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RESUMO

Neste trabalho foi avaliado o potencial de reativagao da toxoplasmose cronica em modelo murino
imunocomprometido. Para tanto, camundongos BALB/c foram infectados por via oral com
20 cistos da cepa ME-49 de Toxoplasma gondii e, ap6s 60 dias, foi iniciado o tratamento com
medicamentos imunossupressores: azatioprina, dexametasona (ambos por via oral) e acetato de
cortisona (via subcutanea), sozinhos ou em associagdo. O tratamento foi mantido por um periodo
de 28 dias, posteriormente os animais foram eutanasiados e tiveram seu sangue e 6rgdos retirados
para exames sorologicos e histopatologicos. O uso de dexametasona ou azatioprina, isoladas ou
associadas, ndo causou sinais de reativagao detectaveis por exames sorologicos, histopatologicos ou
clinicos. Entretanto, quando foram associados ao acetato de cortisona, esses medicamentos levaram
aum quadro clinico sugestivo de reativagdo com lesdes epidérmicas em 62,5% dos camundongos.
Os resultados do presente estudo sugerem que, com o modelo murino utilizado, a reativagio da
toxoplasmose cronica sofre grande influéncia do tratamento imunossupressor proposto. Nestes
casos, os sinais clinicos indicativos da reativagdo cronica toxoplasmica podem estar presentes
mesmo antes da detecgdo do ocorrido por métodos sorologicos e histopatologicos.

DESCRITORES: Toxoplasma gondii. Cepa ME-49. Medicamentos imunossupressores.
Reativagao.

ABSTRACT

Evaluation of the effect of immunosuppressive drugs in the reactivation of chronic murine
toxoplasmosis.

This study evaluated the potential for reactivation of chronic toxoplasmosis in an
immunocompromised murine model. To this end, BALB/c mice were orally infected with 20
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cysts of Toxoplasma gondii ME-49 strain. After 60 days, the treatment with orally administered
immunosuppressive drugs, such as azathioprine and dexamethasone, and cortisone acetate
(administered by subcutaneous route) alone or in combination, started. The treatment was
maintained for 28 days and afterwards the animals were euthanized and had their blood and
organs removed for serological, histopathological and clinical examinations. When the drugs
were associated to cortisone acetate, the clinical manifestations presented by the mice suggested
reactivation due to epidermal lesions in 62.5% of the mice when compared to the control group.
The results from this study suggest that with the murine model used, the chronic toxoplasmosis
reactivation is greatly influenced by the immunosuppressive treatment proposed. In these cases, the
clinic manifestations indicative of chronic toxoplasmosis reactivation may be present even before
its detection by serological and histopathological methods.

KEY WORDS: Toxoplasma gondii. ME-49 strain. Immunosuppressive drugs. Reactivation.
INTRODUCAO

Toxoplasma gondii &€ um protozoario comum no ser humano e em muitos
outros animais de sangue quente. Os gatos domésticos e outros felideos atuam
como hospedeiros definitivos e sdo capazes de disseminar oocistos de 7" gondii por
meio de suas fezes (Tenter et al., 2000). Este parasito apresenta vasta distribui¢ao
geografica e excepcional resisténcia, sobrevivendo a adversidades ambientais como
variacdo de temperatura ¢ umidade.

A contaminagdo ocorre apds a ingestdo de cistos teciduais de animais
infectados ou por meio de oocistos presentes no solo, que constituem uma fonte
continua de infecgdo para humanos ¢ outros animais (Devada et al., 1998). Apés a
ingestdo dos oocistos, ocorre a liberacdo dos esporozoitas que infectam o epitélio
intestinal do hospedeiro intermediario e produzem as formas assexuadas taquizoiticas,
ocorrendo, assim, uma infecgao aguda. Posteriormente, na infecgao cronica, as formas
taquizoitas passam a bradizoitas. Os taquizoitas penetram em células nucleadas,
multiplicam-se rapidamente rompendo a célula hospedeira e liberando novos
taquizoitas, que infectardo as células adjacentes causando uma infecgdo sistémica.
Ap6s alguns dias ocorre a formagao de cistos teciduais contendo bradizoitas que € o
outro estagio do parasito, assim este permanece viavel por varios anos, muitas vezes
por toda a vida do hospedeiro (Kawazoe, 2003; Dubey, 1998; Dubey, 2004).

Em individuos imunocompetentes, a infecgdo caracteriza-se por uma breve
fase aguda com proliferagdo de taquizoitas, posteriormente convertida em um estagio
latente caracterizado por um lento crescimento de bradizoitas no interior de cistos
teciduais, localizados principalmente no cérebro e muisculo esquelético (Djurkovic-
Djakovic& Milenkovic, 2001). Se a relagdo entre o sistema imune do hospedeiro e
0 parasito sofrer um desequilibrio, uma nova proliferagdo do parasito pode ocorrer e
levar a reagudizagdo do quadro de infecgdo cronica (Porter & Sande, 1992).

Com o surgimento da AIDS e o uso de terapias imunossupressoras intensas
para tratamento de doengas malignas ou sistémicas, bem como para o tratamento
pré/pds- transplantes de orgaos e tecidos, tem-se estabelecido uma populagdo de
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individuos imunocomprometidos suscetiveis a reativagio de patogenos oportunistas,
incluindo o 7. gondii (Bernsteen et al., 1999). Infecgdes por 7. gondii sdo relatadas
em pacientes submetidos a transplante cardiaco (Anthuber et al., 1991), renal
(Renoult et al., 1991), hepatico (Kusne et al., 1986) ¢ de medula éssea (Derouin et
al., 1992). Provavelmente os pacientes adoeceram por causa da reativagdo de cistos
latentes de 7" gondii nos receptores, embora a infeccdo primaria possa ser causada
por transmissdo do parasito em transplante de 6rgdos (Renoult et al., 1991).

O objetivo deste trabalho foi avaliar uma possivel reativagdo da
toxoplasmose cronica murina apos utilizagdo de medicamentos imunossupressores
por meio da analise das alteragdes clinicas, soroldgicas e histopatologicas.

MATERIAIS E METODOS

Animais: Foram utilizados, neste trabalho, camundongos da linhagem
BALB/c machos, pesando aproximadamente 20g e com 40 dias de vida, obtidos do
biotério do IPTSP/UFG e nele mantidos. A linhagem BALB/c foi selecionada por ser
classificada como resistente a infecco cronica pela cepa ME-49 de Toxoplasma gondii
(Suzuki et al.,1993), visto que o uso de modelos murinos extremamente susceptiveis
ao parasito, como os camundongos C57BL/6 e CBA/Ca, pode levar ao surgimento
de reativa¢do da doenga ou de lesdes mesmo antes da imunossupressao (Fux et al.,
2003). Outro fator importante na escolha da linhagem de camundongos foi o fato
dos BALB/c ndo apresentarem mudangas inflamatérias no encéfalo durante a fase
cronica da infecgdo (Suzuki et al., 1993), o que facilita o reconhecimento de possiveis
lesdes causadas pela reativagdo da infec¢@o apds o tratamento imunossupressor.

Cepa de Toxoplasma gondii: Foi selecionada para este estudo a cepa
ME-49 por ser bem caracterizada na literatura ¢ se enquadrar no tipo II, ter
comportamento reconhecidamente cistogénico (Djurkovic-Djakovic et al., 2006) e
ser mantida em estoque no laboratorio de Protozoologia do IPTSP/UFG.

Infecgdo experimental: Foi realizado primeiramente um estudo na forma
de curva de viruléncia, objetivando determinar o maior inoculo de cistos capaz de
estabelecer a infec¢do cronica por 7° gondii sem provocar a morte do camundongo
(Sumyuen et al., 1996). Para tanto, foram utilizados 20 camundongos divididos em
quatro grupos com cinco animais cada, que receberam 7, 15, 20 e 30 cistos por via
oral (gavagem). Os animais foram observados diariamente por um periodo de oito
semanas, quando a infecgdo cronica € considerada estabelecida (Djurkovic-Djakovic
& Milenkovic, 2001) para o surgimento de sintomas clinicos de toxoplasmose aguda
ou eventual morte. Ficou determinado que 20 cistos seria o maior nimero capaz de
induzir infecgdo cronica, confirmada pela reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), com mortalidade nula. Na fase seguinte do estudo, foram administrados
medicamentos imunossupressores por um periodo de 28 dias em grupos de
camundongos BALB/c cronicamente infectados com 20 cistos, assim distribuidos:

Terapia com medicamentos imunossupressores administrados por via oral:
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Grupo A: Dexametasona em dosagem de 2,5mg/kg/dia, trés vezes por
semana em dias alternados.

Grupo B: Azatioprina em dosagem de 10mg/kg/dia, cinco vezes por
semana em dias consecutivos.

Grupo C: Azatioprina associada com Dexametasona nos regimes acima
citados.

Grupo D: Azatioprina 10mg/kg/dia, cinco vezes por semana em dias
seguidos, associada com Dexametasona 2,5mg/kg/dia, trés vezes por semana em
dias alternados. Também foi administrado Acetato de cortisona S0mg duas vezes
por semana, apenas este Gltimo por via subcutanea.

Concomitantes aos grupos citados acima, para cada terapia proposta foram
mantidos grupos com cinco camundongos do grupo controle divididos em:

Controle 1: animais infectados cronicamente com ou sem administracdo
de soro fisiologico por via oral;

Controle 2: animais ndo infectados em uso das terapias imunossupressoras
descritas anteriormente;

Controle 3: animais ndo infectados sem receber qualquer tratamento,
porém mantidos no mesmo ambiente que os demais.

Para prevenir uma possivel infec¢do bacteriana, foi adicionada
Amoxicilina (1g/L) na agua oferecida aos animais durante o tratamento. Todos
os camundongos foram observados diariamente para conferir o surgimento de
sintomas de toxoplasmose aguda. Concluida a analise clinica, os animais foram
eutanasiados e necropsiados para retirada de 6rgdos (figado, bago, pulmao, coragdo
e cérebro) para estudos histopatologicos. O sangue foi retirado por puncao cardiaca
para estudo sorologico por meio da RIFI.

Avaliagdo histopatologica

As visceras dos animais experimentais e dos controles foram coletadas
durante a necropsia dos camundongos e fixadas em formalina 10% tamponada
com fosfatos. O material foi processado pelo método de inclusdo em parafina, as
laminas foram coradas pela hematoxilina-cosina e observadas no microscopio de
luz. As alteragdes histopatologicas foram analisadas quanto a presenca ou auséncia
de alteracdes nas células, no intersticio, na circulagdo, no crescimento celular € na
inflamacdo. A intensidade dos processos patologicos gerais foi analisada obedecendo
aos seguintes critérios: ausente (0%), discreta (1% - 25%), moderada (26% - 50%) e
acentuada (acima de 51%), de acordo com o comprometimento do corte analisado.

Reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFT)

Os soros dos camundongos foram submetidos a RIFI conforme o
preconizado por Camargo (2001). Resumidamente, estes foram diluidos em salina

172 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL



tamponada (PBS), acomodados em laminas sensibilizadas com taquizoitas de
Toxoplasma gondii (Bioshop®), que foram acondicionadas em camara umida,
incubadas, lavadas em PBS e secas. Em seguida foram adicionados os conjugados
anti-IgG e anti-IgM previamente diluidos (conjugado anticadeia pesada com
isotiocianato de fluoresceina - SIGMA®). As laminas foram entdo novamente
incubadas, lavadas, secas, cobertas com glicerina tamponada ¢ observadas no
microscopio de imunofluorescéncia.

Todos os soros passaram por uma triagem inicial com dilui¢oes de 1/16
para IgG e 1/8 para IgM, visto que estas s3o comumente utilizadas como referéncia
na identificagdo de toxoplasmose em mamiferos diversos (Handman & Remington,
1980; Da Silva et al., 2002). As amostras consideradas positivas foram entdo
testadas em dilui¢oes ao quadruplo para determinar os titulos de anticorpos. Durante
todo o procedimento, foram utilizados controles positivos e negativos.

RESULTADOS

Estabelecimento da infecc¢o cronica por Toxoplasma gondii com base na
mortalidade de animais e na contagem de cistos

O ino6culo de 30 cistos apresentou letalidade de 80%; nos demais inodculos
com 7, 15 e 20 cistos, a sobrevivéncia foi de 100%. No modelo proposto, os animais
inoculados com 20 cistos formaram o grupo com maior niimero de cistos sem
morte, ficando assim estabelecida esta quantidade como a ideal para o experimento

(Figura 1).

Estabelecimento da infecgao cronica
por Toxoplasma gondii

Inoculagédo de cérebro macerado de CDG infectado com a Cepa Me49
em CDG néo infectado por via oral

100% dos 100% dos 100% dos 100% dos
CDG vivos CDG vivos CDG vivos CDG vivos

Figura 1. Determinacdo do niimero maximo de cistos utilizados no
estabelecimento da infec¢do cronica, com mortalidade nula durante oito
semanas (CDG= camundongo BALB/c).
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Sorologia pela RIFI de todos os camundongos sobreviventes

Os camundongos BALB/c que sobreviveram tiveram o soro analisado
pela RIFI e ndo apresentaram titulos de IgM, porém todos apresentaram titulos de
IgG, confirmando-se, dessa forma, a infecc@o cronica pelo método sorologico. A
relagdo entre o nlimero de cistos inoculados ¢ a titulagdo para IgG dos animais esta
demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1. Sorologiados grupos de camundongos BALB/c infectados cronicamente
com Toxoplasma gondii e tratados com terapia imunossupressora
proposta: Grupo A- Dexametaona; Grupo B- Azatioprina; Grupo C-
Azatioprina + Dexametasona; Grupo D - Azatioprina + Dexametasona
+ Acetato de cortisona

Grupo A Cdgl Cdg2 Cdg3 Cdg4 Cdg5 Cdg6 Cdg7 Cdg8

IgG 1/8 + + + + + + + +
1gG 1/16 + + + + + + + +
1gG 1/32 + + + + + + + +
1gG 1/32 + + + + + + + +
1gG 1/64 - + - - - - - -
Grupo B Cdgl Cdg2 Cdg3 Cdg4 Cdg5 Cdgb6 Cdg7 Cdg8
1gG 1/8 + + + + + + + +
1gG /16 + + + + + + + +
1gG 1/32 + + + + + + + +
1gG 1/32 + + + + + + + +
1gG 1/64 + - - - - - - -
Grupo C Cdgl Cdg2 Cdg3 Cdg4 Cdg5 Cdg6 Cdg7 Cdg8
1gG 1/8 + + + + + + + +
IgG 1/16 + + + + + + + +
IgG 1/32 + + + + + + + +
1gG 1/32 + + + + + + + +
1gG 1/64 - - - + - - - -
Grupo D Cdgl Cdg2 Cdg3 Cdg4 Cdg5 Cdg6 Cdg7 Cdg8
IgG 1/8 + + + + + + + +
IgG 1/16 + + + + + + + +
1gG 1/32 + + + + + + + +
1gG 1/32 + + + + + + + +
1gG 1/64 + - - - + - - -

RIFI do soro dos animais do grupo controle

Foi utilizado o soro dos camundongos do grupo controle infectados e nao
tratados (controle 1) para o estabelecimento de um parametro que, posteriormente,
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foi usado para comparagdo com a sorologia dos camundongos infectados e tratados
com os medicamentos imunossupressores. Foram encontrados anticorpos antiZ
gondii em todos os camundongos infectados nos soros analisados, confirmando a
infecgao cronica.

RIFI do soro dos animais submetidos ao tratamento imunossupressor

Nos 32 camundongos infectados com 20 cistos cada e tratados com os
medicamentos imunossupressores nas dosagens, vias e esquemas propostos, nio
foi encontrada variacdo na titulacdo, em comparacao com aquela usada como
parametro (infectado e ndo tratado), que pudesse sugerir reativacdo da infecco
cronica.

Avaliagdo clinicade camundongos tratados com os medicamentos imunossupressores

Durante a administragdo das terapias imunossupressoras nos animais
infectados e também nos controles, ndo houve morte de camundongos, assim como
ndo foram encontrados indicios de a¢do toxica dos medicamentos.

Nos trés primeiros grupos avaliados (A, B e C), ndo houve sintomatologia
que pudesse caracterizar um quadro de reativagdo clinica. Porém, no grupo D, que
recebeu a associagdo de Dexametasona, Azatioprina ¢ acetato de cortisona, cinco
dos oito camundongos (62,5%) apresentaram alteragdes epidérmicas (com perda
parcial ou total de pelos) que poderiam sugerir um quadro de alopecia e ainda uma
possivel reativagdo da toxoplasmose em razao do aparecimento de pelos arrepiados,
diarreia, emagrecimento e dor (quando manuseados), assim como pela falta de
apetite, por comparac¢do com 0s grupos controle.

Estudo histopatologico de 6rgaos de camundongo

Pela analise histopatologica realizada nos 6rgdos dos camundongos
infectados ¢ tratados, ndo foram encontradas alteragdes condizentes com quadro
de reativacdo de toxoplasmose. Nao foram encontradas alteragdes histopatologicas
nos grupos controle que foram submetidos aos medicamentos, assim como nao foi
detectada a presenga de cistos de T gondii.

DISCUSSAO

O presente trabalho utilizou modelo de infec¢do cronica e terapia
imunossupressora ainda ndo encontrado na literatura e objetivou simular o
curso natural da infecgdo toxoplasmica. Para tanto, foi utilizada a cepa ME-49
por estabelecer a infecgdo cronica e ser responsavel pela maioria dos casos de
reativac@o da infecgdo por 7. gondii em seres humanos (Howe et al., 1997). A
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via de infecc¢ao oral foi selecionada por ser considerada de maior importancia
para a rota de transmissdo do parasito (Dubey and Beattie, 1988). A escolha
do regime imunossupressor seguiu o mesmo principio, sendo selecionados
medicamentos comumente utilizados na clinica humana (Sumyuen et al., 1996).
O tempo de tratamento ndo foi excessivamente prolongado para evitar mortes de
animais tratados e ndo infectados, o que dificultaria a interpretacdo dos resultados
(Djurkovic-Djakovic & Milenkovic, 2001).

Os resultados referentes ao niamero de cistos utilizados para o
estabelecimento de infecgdo cronica obtidos no presente estudo concordam com
os de Gruji'c et al. (2005), pesquisadores que tiveram éxito no estabelecimento
da infecgdo cronica utilizando 20 cistos da mesma cepa de Toxoplasma gondii.
Estdo de acordo também com os dados encontrados por Djurkovic-Djakovic &
Milenkovic (2001) que discutiram a inviabilidade de estabelecer a infecgdo cronica
com uso de um niimero superior a 20 cistos. E seguem o mesmo padro observado
por Fux et al.(2003) ¢ também por Suzuki et al.(1993), diferenciando-se apenas a
via de inoculagdo que, no caso desses autores, foi realizada intraperitonealmente.

O estudo sorologico destes animais ndo detectou titulos de IgM, fato
explicado pelo tempo da infecgdo, pois esta classe de imunoglobulinas sofre
acentuada queda poucas semanas ap6s sua producdo (Handman & Remington,
1980). Titulos de IgG foram encontrados, confirmando a infec¢do cronica,
entretanto estes ndo apresentaram diferencas significativas entre os diferentes
grupos com animais infectados.

Nio houve alteragdes significativas nos titulos de IgG dos animais
submetidos ao tratamento imunossupressor quando comparados ao grupo controle,
entretanto estes ultimos apresentaram uma tendéncia a titulos maiores, o que,
indiretamente, pode mostrar a eficacia da imunossupressio (Kang et al., 2006).

O fato de ndo serem encontrados titulos de IgM a principio descartaria uma
possivel reativagdo da infecgdo, entretanto deve-se considerar que a administragdo da
terapia imunossupressora pode inibir a divisao de linfocitos B, alterando a produgao
desta imunoglobulina. Na literatura cientifica, alguns autores tém discutido sobre a
baixa confiabilidade dos resultados de titulos de IgM para identificacdo de infeccdo
ativa por Toxoplasma gondii em individuos imunossuprimidos (Pinon et al.,1995;
Ferreira, 2000).

A avaliag@o clinica dos camundongos demonstrou o surgimento de
sintomas como alopecia, diarreia, dor ao manuseio, diminuigdo do apetite e
letargia em 62,5% dos animais tratados com a combinagéo dos trés medicamentos
imunossupressores, sugerindo a reativagio da infec¢o cronica. Esta sintomatologia
¢ sugestiva de infec¢do aguda por Toxoplasma gondii, como foi demonstrado em
coelhos por Haziroglu et al. (2003) e em seres humanos por Mies (1998).

Contrariamente aos resultados clinicos, o estudo histopatologico
ndo evidenciou lesdes sugestivas de reativagdo de toxoplasmose cronica nos
orgdos analisados, mesmo naqueles animais que apresentaram sintomas na
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avaliacdo clinica. E provavel que o modelo escolhido tenha contribuido para
estes resultados. A utilizagdo de uma linhagem de camundongo resistente ao 7.
gondii e um regime imunossupressor de menor duragdo podem ter possibilitado
o surgimento de sintomas clinicos antes que a reativagdo pudesse ser detectada
por técnica histopatologica. Essa hipotese ¢ reforgada pelos resultados obtidos
por Djurkovic-Djakovic & Milenkovic (2001) que identificaram este tipo de lesao
utilizando modelo experimental substancialmente diferente com camundongos
Swiss-Webster. Esta linhagem é, reconhecidamente, muito susceptivel a infecgdo
toxoplasmica (Djurkovic’-Djakovic’et al., 2006) em extenso regime de tratamento
que, no caso, chegou a sete semanas.

Aparentemente os efeitos de regimes imunossupressores sobre a infecgdo
toxoplasmica sofrem grande influéncia do modelo murino proposto. A variagdo
no tipo de cepa de Toxoplasma gondii utilizada, o estagio do parasito e a via de
inoculagdo, a espécie e linhagem do animal experimental, o tipo de medicamento,
sua quantidade e duragdo do tratamento parecem ser variaveis importantissimas
para o curso da infec¢do. Takashima et al. (2008) sugerem a selecdo de linhagens
mais resistentes de camundongos e mesmo o uso de outras espécies animais (por
exemplo, ratos) como o melhor modelo experimental para a infecgao toxoplasmica
humana.

A reativag@o da toxoplasmose cronica € uma das maiores causas de
obito em individuos imunossuprimidos, entretanto a dindmica deste processo ¢
ainda pouco conhecida. Conclui-se, no presente estudo, que, embora os resultados
sorologicos e histopatologicos ndo tenham evidenciado alteragdes, os dados clinicos
foram suficientemente significativos para indicar a reativagao da toxoplasmose.
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