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RESUMO

Neste trabalho, foi avaliado o perfil sorologico experimental, apos terapéutica especifica, em
camundongos BALB/c infectados com cepa cistogénica ME-49. Foram inoculados, individual e
intraperitonealmente, 45 animais com dez cistos da cepa ME-49. Os camundongos foram divididos
em trés grupos de 15 animais e um grupo controle com cinco animais nao infectados e no tratados,
todos acompanhados ao mesmo tempo, diariamente, durante 20 dias. Apos este periodo, foram
subdivididos em dois grupos — A ¢ B — e submetidos a esquemas terapéuticos especificos: grupo
A — pirimetamina e acido folinico; grupo B — pirimetamina, 4cido folinico e sulfadiazina por
dez dias consecutivos. A partir do quinto dia de tratamento, um camundongo de cada grupo foi
anestesiado para a coleta de sangue por pung@o cardiaca, fazendo-se a analise do soro pela técnica
de imunofluorescéncia indireta. Os animais tratados apresentaram diminuigdo significativa nos
titulos de anticorpos (IgG) em relacdo ao grupo de infectados e ndo tratados. Entre as amostras
analisadas com diferentes esquemas terapéuticos ndo houve diferenca significativa. Isso mostra que
o tratamento precoce da toxoplasmose reduz rapidamente os niveis de IgG, sugerindo uma possivel
cura desta parasitose.

DESCRITORES: Toxoplasma gondii. Tratamento. Cepa cistogénica ME-49.
INTRODUCAO

A toxoplasmose, zoonose decorrente da infecgo pelo Toxoplasma gondii
(Nicolle & Manceaux, 1909) descrita ha um século, ¢ uma das protozooses mais
prevalentes no mundo. Sua importancia clinica esta relacionada principalmente a
individuos imunocomprometidos ou aos casos de transmissdo congénita. £ uma
doenga sistémica severa e uma das principais causas de abortos e sequelas graves
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nos recém-nascidos (Remington, 1968; Desmonds & Covreur, 1974; Frenkel et
al., 1975, Ruskin & Remington, 1976). Sua relevancia no ambito da satide publica
reside no fato de representar significativa causa de morbidade neonatal, com
ocorréncia de lesdes oculares de intensidade variavel e alteracdes cerebrais graves
(Frenkel, 1973). Para evitar as sequelas da transmissdo congénita, ¢ essencial o
diagndstico precoce tanto da gestante de risco como do recém-nascido, pois o
tratamento especifico da mde tem demonstrado ser capaz de reduzir a taxa de
transmissdo para o feto, melhorando o progndstico do recém-nascido (Hohlfeld et
al., 1990; Foulon et al., 1994).

A confirmag@o da infec¢do materna é baseada principalmente no perfil
sorologico por meio da pesquisa de anticorpos especificos (IgM, IgG, teste de avidez
da IgG). Quando ndo ¢ possivel uma conclusdo com os resultados imunoldgicos,
o0s exames parasitologicos podem auxiliar no diagndstico pela deteccdo do parasito
principalmente no liquido amnidtico, sangue fetal e liquor do recém-nascido,
caracterizando, assim, a infecgdo ativa pelo 7. gondii. Esses exames atualmente sdo
auxiliados pela Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), que tem se mostrado
importante instrumento de detec¢do do parasito gragas a sua elevada sensibilidade.
Mas, como toda técnica parasitologica, necessita de um niimero minimo de
parasitos para ser positiva. Assim, a inoculagdo em animais experimentais
continua sendo uma opgdo nos casos inconclusivos, além de ser um importante
método utilizado no isolamento do parasito para estudos bioldgicos, moleculares e
bioquimicos. Uma das desvantagens da inoculagdo de material biologico é o tempo
para obtengdo do resultado (até trés meses). Apos 30 dias da inoculag@o os animais
que ndo apresentarem sintomatologia e em seu exsudato ndo forem visualizados
taquizoitas do 7" gondii, sera necessaria a realizacdo de, no minimo, dois repiques
com macerado do cérebro e/ou do proprio exsudato em um novo grupo de animais
para a confirmagao ou exclusdo definitiva da infec¢do experimental. A positivagdo
da sorologia dos camundongos inicialmente inoculados com o material biologico
confirmara a infec¢ao, ndo sendo necessarios novos repiques e, consequentemente,
havera a redugdo do tempo para liberagédo do resultado.

Acompanhando recém-nascidos infectados (diagnosticados e tratados
com terapéutica especifica prolongada) no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias (HC/UFG), observou-se, em muitos casos, a negativacdo da
sorologia apds o tratamento. Com base nessa observagdo e ante a necessidade de
dinamizar a infec¢@o experimental, realizou-se o bioensaio experimental com a cepa
ME-49 (cistogénica) de 7. gondii. O objetivo foi analisar experimentalmente a curva
sorologica da toxoplasmose antes e apos o tratamento especifico.

MATERIAIS E METODOS

Origem do estoque: A cepa ME-49 era mantida por repiques a cada 60 dias
em camundongos BALB/c.
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Infecgdo experimental: Os animais foram inoculados via intraperitoneal
com dez cistos/camundongo da cepa ME-49 diluidos em 0,1 mL de solucéo salina
estéril, obtidos de camundongos anteriormente infectados.

Curva sorologica da cepa ME-49: Dos 50 camundongos utilizados, 45
foram infectados por via intraperitoneal. Cada animal recebeu 0,2 mL de macerado
cerebral contendo dez cistos e cinco animais nao foram infectados (controle negativo).
Ap6s 20 dias de infeccdo, os 45 animais infectados foram divididos em trés grupos
de 15 animais: dois de animais tratados (grupo A e grupo B) e um grupo formado de
animais infectados e ndo tratados (grupo C). O tratamento instituido foi realizado por
dez dias consecutivos. O grupo A foi tratado com pirimetamina (1mg/kg/dia) e cido
folinico e o grupo B, com pirimetamina (1mg/kg/dia), acido folinico e sulfadiazina
(100mg/kg/dia). As drogas foram diluidas com solventes adequados em farméacia
de manipulacdo (Farmadoro SA) e administradas por gavagem, de acordo com o
peso dos animais, num volume de 0,1 mL de solugdo. Apds 30 dias de infecgao, os
camundongos comegaram a ser sacrificados por deslocamento cervical a cada cinco
dias, com coleta de uma amostra de sangue de cada animal por punc¢do cardiaca,
sendo os soros separados para a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFT).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de Seres
Humanos e Animais do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goiés
(CEPMHA/HC/UFGQG) parecer n° 036/08.

RESULTADOS

Curva sorologica experimental da cepa ME-49 antes e apos a terapéutica
especifica: A andlise da variacdo das imunoglobulinas antes e apos a terapéutica foi
feita com camundongos cronicamente infectados. A IgG comegou a ser detectada
a partir do décimo dia de infecgdo, com seu pico no 20° dia, apresentando titulo de
1/160. Os camundongos infectados e ndo tratados apresentaram titulos de 1/160 a
1/320 e os mantiveram até o final do experimento (Figura 1).
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Figura 1. Deteccdo dos niveis de anticorpos (IgM e IgG), nos soros de
camundongos ndo tratados, infectados com cepa cistogénica ME-49 de
T. gondii, durante o periodo de 30 dias.
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Os camundongos infectados e tratados, tanto do grupo A quanto do grupo
B, apresentaram diminui¢do nos titulos (niveis de IgG) no decorrer do tempo
(diminui¢do, em média, de dois titulos). As amostras provenientes dos animais
tratados apresentaram diminui¢do significativa nos titulos de anticorpos — IgG
— avaliados com os dois esquemas, pela reagdo de imunofluorescéncia indireta,
em relagdo ao grupo controle. Entre os dois esquemas terapéuticos nao houve
diferengas significativas (Figura 2).
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Figura 2. Perfil da Imunoglobulina da classe G (IgG), em um grupo de
camundongos isogénicos infectados com a cepa ME-49 de Toxoplasma
gondii tratados com terapéutica especifica, acompanhados por 60 dias,
Grupo A tratado com pirimetamina +acido félico, Grupo B tratado com
pirimetamina, sulfadiazina e acido folico, infectados e ndo tratados.

DISCUSSAO

Diferencas na viruléncia de amostras de 7. gondii tém sido relatadas em
varios estudos com base na inoculagdo em animais de laboratorio.

A detecgdo de anticorpos da classe IgM como primeira imunoglobulina
efetora da resposta imune € descrita na esquistossomose (Kanamura et al., 1978)
e em varias outras infecgdes, como toxoplasmose (Amato Neto, 1972) e doenga
de Chagas (Vattuone et al., 1973). Segundo Camargo (1996), qualquer titulo
de anticorpo IgM traduz, geralmente, infeccdo recente, independentemente da
existéncia ou ndo de titulos de anticorpos IgG. A cepa ME-49 de T gondii, isolada
originalmente da musculatura de carneiro, ¢ uma cepa cistogénica ¢ considerada
avirulenta ou de baixa viruléncia (Lunde & Jacobs, 1983). A curva soroldgica da
cepa ME-49 de T’ gondii, antes e apos o tratamento especifico, demonstrou que, com
o tratamento, ha uma diminui¢do na produgdo de anticorpos IgG, provavelmente
em virtude da diminui¢do de estimulo antigénico. Estudos terapéuticos utilizando
a associagdo azitromicina-pirimetamina, em camundongos com toxoplasmose
aguda, mostraram a elimina¢do dos parasitos do sangue e dos pulmdes de
camundongos infectados e redugdo da taxa de mortalidade. Esse resultado revelou
protecdo significativa dos animais tratados quando comparado com os controles
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infectados e néo tratados (Amato Neto et al., 1995), no entanto o autor néo realizou
0 acompanhamento sorologico desses camundongos.

Os resultados do presente estudo indicam que tanto a pirimetamina
quanto a sulfadiazina associada a pirimetamina promoveram um decréscimo na
produgdo da imunoglobulina IgG entre os animais tratados. Isso se deu nos dois
esquemas terapéuticos, comparando-se com os animais ndo tratados, portanto
o tratamento demonstrou eficiéncia tanto na administra¢do isolada quanto na
associada. Bosch-Driesser et al. (2002) empregaram essa associagdo em pacientes
com lesdes oculares de toxoplasmose e obtiveram resultados semelhantes aos da
associagdo pirimetamina-sulfadiazina com relagdo a eficacia, além de observarem
menor incidéncia de efeitos colaterais. Embora ja existam outros medicamentos
com reconhecida atividade antitoxoplasma, como a clindamicina, o sulfametoxazol,
o0 trimetoprim e a espirimicina, nenhum apresenta atividade contra os cistos do
parasito. E, portanto, prioritiria na terapéutica da toxoplasmose a descoberta de
medicamentos que possam eliminar o microorganismo, particularmente em sua
forma cistica (Luft & Remington, 1992), para evitar recaidas da infecgdo. Varios
trabalhos sobre a associa¢do de medicamentos, como o citado acima, demonstram a
eficacia da terapéutica sobre a parasitemia, mas a avaliagdo dos niveis de anticorpos
ndo ¢ citada. Nas infeccdes chagasicas cronicas, o tratamento ndo interfere
rapidamente nos niveis de anticorpos (Cangado et al., 1976, Luquetti & Castro,
1997) e seu declinio vai ocorrendo ao longo do tempo. Isso, porém, ndo é o que,
aparentemente, acontece com os resultados observados neste estudo.

O tratamento da gestante e do recém-nascido com toxoplasmose
congénita pode prevenir ou atenuar a doenga. Este estudo evidenciou a diminui¢ao
do estimulo antigénico apds a terapéutica precoce da infec¢do toxoplasmica, o
que pode originar outros trabalhos experimentais com estudos em camundongos
inoculados com as cepas agressivas do tipo RH (tratados simultaneamente no
inicio da infecgdo), que reproduzem de forma mais semelhante a infec¢do humana.
Deve-se ressaltar a necessidade de pesquisas com tratamentos mais prolongados em
camundongos infectados, de modo que seja ratificada sua negatividade sorologica e,
consequentemente, a cura desta parasitose.

ABSTRACT

Serological profile of chronically infected mice with the cystogenic ME-49 strain of
Toxoplasma gondii before and after specific treatment

This study evaluated the serological profile after experimental specific therapy
of BALB / ¢ mice infected with the cystogenic strain ME-49. Forty-five animals
were inoculated individually, intraperitoneally with ten cysts of strain ME-49. Mice
were divided into three groups of fifteen animals each, and a control group with
five non-infected and non-treated animals. The infected animals and controls were
simultaneously monitored daily for twenty days. After this period, they were divided
into two groups: A and B and subjected to specific treatment regimens as follows:
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group A: pyrimethamine plus folic acid, group B: pyrimethamine, folinic acid and
sulfadiazine for ten consecutive days. From the fifth day of treatment on, one mouse
of each group was anesthetized and blood was collected by cardiac puncture; the
serum was analyzed by the indirect immunofluorescence test. Treated animals
showed a significant decrease in the titers of IgG antibodies, compared to the
infected and untreated group. There was no significant difference among samples
with different treatment regimes, showing that early treatment reduces rapidly the
levels of IgG anti 7" gondii and suggesting a possible cure of the infection.

KEY WORDS: Toxoplasma gondii. Treatment. Cystogenic strain ME-49.
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