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Resumo:

Infeccdo por Toxoplasma gondii tem elevada prevaléncia mundial, podendo
se manifestar com consideravel gravidade na transmissdo congénita e em
individuos imunocomprometidos, atingindo sistema nervoso central, globo
ocular, com variados desfechos clinicos. As drogas disponiveis atualmente
sdo ineficazes na fase cronica/cistica, e com elevada toxicidade/efeitos
colaterais. E necessario a pesquisa de novos farmacos com atividade contra
o T. gondii, inclusive, com atividade sobre a forma cistica do parasito. Assim
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito in vivo da rosuvastatina na
infeccdo cronica do T. gondii. Camundongos Swiss foram infectados, via
oral, com 25 cistos da cepa ME-49. Decorridos 50 dias, foi retirado sangue
retro orbitario e analisado pelo método de aglutinacdo modificado (MAT),
para em seguida, o tratamento ser iniciado. Os animais foram divididos em
grupos de sete: controles infectados e nao infectados; tratados por 21 dias
com rosuvastatina 10mg/kg/dia; rosuvastatina 40/mg/kg/dia; pirimetamina
(12,5mg/kg) mais sulfadiazina (100mg/Kg). Apoés, foram retirados Orgaos
alvos para analise molecular (PCR) e histolégica. Todos os animais
infectados apresentaram MAT positivo comprovando a infec¢cdo. Foram
visualizados cistos nos animais tratados e n&o tratados, ndo havendo
diferenca entre eles. DNA do T. gondii foi detectado, apés 71 dias de
infecgdo, tanto nos tecidos dos animais nao tratados como tratados com
diferentes esquemas terapéuticos. Os grupos tratados com rosuvastatina
tiveram maior sobrevida, embora esta droga nao interferiu no curso da
infeccdo crbnica. A rosuvastatina ndo foi capaz de atuar sobre os cistos de
T. gondii, in vivo, apesar de ter sido capaz de eliminar taquizoitas in vitro.
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Toxoplasma gondii é provavelmente o protozoario mais difundido entre a
populacdo humana e animal, incluindo aves (HIGA et al. 2014). O Brasil
apresenta frequéncias mais elevadas nos Estados do Sul e do Norte. A
infeccdo se da pela ingestao de cistos teciduais presentes em carnes cruas
ou mal cozidas, ingestédo acidental de oocistos eliminados em fezes de gatos
infectados e dispersos em aguas, frutas e verduras (DUBEY;
SUNDARARAJ, 2006). Também ¢é possivel ocorrer transmissdo vertical
devido a passagem de taquizoitas, via transplacentaria, em gestantes sob
infeccdo aguda (COSTA, 2009). Em relacdo ao tratamento quimioterapico da
toxoplasmose ha varias dificuldades, pois as drogas disponiveis sao
capazes de atuar impedindo a replicagdo dos taquizoitas na fase aguda ou
em reativacdo da fase cronica da infeccdo, ndo sendo suficientemente
eficazes na fase cronica ou cistica. Ademais, sdo drogas que apresentam
toxicidade e efeitos colaterais importantes (DUBEY; SUNDARARAJ, 2006).
O desenvolvimento de novos farmacos € de grande importancia para a
saude humana se forem capazes de destruir a forma cistica intracelular
(EISSA et al. 2015) e eliminar as consequéncias da toxoplasmose ocular e
cerebral. Diversas drogas tém sido testadas experimentalmente, mas poucas
tém dados conclusivos sobre estudos clinicos, laboratoriais, ja que cepas de
T. gondii tem apresentado resisténcia a uma gama de inibidores (EISSA et
al. 2015). Estudos tem demonstrado inibicdo da proliferacéo de taquizoitos in
vitro pelas estatinas, dentre elas a rosuvastatina (SANFELICE et al. 2017).
Porém, seu efeito in vivo ainda ndo foi comprovado. Sendo assim, o objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito anti-T. gondii, in vivo, da rosuvastatina em
associacdo com medicamentos preconizados em esquemas terapéuticos na
fase crbnica da doenca.

Materiais e métodos

Utilizou-se camundongos suicos, fémeas, entre 21 e 25 dias seguindo as
orientacdes éticas da Comissdo de Etica no Uso de animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Maringa (Protocolo n°® 5654290317). Os animais
foram infectados por gavagem, com 25 cistos teciduais da cepa ME49 de T.
gondii. Apos 50 dias os camundongos foram divididos em cinco grupos de
sete animais cada, e tratados por 21 dias, de acordo com 0s seguintes
esquemas (Costa e colaboradores, 2009):

Grupo | — néo infectado, ndo tratado; Grupo Il — infectado e néo tratado;
Grupo lll: Nos dois primeiros dias de tratamento foi administrada uma dose
de ataque de sulfadiazina de 100mg/kg de 12/12 horas, a partir do terceiro
dia foi administrados 50mg/kg de 12/12 horas. A dose de pirimetamina
administrada nos dois primeiros dias foi de 12,5mg/kg de 12/12 horas e nos
demais dias 12,5 mg/kg uma vez ao dia; Grupo IV — Infectado e tratado com
rosuvastatina 10 mg/Kg/dia; Grupo V — infectado e tratado com rosuvastatina
40 mg/Kg/dia.

Apos 21 dias de tratamento, os animais foram autopsiados e retirados
cérebro, musculo, figado e pulmao para analise. Os 6rgaos foram pesados e
divididos em duas partes, sendo uma delas macerada com auxilio de tubo e
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bastdo de vidro, e suspenso em 1,0mL de solugdo salina a 0,9% e
submetidos a PCR com primer B1 para identificacdo do DNA do parasito. Os
demais foram fixados em solugdo de formalina 5% e emblocados em
parafina para a realizacdo de cortes histoldgicos. A avaliacédo histologica foi
realizada em dez campos o6ticos intercalados, para contagem do namero de
cistos e a média de bradizoitas, presenca de focos inflamatorios e alteracdes
teciduais.

Coletou-se sangue retro-orbital no pré-tratamento que foi destinado a
realizacdo do MAT, para confirmar a presenca de IgG anti - T. gondii.

Resultados e Discussao

O teste MAT, como esperado, foi positivo para todos os animais infectados.
A utilizacdo deste teste foi importante para comprovar a infeccdo pelo T.
gondii antes de submeter os animais aos tratamentos. Apos o tratamento
sobreviveram 29/35 animais. A mortalidade de animais foi maior no grupo llI
(sobrevida de 4 animais), provavelmente devido a elevada toxicidade das
drogas sulfadiazina e pirimetamina. Nos demais grupos a sobrevida foi de 6
animais para Gl, Gll e GV, e 7 animais para o grupo G IV, uma vez que a
cepa ME-49 é considerada de viruléncia intermediaria, de caracteristica
cistogénica e cronificacdo da doenca. Foi possivel detectar a presenca de
DNA do parasito tanto no cérebro como pulmé&o, musculo e figado dos
animais dos grupos Il a V, ndo havendo diferenca entre o grupo Il (controle
nao tratado) e os grupos de tratamento com Sulfadiazina+Pirimetamina,
rosuvastatina 10 e 40mg. N&o foi observada presenca de alteracdes
histolégicas nos tecidos, tais como focos inflamatorios e alteracdes
celulares, destacando que o experimento foi desenvolvido em estagio
cronico, finalizando aos 71 dias da infeccdo. Considerando ser estagio
cronico e com o mesmo padrdao de achados entre 0s grupos, como a
presenca de cistos cerebrais tanto no Gll (controle ndo tratado) como nos
grupos submetidos a tratamento, podemos observar que, embora fosse
demonstrada a atividade da rosuvastatina in vitro contra taquizoitos de T.
gondii (cepa RH) (SANFELICE et al. 2017), o mesmo nao foi observado no
experimento in vivo, durante a infec¢ao cronica.

Conclusbes

A presenca do DNA do T. gondii foi detectavel mesmo apos 71 dias de
infeccédo, tanto nos tecidos de camundongos néo tratados e tratados com os
diferentes esquemas de drogas utilizados. O mesmo ocorreu com a
presenca de cistos teciduais, os quais foram observados em todos os grupos
infectados, porém sem reacdo inflamatoria local. Os animais dos grupos
tratados com rosuvastatina tiveram maior sobrevida, embora esta droga néo
interferiu no curso da infecgao cronica.
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