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1- INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii € um protozoério parasita comum no homem e em muitos
outros animais. Os gatos domésticos e outros felideos atuam como hospedeiros
definitivos, e séo capazes de disseminar oocistos de T. gondii através de suas fezes.
A contaminacdo dos mesmos ocorre apés a ingestéo de cistos teciduais de animais
infectados ou através de oocistos presentes no solo, o qual constitui uma fonte
continua de infeccdo para humanos e animais (DEVADA et al., 1998). Apés ingestéo
de cistos ou oocistos efetivos pelo hospedeiro intermediario, os parasitas se
multiplicam no interior das células em varios tecidos e finalmente formam cistos
microscopicos, que podem permanecer viaveis por varios anos, muitas vezes por
toda a vida do hospedeiro. Os cistos teciduais se formam predominantemente no
tecidos musculares e nervosos, tornando as carnes dos animais infectados em uma
potencial fonte de infeccéo através do carnivorismo(DUBEY et al., 1998 ).

O T. gondii € um parasita que apresenta vasta distribuicdo geogréfica e excepcional
resisténcia, atravessando grandes distancias (aves migratérias) e persistindo as
adversidades ambientais como a variacdo de temperatura e umidade, permitindo-
nos predizer que o mesmo apresentaria alta diversidade genética. Porém,
surpreendentemente o parasita parece reproduzir-se clonalmente, apresentando
uma diversidade genética consideravelmente baixa entre as linhagens de T. gondii
isoladas (DARDE et al., 1992; SIBLEY & BOOTHROYD, 1992; LEHMANN et al.,
2000).

Na infecgdo por T. gondii, em individuos imunocompetentes, primeiramente ocorre
uma breve fase aguda caracterizada pela proliferacdo de taquizoitas convertida em
um estagio latente caracterizado por um lento crescimento de bradizoitas no interior
de cistos teciduais, localizados principalmente no cérebro e musculo esquelético
(DJURKOVIC-DJAKOVIC et al., 2001). Estes cistos permanecem viaveis
presumivelmente por toda a vida do hospedeiro, controlados principalmente pelos
mecanismos de imunidade celular (HUNTER et al., 1996). Contudo, se o balango
entre as defesas imunes do hospedeiro e o parasita, sofrerem um desequilibrio, uma
nova proliferacéo do parasita pode ocorrer levando a uma reativacéo clinica. Com o
surgimento da AIDS e o uso de terapias imunossupressoras intensas para
tratamento de doencgas malignas ou sistémicas, bem como, no tratamento pré/pos
transplantes de 6rgaos e tecidos, tem-se estabelecido uma populacéo de individuos
imunocomprometidos suscetiveis a reativacdo de patdgenos oportunistas, incluindo
o T. gondii (BERNSTEEN et al., 1999).



2- METODOLOGIA

2.1— Estudo Piloto.

Num primeiro momento foi realizado um estudo piloto para determinar o nimero
maximo de cistos por camundongo, que podem ser inoculados por gavagem, sem
causar a morte espontanea dos animais.

Este estudo consistiu de uma curva de parasitemia com a cepa ME 49, seguindo
metodologia de GRUJI et al.(2005), onde, camundongos estoque com infeccao
cronica por T. gondii estabelecida (mais de 90 dias), foram sacrificados por
deslocamento cervical e tiveram os cérebros retirados, cada cérebro foi macerado
em 1 ml de salina e entdo feita a contagem dos cistos.Para isto, 25 microlitros da
suspensao de cérebro foram colocados numa lamina coberta com laminula e
analisada ao microscopio para contagem dos cistos. O numero total de cistos no
cérebro foi obtido ao multiplicar-se a quantidade encontrada em 100 microlitros por
dez.

Uma vez determinada a quantidade de cistos, estes foram inoculados, via gavagem,
em grupos de 5 camundongos balb-c machos com média de idade de 40 dias, onde
cada grupo recebeu:5, 10, 15, 20 ou 30 cistos por camundongo. Os animais foram
observados diariamente durante 60 dias, objetivando-se saber a maior quantidade
de cistos que promovesse infec¢do crénica, sem causar morte espontanea.

Estes camundongos foram fornecidos pelo biotério do IPTSP-UFG e sacrificados
pelo método de deslocamento cervical apos 60 dias,caso nao ocorra morte
espontanea. Oportunamente, foi retirado o soro para IFl , visando a demonstracao
da real infec¢c@o e seus niveis e reinoculacdo do cérebro para manutencdo da cepa.

2.2- Drogas e regimes imunossupressores:

As drogas imunossupressoras selecionadas séo: Azatioprina, ciclosporina, além de,
acetato de hidrocortisona e dexametasona. Estas drogas, bem como os regimes de
administragao foram selecionados por refletirem os protocolos de tratamento mais
freqlentes usados em transplantes de 6rgaos (BARRY 1992). Soma-se a isto, o fato
dos corticoides permanecerem como tratamento de linha de frente para rejeigéo
aguda e terem sido relacionados com a supressao da imunidade antitoxoplasmica
estabelecida em modelos animais (STAHL et al. 1966; FRENKEI et al. 1975).
Objetivando avaliar a eficacia e possiveis problemas de seu uso como método
preventivo para reagudizacao da infec¢do, um lote de camundongos recebera a
terapia antitoxoplasmica padrao, representada por: Sulfadiazina, Pirimetamina e
Acido félico.

2.3 — Estabelecimento de infeccdo crbnica

Uma vez conhecido o niumero de cistos apropriado para desenvolvimento da
infeccdo crbnica (estudo piloto), camundongos balb-c machos com média de 40
dias, serdo inoculados com cistos da cepa ME 49 de Toxoplasma gondii. Esta cepa
tem sido utilizada com frequéncia quando deseja-se estabeler infec¢céo cronica por
T. gondii ( ARAUJO et al 1992, DJURKOVIC-DJAKOVIC et al.,2001, GRUJI et al,
2005) , por pertencer ao tipo Il, tendo um comportamento cistogénico e estando
relacionada a 65% dos casos de toxoplasmose clinica em pacientes com AIDS



(HOWE AND SIBLEY,1995). Apos 90 dias, considera-se que a infeccdo crbnica ja
esta estabelecida (GRUJI et al, 2005).

Posteriormente, estes camundongos serdo divididos em 2 lotes com 9 grupos de 15
animais cada. No primeiro lote cada grupo sera submetido ao tratamento com uma
droga ou a combinacao de drogas imuonossupressoras usadas em protocolos
estabelecidos para tratamento pos-transplante, seguindo a posologia padrdo. No
segundo lote cada grupo recebera além do tratamento imunossupressor, o
tratamento antitoxoplasmico padrdo. Sendo observada a seguinte disposi¢ao:
Lote.1- GRUPO: A. dexametasona, GRUPO :B. acetato de hidrocortisona, GRUPO:
C. acetato de hidrocortisona + dexametasona, GRUPO: D. azatioprina, GRUPO: E.
ciclosporina, GRUPO:F. azatioprina + acetato de hidrocortisona,
GRUPO:G.azatioprina + dexametasona, GRUPO:H. ciclosporina + dexametasona,
GRUPO: | .ciclosporina + acetato de hidrocortisona.

Lote.2-Grupos submetidos ao tratamento acima com a associagao da terapia
antitoxoplasmica

CONTROLES:Serao dividido em trés lotes

Lote.1- Camundongos infectados e tratados com uma substancia indcua

Lote.2- Camundongos nao infectados e tratados com terapia imunossupressora
Lote.3- Camundongos infectados e tratados com terapia antitoxoplasmica

Os animais serao tratados por aproximadamente 20 dias de acordo com protocolo e
observados por mais 40, posteriormente seréo sacrificados ,tendo os 6rgaos
retirados para analise histopatolégica

2.4 - Observacdo dos animais :

Todos os animais, tratados ou n&o, serdo observados diariamente e no 20° 30° e
40° dia apos inicio do tratamento, sera aleatoriamente retirado um camundongo do
grupo, seu soro e orgaos retirados para respectivos acompanhamentos sorolégico e
histopatoldgico. Aqueles que apresentaram morte antes do final dos experimentos
terdo seus 6rgaos (figado, pulméo e cérebro) retirados para analise histopatologica
no mesmo procedimento dos outros inoculo.

2.5- Estudo soroldgico e histopatoldgico:

O estudo sorologico dos camundongos objetivara a busca de anticorpos
antitoxoplasma das classes lgg e igm, bem como seus respectivos titulos e sera feita
através da Reacédo de Imunofluorescéncia indireta segundo CAMARGO(1973).

Os 6rgaos, por sua vez, serao analisados histopatologicamente, para isto, as
amostras do cérebro,pulméo e figado seréo retirados e armazenados em formol, em
seguida passaram por bateria crescente de alcool para desidratar, seréo,
diafanizados em xilol, impregnados e emblocados em parafina quente.
Posteriormente foram confeccionados cortes com 5 Micrometros de espessura, este
serdo entdo corados com hematoxilina eosina (HE).

Seréo realizados dez cortes histoldégicos do material em cada experimento com o
objetivo de detectar processos histopatolégicos causados pelas drogas ou pelo
parasito.

3- OBJETIVOS:

Visando avaliar a possibilidade de reativacdo da toxoplasmose crénica em modelo
murine, sobre a acdo de medicamentos imunossupressores e suas possiveis
consequéncias,neste trabalho tem-se como objetivos:

- Avaliar o potencial risco de reativacdo da toxoplasmose seguido a administracao
de terapia imunossupressiva



- Identificar,dentro dos esquemas terapicos selecionados, a droga ou combinacéo de
drogas com maior potencial de reativagédo do toxoplasma com uso de cepa com
comprovado potencial cistogénico e de grande incidéncia em infec¢cdes humanas.
-Avaliar a utilidade da terapia antitoxoplasmica padrédo,na prevenc¢ao de possivel
reativacao por consequéncia de terapia imunossupressora.

-Determinar possiveis mudancas no curso natural da infeccao a associada a terapia
imunossupressora.

4- RESULTADOS PRELIMINARES E DISCUSSAO:

Em estudo piloto foi realizada curva de parasitemia com a cepa ME 49 objetivando
determinar a quantidade maxima de cistos inoculados para infeccdo cronica sem
morte do camundongo. Foram inoculados 7, 15, 20 e 30 cistos por gavagem em
grupos de 5 camundongos cada, sendo os camundongos observados por 40 dias.
Nos inoculos de 7, 15 e 20 cistos nao houve morte, no indculo de 30 cistos, houve
morte em 12 dias, mostrando a impossibilidade do uso deste.

O conhecimento do numero maximo de cistos que pode ser inoculado sem causar a
morte espontanea do camundongo € importantissimo quando se deseja estabelecer
um estudo de infeccdo cronica por T. gondii, pois mesmo em uma populacao
iIsogénica de animais existem as respostas individuais a infecgcdo (FERREIRA et al,
2001). SUMYUEN et al(1996) propdée um numero maximo de 18 cistos por
camundongo, enquanto DJURKOVIC-DJAKOVIC et al (2001) propde um numero
limite de 22 cistos. Em nosso estudo o indculo de 20 cistos, foi 0 que apresentou 0
melhor desempenho, visto que permitiu a infeccdo dos animais, obtendo uma taxa
de mortalidade zero.
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