo ao projeto intitulado
“Efeito da sulfadiazina e da pirimetamina sobre isofados de Toxoplasma
qondii obtidos de iumanos com toxoplfasmose congénita em Minas Gerais”,
que tem como responsavel(is) Ricardo Wagner de Almeida Vitor, est3(3o) de
acordo com os Principios Eticos da Experimentac3o Animal, zdotados pelo Comiité
de Etica em Experimentacio Animal (CETEA/UFMG), tendo sido zprovado na
reunido de 26/09/2012.

Este certificado expira-se em 26/09f 2017.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol CEUA n® 2572012, related to the project
entitted " Effect of suffadiazin and pirimetamin on fwman isolates of
toxoplasma gondii obtained from congenitally infected individuals in Minas
Gerais”, under the supervisiors of Ricardo Wagner de Almeida Vitor, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Etfrics Committee in Animal Experimmentation (CETEAfUFMG), and was
approved in September 26, 2012.

This cerfificate expires in September 26, 2017.

Belo Horizonte; |27 de Setembro de 2012,

=yl
Profa, Jacqueline Isaura Alvarez-Leite
Coordenddora do CETEA/UFMG
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