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Efeito de medicamento produzido com cistos Texoplasma gondiiem

camundongos infectados com este protozoario

RESUMO

Comparou-se em ensaio cego, controlado, randomipadsorteio, o efeito de diferentes
diluicdes de bioterapicos de gondii Cinqlienta e seis camundongos macBusss 60 dias,
foram distribuidos em grupos segundo o tratameBi®@T-TG7, BIOT-TG17, BIOT-TG30,
BIOT-TG60, BIOT-TG100, BIOT-TG200, GCInf - grupo mmole infectado tratado com
alcool de cereais-7% @CN - grupo controle n&o infectado e nado trat&k bioterapicos
foram produzidos segundo Farmacopéia Homeopat@silBira, com macerado de cérebro de
camundongos (20 cistoB. gondif10QuL). Os animais receberam tratamento por trés dias
consecutivos antes da infeccdo. Para os grupos -B®7a, BIOT-TG17, BIOT-TG30 E
BIOT-TG60 e GCInf administrou-se 0.1mL/4X/dia, nonpeiro dia e 2X/dia nos demais dias
de tratamento. Para BIOT-TG100 e, BIOT-TG200 fdiastdo 0.1mL/dose Unica/dia. Aos 60
dias os animais foram infectados (20 cistos cepdMIE gondi), via oral. Foram avaliados
parametros clinicos antes, durante a administrdgabioterapico e apos a infeccdo. Foram
realizada fundoscopica e tonometria ocular aosi&$ plos-infeccdo. Sessenta dias apos a
infeccdo foram contados cistos cerebrais e estirnadonero de bradizoitos/cisto. Foi dosado
TGF-f sérico (ELISA). Comparagdo estatistica com o teste de K&lusallis, 5% de
significancia. O namero de bradizoitos por cistmstienor (p< 0.05) para os grupos BIOT-
TG7, BIOT-TG100 e BIOT-TG200 em relacdo ao GCId. nimero de cistos apresentou
tendéncia a diminuicdo em BIOT-TG17 e BIOT-TG200 mtacdo ao GCinf. Durante o
tratamento foram observadas diminui¢cdo do conswrégda (p=0,0392) e racdo (p=0,0225)
nos grupos BIOT-TG30 e BIOT-TG60 e diminuicdo nianglacdo de excretas (p=0,0021)
nos grupos BIOT-TG17, BIOT-TG30 e BIOT-TG60, emagdio ao GCiInf. Houve
mortalidade de um ou dois animais nos grupos BIGI-TBIOT-TG17, BIOT-TG30 e
BIOT-TG60. Apoés a infeccao foram observadas redulgipeso (p<0,01) nos grupos BIOT-
TG7, BIOT-TG17, BIOT-TG30 e BIOT-TG60 e reducdo naantidade de excretas
(p=0.0284) nos grupos BIOT-TG7 e BIOT-TG30. Animaggados com BIOT-TG7 e BIOT-
TG30 apresentaram ascite acentuada e houve uma mortgrupo BIOT-TG200. Na
fundoscopia ocular 80% dos animais do grupo BIOTHI@Gnao apresentaram alteracdes e
20% apresentaram hemorragia sub-retiniana diseneteolta do nervo 6ptico. Na tonometria
ocular assim como nos niveis I&F-4 ndo houve diferenca entre 0os grupos. A comparagao
estatistica e a observacao diaria revelam claraviferenca de efeito entre os bioterapicos.
Os grupos BIOT-TG7, BIOT-TG17, BIOT-TG30 e BIOT-TG6Gpresentam alteracbes
clinicas mais intensas em relacdo ao GCInf. Osogrtgatados com diluicbes maiores BIOT-
TG100 e BIOT-TG200 proporcionaram beneficios mésivos, destacando o BIOT-TG200
como o medicamento de escolha por apresentar adesltmais satifatérios, merecendo
aprofundamento de estudos.

Palavras-chave Toxoplasmoseloxoplasma gondiBioterapico,TGF-£.



Effect of medication produced with cystsTaixoplasma gondin mice infected
with this protozoan

ABSTRACT

We compared the test blind, controlled, randomizgdiraw the effect of different dilutions
of biotherapicT. gondii 56 male miceSwiss,60 days, were divided into groups according to
treatment. BIOT-TG7, BIOT-TG17, BIOT-TG30, BIOT-TG6 BIOT-TG100, BIOT-
TG200, GCInf - infected control group treated watbohol cereals -7% and GCU- uninfected
control group and untreated. The biotherapics wereduced according to Brazilian
Homeopathic Pharmacopoeia, with macerated micen 20 cystsT. gondif10QuL). The
animals were treated for three consecutive days poi infection. For groups BIOT-TG?7,
BIOT-TG17, BIOT-TG30 and BIOT-TG60 and GCinf 0.1MX/dia was administered on the
first day and 2X/day remaining days of treatmemt BIOT-TG100 and BIOT-TG200 was
used only 0.1mL/dose / day. At 60 days the animeadge infected (strain ME49 cysts 20-
Gondii), orally. Clinical parameters were evaluated befaluring and after administration of
biotherapic infection. Tonometry was performed aculundoscopy and at 55 days post-
infection. Sixty days after infection brain cystemn counted and estimated the number of
bradyzoites / cysiT GF-Gwas dosed serum (ELISA). Statistical comparisai wie Kruskal-
wallis, 5% significance level. The number of cyp&s bradyzoites was lower (p <0.05) for
groups BIOT-TG7, BIOT-TG100 and BIOT-TG200 compated>CInf. The number of cysts
tended to decrease in BIOT-TG17 and BIOT-TG200 cmexh to GCInf. During treatment
were observed decrease in water consumption (p039Q) and diet (p = 0.0225) groups
BIOT-TG30 and BIOT-TG60 and decreased excreta dmpp = 0.0021) groups BIOT-
TG17, and BIOT-TG30, BIOT-TG60, relative to GClithere was a mortality rate of one or
two animals in groups BIOT-TG7, BIOT-TG17, BIOT-TG3and BIOT-TG60. After
infection were observed weight reduction (p <0.0ljhe groups BIOT-TG7, BIOT-TG17,
BIOT-TG30 and BIOT-TG60 and reduction in the quigntf excreta (p = 0.0284) in the
groups BIOT-TG7 and BIOT-TG30. Animals treated wiHOT-TG7 and BIOT-TG30
showed marked ascites and there was a death grabe BIOT-TG200. In the ocular fundus
80% of group BIOT-TG100 showed no change and 20% rhdd subretinal hemorrhage
around the optic nerve. In ocular tonometry in lignels of TGF-S there was no difference
between groups. The statistical comparison ang dagervation clearly shows the difference
in effect between biotherapics. The groups BIOT-TBIDT-TG17, BIOT-TG30 and BIOT-
TG60 had clinical more intense compared to GClhie §roups treated with higher dilutions
BIOT-TG100 and BIOT-TG200 provided benefits moréeetive, highlighting the BIOT-
TG200 as the drug of choice for presenting resoitse satisfactory, deserving further
studies.

Keywords ToxoplasmosisToxoplasma gondiBiotherapic,TGF-£.
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CAPITULO |

1.1HISTORICO

O Toxoplasma gondiifoi descoberto no Brasil por Alphonso Splendore0Og)9ao
necropsiar e analisar a morte de coelhos por pmalD parasito recebeu o nome de
Toxoplasma cunicylina ocasido. Simultaneamente, Nicolle, Mancea@0§)L em Tunis,
identificaram o parasito num roeddaZténodactylus gondiioriginario do norte da Africa,
identificando-o comd.eishmania gondiiEm 1909, estes autores constataram que se tratava
de novo protozoario e modificaram o género pavaoplasmaO nome deriva do grego no
gual toxon= arco eplasma= forma, referindo-se ao formato de lua crescentéaduizoito
(DUBEY, BEATTIE; 1988). Levantamentos sobre cadesnfeccéo pofm oxoplasma gondii
tém sido relatados desde entdo. Segundo Pizzi 1@9primeiro caso de toxoplasmose
humana, menino com quadro febril e com esplenonaedal descrito por CASTELLANI,
em 1913. De acordo com OREFICE, BAHIA-OLIVEIRA (&)0 o primeiro caso de
toxoplasmose no Brasil foi descrito por Magarin®2) que relatou o encontro do parasito
em necropsia de um paciente com meningoencefalibeardite e miosite.

Pinkerton, Weinman, em 1940, nos Estados Unidtstaram o re-isolamento do parasito
em adultos. Mas, somente apés o desenvolvimentondeste soroldgico, o classico teste do
corante de Sabin & Feldman, desenvolvido em 194@,efoi possivel demonstrar a alta
prevaléncia da toxoplasmose em todo mundo, o qudrilmoiu imensamente para o
diagndstico laboratorial da toxoplasmose, postdpilo a realizacdo de inquéritos
epidemiolégicos (NEVES et al., 2000). Nos anoscobnpletou-se o conhecimento do ciclo
biolégico desse parasito através da descobertaesiégios sexuais no intestino delgado de
gatos (FRENKEL et al., 1970). Miller et al. (197@)ovaram que o0s Unicos mamiferos
capazes de suportar o ciclo sexuado intestinalamplasma gondie excretar 0os oocistos

sao os felinos, tanto domésticos quanto selvagens.

1.2 TOXOPLASMOSE

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo mumdiasada poiToxoplasma
gondii, um protozodrio apicomplexo intracelular de cide vida heteroxénico, capaz de
infectar uma ampla variedade de vertebrados deusaggente e até 30% da populacdo

mundial humana (TENTER et al2000). O gato doméstico e outros felideos s&o os
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hospedeiros definitivos, e muitas espécies de lwerdes, inclusive o homem, podem servir
como hospedeiros intermediarios. A infeccdo em éaasipos definitivos ou intermediarios
ocorre comumente, mas 0s sinais clinicos sédo (@ABOADA, MERCHANT, 1997). A
toxoplasmose € transmitida principalmente pelo wows de carne crua ou mal cozida
contendo cistos teciduais, mas também potenciabmpela ingestdo de vegetais ou agua
contaminados com oocistos esporulados (TENTER,e2G00).

Em humanos saudaveis, a infeccdo é assintoméaticé0@ dos casos. Em contraste,
em individuos imunossuprimidos, tais como portaslorda AIDS (Sindrome de
imunodeficiéncia adquirida) e pacientes em usoudmiqterapicos ou imunossupressores, a
toxoplasmose aguda causa uma infeccéo potenciantetsi (REMINGTON, McLEOD,
1992; TENTER et al., 2000). Além disso, a toxoplasencongénita pode causar dano fetal
grave, podendo culminar em aborto espontaneo (PEERRet al., 2001). RAVEL 1998
salienta que quando a infeccdo aguda manifesta-g@imeiro trimestre de gravidez, 14%
dos fetos apresentam-se infectados, no segundcece2884derceiro 59%. Para esse autor, 90%
das maes que apresentaram infeccdo aguda duragtavidez eram assintomaticas. A
incidéncia de toxoplasmose aguda na gravidez dar06 a 1,4% (REMINGTON, 1990).

A infeccdo aguda em gestantes pode estar assai@daes fetais que podem variar
de formas subclinicas, morte intra-uterina ou damwsistema nervoso central (SNC) como
calcificacOes cerebrais, hidrocefalia, microcefadiacoriorretinite (REMINGTON et al.,
2001). O recém-nato frequientemente pode apreskeates peso, hepato e esplenomegalia,
quadros de anemia, presenca de plaquetopenia & dantares resultantes de processos
inflamatorios da retina. Criancas aparentementenaisrao nascer podem subseqientemente
desenvolver injarias associadas a toxoplasmose (@BKX et al., 2002). A retinicoroidite
supostamente toxoplasmica € a causa mais comumedie gposterior em varias partes do
mundo, incluindo regides da Europa e Américas daeNe do Sul (HOLLAND, 2003). A
prevaléncia da doenca ocular em pacientes infestpetn T. gondii ainda ndo estd bem
estabelecida, mas sabe-se que o envolvimento oéulamis frequente e mais grave em
neonatos e adultos imunocomprometidos (BOSCH-DRHEES& al., 2002).

Na fase aguda da toxoplasmose, primeiro ocorr@@ugéo de imunoglobulina IgM,
seguida da producdo de imunoglobulina IgG. A irdeccpode também produzir
imunoglobulina IgA, no caso da transmissdo ter sy via oral. Pela técnica de
imunofluorescéncia, os anticorpos IgM podem seados 1 a 2 semanas depois do inicio da
infeccdo, alcancando um pico em 6 a 8 semanasdquamtdo declinam. Titulos baixos

podem persistir por mais de 12 meses. O antic@gkrsiste por toda a vida na maioria dos
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pacientes (GOLDSMITH, 1998). Em funcdo da varieddideopatoldégica e clinica da
infeccdo, as modalidades de diagnéstico devem ifseidciadas em se tratando de uma
reativacdo em individuos imunodeprimidos, de irdeccongénita e neonatal ou infeccao
primaria e infeccdo em individuos imunocompeten{8®ALDING et al., 2003). O
diagnostico pode ser feito pela demonstracdo dasfgar No entanto, a pesquisa pelo exame
direto é dificil e deve, freqliientemente, ser completada por métodos indiretos tais como
inoculagdo em animais de laboratorio, cultura eeldu técnicas sorolégicas (DUBEY,
BEATTIE, 1998).A reacdo déNestedPCR tem sido considerada uma técnica mais sensivel
em relacdo a outros ensaios sorologicos (SAVVALetl890). Esta reacdo tem sido muito
atil, quando os titulos de anticorpos ahtigondii em pacientes imunocomprometidos, forem
baixos ou ausentes ou em pacientes com gamaglopatias, cujos titulos de anticorpos para
T.gondii forem muito altos, mas que podem n&o estar caasasd condicdo clinica
(GARCIA, BRUCKNER, 1997).

1.3 Toxoplasma gondii

T. gondii € um patogeno intracelular obrigatério capaz dectar e se replicar em
qualquer célula nucleada de mamiferos e aves (SQRZE0). O nome do género é derivado
de TOXON palavra grega que significa arco e que se redeferma que o0s taquizoitos
apresentann vitro (SILVA, 2006). OT. gondiipertence ao reino Protista, subreino Protozoa,
filo Apicomplexa, classe Sporozoea, subclasse @eaciordem Eucocciidida, subordem
Eimeriina, familia Sarcocystidea, subfamilia Toxagphatinae, géneifoxoplasmaespécidl.
gondii (MEIRELES, 2001). OT. gondii pode ser encontrado em trés diferentes formas
infectantes: taquizoitos, bradizoitos e oocisto®MOYA, LIESENFELD, 2004).

“Taquizoito” (taqui = rapido), estagio de rapidaltiplicacdo em qualquer célula de
um hospedeiro intermediario e em células epiteliad intestinais dos hospedeiros
definitivos (FRENKEL, 1973). O termo “taquizoitollsstitui o termo “trofozoito” (trophicos
= alimentacdo em grego) que era usado anteriormé&stas formas estdo presentes em
grande quantidade na fase aguda da infeccdo ndomtdas células afetadas, sendo
responsavel pela sintomatologia caracteristicaatamgh. Meireles (2001) descreve que 0s
taquizoitos sdo o0s provaveis responsaveis pelanhiaedo transplacentaria. Os taquizoitos
medem aproximadamente 2 an® e se dividem assexuadamente no interior da cédmla
hospedeiro por sucessivas endodiogenias, uma fdemmaproducdo especializada onde duas

células-filhas se formam no interior da célula-mg@e se rompe e libera a progénie, a qual
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cresce atingindo o tamanho adulto e repete o psoces célula do hospedeiro se rompe
guando ndo suporta mais o0 aumento do numero dézddtps. As taxas de invasao e
crescimento variam dependendo da cepd.dgondiie o tipo de célula hospedeira (DUBEY
et al, 1998).

Os bradizoitosh{rady = lento) sdo morfologicamente semelhantes aoszafas, mas
possuem uma replicacio lenta. E a forma de resiatéo T.gondiinos tecidos, encontrada
durante a fase crénica da infeccdo (FRENKEL, 19#3jais delgado e mede cerca den¥
de comprimento por 1,mm de largura. S&o encontrados no interior dos<igciduais, cujo
tamanho varia de 10-1Q0n. DUBEY et al., (1998) relatam que cistos graru@dem conter
até 3000 bradizoitos que se dividem lentamenteepdodiogenia. Os cistos teciduais sao
caracteristicos da fase cronica da toxoplasmoseg,po@dem ocasionalmente ser encontrados
na fase inicial da infec¢cdo (comecam a se form@ie ensexto e o oitavo dia de infeccdo). Em
estados de imunossupressao, 0s cistos teciduaisnggem e 0s parasitos se proliferam
rapidamente. Os cistos teciduais representam unp@riamnte forma de transmissao da
toxoplasmose ja que persistem ao longo da vidaewdos dos animais infectados e podem
ser ingeridos por carnivoros, incluindo os humakssa forma é resistente a digestao péptica
e sobrevivem varias horas ap0s a exposicao as anzigestivas (DUBEY et al.,1998). Apos
a ingestao, a parede do cisto é rompida liberamddiznitos viaveis, capazes de invadir o
trato digestivo do hospedeiro (OREFICE, BAHIA-OLIWAA, 2005).

Ja o oocisto representa o estagio mais resistente gbndij por possuir uma parede
dupla bastante resistente as condi¢cbes ambieDEBEY et al., 1998). S&o produzidos nas
células intestinais de felideos ndo imunes, e Bidos imaturos juntamente com as fezes
(FRENKEL et al., 1970; MILLER et al., 1972). Os &os medem 10 x 13 pm e possuem
em seu interior dois esporocistos (6 x 8 um), @sgoontém quatro esporozoitos cada (2 x 8
um) (FRENKEL et al., 1970). O oocisto esporuladaotém oito esporozoitos e é a forma
madura e infectante do oocisto, que sob condighesdveis, pode permanecer infectivo por
mais de um ano (OREFICE, BAHIA-OLIVEIRA, 2005).

1.4 EPIDEMIOLOGIA

A soroprevaléncia mundial dessa infeccdo em humaénmdativamente alta, podendo
alcancar taxa de até 90% em algumas regides (SOBRAL, 2005). Dubey (2004) destaca
gue a toxoplasmose ocorre em milhdes de pessoasindo inteiro, sendo que a prevaléncia

da infeccdo humana, na maioria dos paises, es40% e 50% e no Brasil essa taxa pode
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chegar até 80%, dependendo da area estudada. Paréimeqiéncia da infeccdo é
extremamente variavel nas diferentes regides doefda Esta variabilidade esta ligada a
diversos fatores, tais como padrbes culturais daulpgdo, habitos alimentares, idade,
procedéncia rural ou urbana, entre outros (AMENCRXckt al. 1999, SPALDING et al.
2005).

A incidéncia de infecg&o pré-natal pode variar de120 em 10.000 nascimentos, sendo
que a soro prevaléncia entre mulheres em idadedéde variar de 4 a 85% (TENTER et al.,
2000). Estima-se um custo anual acima de cincodeslhde ddlares com tratamentos de
criangas congenitamente infectadas nos Estado8/(HRENKEL, 1990; GUERINA et al.,
1994). A prevaléncia de lesdes oculares no Béab#stante variavel de acordo com a area
estudada. Em estudantes da Cidade de Natal (RNgvaléncia encontrada foi de 1,2%, ja
em Erichim no sul do Brasil foi de 17,7%. (GARCIA&a., 2004). Um dos maiores surtos de
toxoplasmose ocorreu no Brasil, em Santa IsabélalePR, onde, aparentemente, uma Unica
gata com seus filhotes contaminaram o manancialgda da cidade, o que levou a infec¢do
de mais de 500 pessoas com todas as consequéadagmnta, ou seja, formas congénitas e
oculares (NAVARRO, 2002; DUBEY et al., 2004).

1.5. TRATAMENTO

Ha aproximadamente 30 anos, intervencdes terap8utiém sido usadas no
tratamento da toxoplasmose aguda (DEROUIN 200l)es&p do tratamento conseguir
controlar as formas de rapida proliferacdo, nastexmenhuma droga capaz de eliminar os
cistos teciduais latentes em humanos e animaissguaantém viaveis por longo periodo,
podendo reativar a infeccdo (BEAMAN et al. 1992).

O tratamento antiparasitario durante a gravidez peduzir a transmisséo ou sequelas
no feto, por isso, € muito importante identificaslc@encga o mais cedo possivel (FULON et al.
1999). A toxoplasmose congénita € assintomaticanasria das criangas ao nascer. No
entanto, se ndo diagnosticada e nao tratada, tpadeeas criancas infectadas irdo desenvolver
deficiéncias visuais ou neurolégicas na idade adbicAULEY et al. 1994). As gestantes
que apresentarem suspeita de infeccaolpgondiiadquirida durante a gestacdo devem ser
imediatamente tratadas com espiramicina que é tnaide para prevenir a transmissaoTdo
gondii da méae para o feto (THIEBAUT, 2007). A etapa setguidevera ser investigar a
infeccdo do feto pelo protozoario. Se a infeccampsmica fetal for confirmada, ou nas

infec¢des adquiridas nas fases mais tardias daggesf{quando a taxa de transmissdo materna
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fetal é mais alta), o tratamento especifico da odm pirimetamina, sulfadiazina e &cido
folinico devera ser considerado (MONTOYA, REMINGT(2008).

Ja os pacientes imunocompetentes habitualmentdra&@mos quando apresentam
sintomatologia extensa e prolongadas ou com congiorento ocular ou visceral
significativo (AMATO NETO et al. 1995). Uma novaodla promissora no tratamento da
toxoplasmose é o Atovaquone. Estudos experimesiigisrem que essa droga tem um efeito

parcial contra cistos teciduais, assim como aamitina (PETERSEN, 2007).

1.6 JUSTIFICATIVA

A busca de um medicamento eficaz, com auséncidai®se colaterais e de baixo
custo, torna-se essencial na prevencao ou dimmuieaddanos da toxoplasmose. As gestantes
destacam-se como o grupo de maior risco nestacébedevido a possibilidade de infeccao
congénita do feto com conseqiiéncias que podem \amvalém do aborto, uma série de
outras sequelas graves. As lesdes oculares camstituma das principais complicagcdes de
individuos infectados congenitamente ou apdés oimasto. Todas estas caracteristicas
oneram psicoldgica, social e economicamente n&\da dos individuos infectados, como
sobrecarregam o sistema de saude, com alto custieigigfo e acompanhamento, por tempos
prolongados (ALMEIDA, et al., 2008).

A necessidade de um tratamento preventivo préajestd reveste-se de grande
importancia. Os bioterapicos (FARMACOPEIA HOMEOPA&RN BRASILEIRA, 2011),
medicamentos produzidos a partir do progriogondii podem constituir-se em importante
estratégia de prevencao, garantindo uma abordaggurese de baixo custo para infecgdes.
Tém sido bastante utilizados como alternativa pagafrentamento de diversos problemas de
saude publica, principalmente em medicina vetaan@L_MEIDA, et al., 2008). No entanto,
até quanto nos sabemos, pouco se conhece sobitos de diferentes diluicdes e esquemas
para sua utilizagcdo. O encontro de um medicamgaécontrole a infeccdo experimental
pelo T. gondij além de constituir esperanca para o tratamentoxdplasmose, contribuird

para o entendimento do mecanismo de acdo de médgalira ou altamente diluidas.

16



1.7 OBJETIVOS

GERAL
Avaliar o efeito de medicamento produzido com aistde Toxoplasma gondiiem

camundongos infectados com este protozoario

ESPECIFICOS

Avaliar:

1) Parametros clinicos: Mensuragdes da variagdo dm pEsaperatura, consumo de agua
e racdo, quantidade de excretas, aspecto do ecta das fezes, cor dos olhos,
circunferéncia abdominal e mortalidade;

2) Parametros parasitologicos: Contagem de cistobregsee estimativa de bradizoitos
por cistos;

3) Parametros de fundoscopia e tonometria ocular: igendlindoscopica e afericdo da
presséo intra-ocular (P10);

4) Parametros imunologicos: DosagemIld&:--£.
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Resuma Comparou-se em ensaio cego, controlado, randdmipar sorteio, o efeito de
diferentes diluicbes de bioterdpicos @e gondii Cinquenta e seis camundongos machos,
Swiss 60 dias, foram distribuidos em grupos segundatarnento: BIOT-TG7, BIOT-TG17,
BIOT-TG30, BIOT-TG60, BIOT-TG100, BIOT-TG200, GCInf grupo controle infectado
tratado com alcool de cereais-7%€N - grupo controle ndo infectado e nao tratéa®.
bioterapicos foram produzidos segundo Farmacopéiaddpatica Brasileira, com macerado
de cérebro de camundongos (20 cisfogiondii100uL). Os animais receberam tratamento
por trés dias consecutivos antes da infecc¢do. dzagaupos BIOT-TG7, BIOT-TG17, BIOT-
TG30 E BIOT-TG60 e GCinf administrou-se 0.1mL/4X/dno primeiro dia e 2X/dia nos
demais dias de tratamento. Para BIOT-TG100 e, BIGPOO foi utilizado 0.1mL/dose
Unica/dia. Aos 60 dias os animais foram infectg@@scistos cepa ME49- gondi), via oral.
Foram avaliados parametros clinicos antes, dum@t@ministracdo do bioterapico e apos a
infeccdo. Foram realizadas fundoscopia e tonometdalar aos 55 dias pos-infecgao.
Sessenta dias apos a infecgcdo foram contados astebrais e estimado o numero de
bradizoitos/cisto. Foi dosaddGF-4 sérico(ELISA). Comparacao estatistica com o teste de
Kruskatwallis, 5% de significancia. O numero de bradizeipor cistos foi menor (p< 0.05)
para os grupos BIOT-TG7, BIOT-TG100 e BIOT-TG200 retacédo ao GCInf. O numero de
cistos apresentou tendéncia a diminuicdo em BIOT#T@ BIOT-TG200 em relacdo ao
GClInf. Durante o tratamento foram observadas dimp@mido consumo de agua (p=0,0392) e
racdo (p=0,0225) nos grupos BIOT-TG30 e BIOT-TG6diminuicdo na eliminacdo de
excretas (p=0,0021) nos grupos BIOT-TG17, BIOT-TGB8®IOT-TG60, em relacdo ao
GClinf. Houve mortalidade de um ou dois animais gagpos BIOT-TG7, BIOT-TG17,
BIOT-TG30 e BIOT-TG60. Apds a infeccdo foram obselas reducdo de peso (p<0,01) nos
grupos BIOT-TG7, BIOT-TG17, BIOT-TG30 e BIOT-TG60reducdo na quantidade de
excretas (p=0.0284) nos grupos BIOT-TG7 e BIOT-TG®@imais tratados com BIOT-TG7

e BIOT-TG30 apresentaram ascite acentuada e hougemorte no grupo BIOT-TG200. Na
fundoscopia ocular, 80% dos animais do grupo BIGIEIO ndo apresentaram alteracoes e
20% apresentaram hemorragia sub-retiniana disenetaolta do nervo Optico. Na tonometria
ocular assim como nos niveis 84&F-£ ndo houve diferenca entre os grupos. A comparacao
estatistica e a observacao diaria revelam clarartbfgrenca de efeito entre os bioterapicos.
Os grupos BIOT-TG7, BIOT-TG17, BIOT-TG30 e BIOT-TG6Gpresentam alteracbes
clinicas mais intensas em relacdo ao GCInf. Osaggrtgatados com diluicbes maiores BIOT-
TG100 e BIOT-TG200 proporcionaram beneficios méasivos, destacando o BIOT-TG200
como o medicamento de escolha por apresentar adesltmais satisfatorios, merecendo
aprofundamento de estudos.

Palavras-chave Toxoplasmoseloxoplasma gondiBioterapico,TGF-£.

Introducao

A toxoplasmose é uma zoonose causada petoplasma gondiiparasito intracelular
obrigatério com ampla distribuicdo geografica a altevaléncia sorolégica mundial (Oréfice
2005).

Os felideos silvestres ou domésticos sdo os hospsdiefinitivos e neles o parasito
realiza ciclo sexuado com multiplicacdo enterodiplteque culmina com producéo e
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eliminacdo de oocistos nas fezes, contaminandoio ambiente. Estes oocistos tornam-se
infectantes apos esporulacdo em até cinco dias;omticOes favoraveis (Dubey 1977). Os
hospedeiros intermediarios sdo animais homeotésnmotuindo o homem.

A infeccdo dos hospedeiros definitivos e intermeolsaporT. gondiipode dar-se por
via oral com ingestdo de oocistos eliminados nassfele felideos; pela ingestdo de cistos em
tecidos de hospedeiros intermediarios que servoamo alimento; e por via uterina pela
transmissao transplacentaria de taquizoitos. Tampeéde ser transmitido via produtos
sanguineos, transplantes de 6rgaos, ou pela ingdstdaquizoitos em leite caprino nao
pasteurizado (Tenter 1999).

Além da sua importancia em seres humanos, a irdemdgénita peld. gondiipode
causar aborto em varias espécies, sejam domésiicas cies e gatos e de animais de
producdo como ovinos, suinos e caprinos. Aléem geas econdmico e de saude publica
humano/animal, o estudo da toxoplasmose em moeéeglzsrimentais tem a importancia no
conhecimento da imunopatologia da infeccdo congémid diagnodstico, nos ensaios de
vacinas e estudos terapéuticos (Velge-Roussel 20@0).

A toxoplasmose pode produzir encefalite, abortaosgrmneumonia, enterite, miosite
e ocasionalmente, coriorretinite, frequentemense@ada a uveite tanto em seres humanos
como em espécies de animais (Helley 1970). Slogarkb al. 1999, revelaram em caprinos
alto indice de abortos, nascimento de crias fracadta prevaléncia de anticorpos anti-
gondii. Estes autores observaram aumento de 9,4% em [&24 60,5% em 1996 na
prevaléncia de animais positivos, acompanhado msordens reprodutivas. Dados de
Williams et al. 2005, revelam altos niveis de traissao congénita pelb. gondiiem ovinos,
com 47-48% das gestacdes afetadas.

Em suinos tém se verificado casos de pneumonizfaite e aborto causando

prejuizos econdmicos para as regifes que desenvavsuinocultura (Tenter et al. 2000).
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Além dos aspectos relacionados a sanidade anien-sk levar em consideracao o aspecto
zoonotico da toxoplasmose.

A busca de um medicamento eficaz, com auséncideai®s colaterais e de baixo
custo torna-se essencial na prevencdo ou diminudgodanos da toxoplasmose com
consequente reducao de prejuizos econdmicos e ciamerSe somado a estas caracteristicas
o medicamento estiver incluido na relacdo das &nbssis liberadas para producdo organica
na agropecuaria, agregar-se-ia valor aos rebantaiadds com estas substancias. A
homeopatia é considerada uma ciéncia que podepleada a todos 0s seres vivos, seja
humano, animais domésticos ou silvestres, sejataisgeu microrganismos (Rossi et al.
2004). No Brasil, os preparados homeopaticos fornsiderados insumos agricolas
organicepelo Ministério da Agricultura e do Abastecimerdgn) maio de 1999 (Brasil 1999).

Uma das modalidades da homeopatia é a isopatsoterapia. Nela os medicamentos
sdo denominados bioterapicos ou nosodios, queesamdds como formulacdes preparadas a
partir de produtos biolégicos, quimicamente inddfis, tais como secregbes, excrecoes,
tecidos e 6rgdos patologicos ou ndo, bem como rng@nismos causadores de infecgdes
(Farmacopéia Homeopatica Brasileira 2011). Sabens#o pouco sobre os efeitos destes
medicamentos sobre a infeccdo porgondii Tanto quanto nos foi possivel pesquisar, um
anico trabalho esta disponivel (Leon et al. 19N@ste Unico artigo, como ndo houve
diferencas nas lesbes entre os grupos, o critéitivado para avaliagdo e comparacéo foi a
mortalidade. O bioterapico deoxoplasmaD30 apresentou resultados favoraveis em relacdo
ao grupo-controle para os grupos tratados antedetzxao e tratados em fase aguda. Quando
utilizado em animais infectados com cepa diferelateitilizada no preparo do medicamento,
o bioterapicoToxoplasmaD30 ndo apresentou o beneficio esperado. Estd#adsuevou os
autores a concluir que para efetiva acédo, deverspre utilizar para preparo do bioterapico a

mesma cepa utilizada para a infeccdo. Fica clamajutilizacdo de medicagdo altamente
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diluida pode oferecer beneficios no enfrentameratakoplasmose, mas outros estudos
devem ser realizados.

Assim, o objetivo deste trabalho foi comparar oitefele diferentes diluicbes de
bioterapico del. gondij considerando parametros clinicos, parasitologiofialmoscopicos,

e imunoldgicos em camundongos inoculados com @poatio.

Material e Métodos
Delineamento experimental

O experimento foi realizado como ensaio cego, otado, randomizado por sorteio
realizado em duplicata.
Animais

Em cada repeticdo foram utilizados 56 camundo@yaiss machos, com 60 dias de
idade, provenientes do biotério central da Unidade Estadual de Maringa. Os animais
chegaram ao biotério setorial de experimentac@®adasitologia com 21 dias e passaram por
um periodo de adaptacdo ao ambiente de 31 dia® abécio do experimento. Foram
acondicionados em caixas de polipropileno (dimersEbx 344 x 168mm), tampadas com
grade zincada com depressdo central para depod&cdacdo e para garrafa de agua. As
caixas permaneceram em biotério climatizado (teatpex entre 21 e 23°C) com ciclo
claro/escuro de 12 horas. Receberam agua e rag&dalCr-1° da Nuvitaf) ad libitum.
Infecgéo

A infeccao foi realizada por via oral, com 20 cssteciduais da cepa ME49 de
gondii. Estes foram obtidos de macerado de cérebrosmdancingos infectados, segundo
protocolo de Dubey & Beattie (1988). A cepa ME48assificada pela analise do gene SAG-
2 como pertencentes ao genotipo Il (Silva et 80520

Deteccéo de anticorpos anti. gondii
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Para assegurar a utilizacdo de animais sem infatg@iwal peloT. gondii antes do
experimento e confirmar a infeccdo com a cepa M&@&s infeccdo, foram pesquisados
anticorpos séricos 1gG anfigondii pelo método de aglutinacéo direta. O sangue iosags
foi coletado por puncédo do plexo venoso do seio retbital (Hedrich & Bullock 2004) aos
34 dias de idade e 60 dias ap6s a infeccdo pordpuimgra cardiaca. Foram considerados
positivos, resultados com titulo acima de 25 dedmcaom Desmonts & Remington 1980.
Somente animais com resultados negativos antewfdecéo e positivos 60 dias apos a
inoculacéo foram incluidos neste estudo.

Bioterapico deT. gondii (BIOT-TG)

Os bioterapicos foram produzidos com macerado debo® de camundongos
infectados (20 cisto§. gondif10QuL-média de 242 bradizoitos/cisto), preparado segund
Farmacopéia Homeopatica Brasileira 2011, em cajeluxo laminar. Foi realizada analise
microbiolégica na matriz homeopatica e na agua ilddat usada no preparo dos
medicamentos, no Laboratério de Microbiologia daversidade Estadual de Maringa, com
resultados negativos para unidades formadoras|daias por mililitro, conforme (RDC n °
67).

Grupos experimentais e tratamento

Foram constituidos 8 grupos com 7 animais cadaadtis aleatoriamente e de forma
gue as médias de peso corporal dos grupos nadssiar estatisticamente. Os grupos foram
distribuidos de acordo com o tratamento. Um gruptrole ndo tratado e nao infectado foi
utilizado como controle n&o tratado, ndo infectadocomparagdo de citocinas e alteragbes
oculares.

Grupos:

- BIOT-TG7: tratado com o bioterapico de gondii na dinamizacd@DH (diluicdo de

1:10);
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- BIOT-TG17 tratado com o bioterapico de gondiil7DH (diluicdo1:10"");

- BIOT-TG30 tratado com o bioterapico de gondii30DH (diluicdo 1:16%;

- BIOT-TG60 tratado com o bioterapico de gondii60ODH (diluicdo 1:16%;

- BIOT-TG100 tratado com o bioterapico de gondii100DH (diluicao 1:18%);

- BIOT-TG200 tratado com o bioterapico de gondii200DH (diluicao 1:16%);

- GClInf - grupo controle infectado tratado com alcool deas-7%;

- GCN - grupo controle nao infectado e néo tratado.

Os animais receberam tratamento por trés dias coiiges antes da infeccdo. Para os grupos
BIOT-TG7, BIOT-TG17, BIOT-TG30, BIOT-TG60 e GCinfesquema foi 0,1mL/4X/dia, no
primeiro dia e 2X/dia nos demais dias de tratameRgwa BIOT-TG100, BIOT-TG200 foi
utilizado 0,1mL/dose uUnica/dia durante todo o tregato por se tratar de alta dinamizacao.
Segundo Julian 1983 dinamizacdes baixas teriantosfebbre "estruturas”, consistindo em
uma "terapia de substituicdo”. Dinamizacbes métkaam efeito de regulacdo sobre as
cadeias funcionais e bioquimicas. Dinamizagfes &ftaam efeito de "informacgéo" sobre o
sistema em questao.

Parametros analisados

Todos os animais foram avaliados clinicamente darajuatro dias consecutivos
imediatamente antes do inicio do tratamento (58t de idade), durante a administracéo do
bioterapico (57-59 dias de idade) e apds 18-21akanfeccdo. Foram avaliados os seguintes

parametros:

Peso —expresso em grama, foi avaliado individualmentebatanca BEL®Temperatura-
expressa em grau centigrado, foi medida individeats na regido anterior da coxa traseira
esquerda (menor quantidade de pélos) utilizando&meetro Icel, modelo TD-920.0387.
Consumo de agua e racde expressos em mililitro e grama, respectivamefiam

avaliados coletivamente, considerando o valor ahioferecido ao grupo subtraido do valor
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medido apos um dia de consumo. O valor obtido faddio pelo nimero de animais para
estimar os valores individuaiQuantidade de excretasexpresso em grama, foi obtido pela
pesagem da forracdo das gaiolas antes do usoidabti@ valor da pesagem obtido apdés um
dia de uso. Foi considerado fezes e urina conjwusmiéen Toda a forracdo limpa a ser utilizada
era seca em estufa, pesada e embalada em sadisoplédsladosCor dos olhos foram
avaliados visualmente e classificados em VB: venmélrilhante (+), VR: vermelho rosado
(++) e VE: vermelho escuro (+++Aspecto do pélo- foram avaliados visualmente e
classificados em normal (+), pouco ericado (++jcaglo (+++), muito ericado (++++) e
muitissimo ericado (+++++Aspecto das fezesferam avaliadas visualmente e classificadas
em normal (+), ndo consistentes (++) e diarréicas+). Circunferéncia abdominal —
expressa em centimetros, avaliado semanalmenteai®sdia apos a infeccéo, foi mesurado
a regidao abdominal de cada animal com o auxilibadde barbanteMortalidade — expressa
em porcentagem acumulada no final do experimeot@anfalisada e anotada diariamente.
Exame de fundo de olho (Fundoscopia)Realizada aos 55 dias apods a infec¢do. Para
fundoscopia os animais foram contidos manualmeatefipacdo através da pele da regido
cervical dorsal, e instilada uma gota de tropicamitto (GENOM - Divisdo de
Medicamentos Oftalmicos da UNIAO QUIMICA NACIONAL/S. Embu-Guagu — S&o
Paulo, Brasil.) em cada olho para midriase. Apdésrfutos os animais foram contidos
novamente para exame de oftalmoscopia direta canelye PANOPTIC (Welch Allyn. Belo
Horizonte - Minas Gerais, Brasil). A fundoscopiaciou-se pelo olho direito. Foram
observadas a superficie e os componentes da egtirthoptria +5 em busca de evidéncias de
alteracdes, tais como processos inflamatérios, asdemeovascularizacdes, hiperreflexia,
papiledema ou sinais de degeneracdo. Sinais queripodestar ligadas a infeccdo plar

gondii, e serem caracterizados como toxoplasmose odiddos os exames foram realizados
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por um unico examinador, médico veterinario, conpeencia e treinamento em
oftalmologia veterinaria e experimental.

Tonometria —A afericdo da presséao intra-ocular (PlIO) deu-savéas de contencéo
manual dos animais e dessensibilizacdo da sugedttilar através da instilacdo de uma gota
de colirio anestésico a base de hidrocloreto deapagaina 0,5% (ALCON - Laboratérios do
Brasil Ltda., S&o Paulo, SP). O equipamento utlizpara mensuracao foi o TONO-PEN XL,
tondbmetro de aplanacao digital. Foram tomadas quaédidas de cada olho sequencialmente
e observou a média entre elas apresentada peloigeguipamento. O procedimento foi
repetido trés vezes para cada olho, iniciando-de pko direito para padronizacdo da
técnica.

Contagem de cistos cerebrais e de bradizoitos/cigtos 60 dias de pos-infec¢céo, 0s
camundongos foram submetidos a eutanasia com destoto cranio-cervical apos
aprofundamento anestésico com vapor de halotan@$\at al. 2007). O cérebro foi retirado
da caixa craniana e macerado com grau e pistildauessuspendido em 1,0 mL de solucdo
salina 0,9%. Deste volume foram examinados 25 file éamina e laminula em microscopio
Optico para contagem dos cistos teciduais, a freiSob determinado o nimero médio de
cistos = desvio padrao por mililitro de maceradoapeada animal. A partir deste material
foram confeccionados esfregagcos, corados com Gigmasa estimativa do numero de
bradizoitos por cisto. Foram contados os bradigad todos os cistos presentes na lamina
para cada animal. O namero de cistos e bradizédi@sn expressos em média + desvio
padrao.

Dosagem de Fator de crescimento e transformacad@i@GF-f) — O TGF-£é uma
citocina chave regulatoria ligada a regulacédo danmpatologia (Gaddi & Yap 2007). Para
avaliacdo da concentracao sérica da citocina atilse a técnica de ELISA (Enzyme Linked

Immune Sorbent Assay) de captura, com pares deogmhs da R&D system Ific
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(Minneapolis-USA). A técnica foi desenvolvida deoatd com o protocolo fornecido pelo
fabricante. O soro foi obtido por puncéo cardiaparenaneceu estocado a‘°@®m aliquotas
de 100uL por 07 meses, do sacrificio dos animais até le&zegdo da técnica. A concentracao
da citocina foi determinada com referéncia a cysedrdo obtida com citocina murina
recombinanteOs resultados foram expressos em ng/mL.
Analise estatistica

Os parametros avaliados foram comparados entreupog utilizando o programa
BioEstat 5.0(Manaus-Brasil) com o teste Kruskal-Wallis com % significancia. Foi

realizada estatistica de efeito (site http://wwwsuedu/~Ibeckeyy utilizando-se o testeffect

size calculatorsverificando-se a intensidade do efeito de cadandiacdo em relacdo ao
grupo controle infectado. O efeito foi considergmmueno quando foi observado resultado
menor ou igual a 0,2. Médio quando foi observadwoiltado menor ou igual a 0,5 e grande
guando foi observado resultado menor ou igual a 0,8
Etica

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité tieaEem Pesquisa Envolvendo

Experimentacdo Animal da Universidade Estadual deardéa, Parecer n°. 109/2011.

Resultados

Quanto a avaliacao clinica, antes da administragabioterapico ndo foi observada
diferenca entre os grupos, para variagdo de pesgperatura, consumo de agua, consumo de
racao, excretas e mortalidade, avaliados enquanaaimais estavam sadios (53-56 dias).

Durante a administracdo do bioterapico (Tabela al)observada diminuicdo do
consumo de &gua (p=0,0392) e diminuicdo na qualdidie racdo (p=0,0225) nos grupos
BIOT-TG30 e BIOT-TG60, e redugéo na eliminacéo xigetas (p=0,0021) para animais dos
grupos BIOT-TG17, BIOT-TG30 e BIOT-TG60, em relacdo GCinf. Para os demais

parametros ndo foram observadas diferencas engripss. Foi registrada a morte de um ou
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dois animais nos grupos BIOT-TG7, BIOT-TG17, BIOGJ0, BIOT-TG60, com estdbmago
e intestinos distendidos, repletos de ar e concéspemorragico. Apos a infeccao (Tabela 2)
foi observado reducéo na quantidade de excretds(p84) nos grupos BIOT-TGY BIOT-
TG30. Néao foi observada diferenca na evolucdo dpeéeatura. No entanto, observou-se
hipotermia no 18°. dia de infec¢do (p=0,005) enosodls grupos tratados com bioterapicos.
N&o foram observadas diferencas para a variacd@pedm, consumo de agua, racao,
circunferéncia abdominal, cor dos olhos, aspectogpélo e das fezes para os diferentes
grupos. Camundongos tratados com BIOT-TG7 e BIOBO @oresentaram ascite acentuada

e houve uma morte no grupo tratado com BIOT-TG200.
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Tabela 1. Parametros clinicos avaliados em camundgos Swiss 57-59 dias sadios, durante a
administracdo do bioterapico deT. gondii para os diferentes grupos experimentais. Os valoseestdo
expressos como média + desvio-padrao.

Pardmetros BICT- BICT- EBIOT- EIOT- RBICT- EIOT- OCInf
TG7 T3F17 T &30 TGa0 TG00 TG00

Vaiacho didria | -1,26£058 -0582031 0494131 -1924298 1044037 -0984133 -098+1,19
de Peso (g)

Temperatura(°C) | 31,57+0,73 31,561,568 32,23t1,63 31,354¢1,07 31,92¢0,89 31,82+¢1,06 31,72+0,77
Consumo de | 8804214 8934499 448128  423+156 898141 8352221  9.75:1 96
agua (ml)

Consumo de | 6,08£0,68 565£168  468+136 430188 748119 485127 678£098
ragéo (g)

Excretas (8) | 3,18£040 258083 2204065 2284114 5904039 4454053  470+136

Mortalidade (14,3 277(28,8) 17014,3)  107(14,3) )] Q70 )
Win (%)

N=rmmero de mortes. n=nlmero total de animats no grupo

Tabela 2. Pardmetros clinicos avaliados em camundgos Swisstratados, com 18-21 dias de infeccdo com
cistos da cepa ME49 d&.gondii Os valores estdo expressos como média + desviahda.

Parfm etros BIOT- BIOT- BIOT- BICT- BIOT- BIOT-  QCInf
TGY T317 T30 TG&0 TG00 TG200
Watiacio didgria | -002£031  -0.34+028  -045+046 027054 -0,11+043  0,17+0,77  -0,70+1,26
de Peso (g)
Temperatura(®C) | 31,1340,96  30,80+¢0,97 30,80+1,22 30,67+1,00 31,36+0,72 3114081 31,890,146
Consumo de | 6,88£1,25 10312508 1244+521 1133034 1118323 11504045 1071097
agua (L)
Consumne de | 6994130 7774198 77270 TO05£169  B346L1 467 843+124  T45+£109
ragdo (g)
Excretas (5) | 2,14£107  428£194 2444109 486147 4054152 4162070 497178
Circunferéncia
asbdominal (o) | 10,6£034 1092031  10,64038  10,6£0,25 1094052 1114034 1104035
Mortalidade )] EET)] )] LT a0 1570143} 070
Min(%)

N=mimero de mortes. n=rnimero total de animais no grupo
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Na tonometria, ndo houve diferenca significativireelo grupo controle e os demais
grupos. Sendo que a pressao (expressos em idésido-padrdo) observada para 0s
diferentes grupos foi: GCN (1G&80mmHg, GCinf (8,23,8mmHg, BIOT-TG7
(5,0t1,0mmHg), BIOT-TG17 (74 0,9mmHg), BIOT-TG30 (98 4,5mmHg), BIOT-TG60
(5,0t 0,9mmHg), BIOT-TG100 (8:65,2mmHg) e BIOT-TG200 (8102,6 mmHg).

Com relacdo a fundoscopia ocular (Tabela 3), wenfise que 80% dos animais do
grupo BIOT-TG100 ndo apresentaram alteracbes e dPPésentaram hemorragia sub-
retiniana discreta em volta do nervo 6ptico. NopgriBIOT-TG200, 50% dos animais
apresentou hemorragia discreta e 50% sem altera€degrupo BIOT-TG7 apresentou
16,66% dos animais com uveite severa. O grupo BIGBO apresentou 33,3% de uveite
severa e 33,3% de hemorragia intensa. Enquantouo g&CInf mostrou 57,14% sem

alteracOes e 42,86% hemorragia discreta.

Tabela 3. Alteragtes fundoscdpicas observadas nagedentes grupos apoés 55 dias de infeccdo com

cistos deT.gondij cepa ME49.

Pardmetros | BIOT- EBIOT- BIOT- BIOT- ERBIOT- EBIOT- GCInf GCHN
TG? TG17 TG30 TGHED TG100 TG200
Hemorragia* 0 25 | 40 20 50 42 86 |
Discreta
(%)
Hemorragia* i 0 333 0 0 0 i 0
Intensa
(%)
TTveite 16,66 I 333 i I i 0 0
Severa
(¥a)
Dem
AlterapGes 23,33 75 50 fil a0 a0 57,14 100
(%)

*3ub-retiniana em volta do nervo dptico
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N&o foi encontrada diferenca estatistica no nurderoistos teciduais de gondiino
cérebro entre os grupos (Figura 1). No entantoliservada tendéncia a diminuicédo de cistos
nos grupos BIOT-TG1@é BIOT-TG200em relacdo ao grupo controle infectado com efeito
0,38 (pequeno) e 0,55 (médio), respectivamentestinativa de bradizoitos por cistos Te
gondii apresentou diferenca entre os grupos, com dimiaujp& 0.05) na quantidade de
bradizoitos nos grupos BIOT-TG7, BIOT-TG100 e BIDG200 em relacdo ao GCInf que
foi confirmada pela estatistica de efeito ondevéificado efeito grande de 1,54, 1,43 e 1,24
respectivamente para este trés grupos. O grupo BIGE0 apresentou aumento significativo
do numero de bradizoitos por cisto (p< 0.05) emacé aos grupos BIOT-TG7 e BIOT-
TG100.

A B

80 4000

1) 3000

m 2000

% %Hﬂ% =

Controle BIOT-TGT  BIOT- BIOT- BIGT- BIOT- BICT-
infectado TET T30 TGED TG00 TG200

Grupos

1000

Mo. de cistos de T gondi
No. de bradizoitos por cistos de 7. gonci

=)

Controle  BIOT-TG7  BIOT- BIOT- BIOT- BIOT- BIOT-
infectado TE17 TG30 TGED TG00 TG200

Grupos

Figura 1. Nimero de cistos deTl.gondii quantificados em 25uL de macerado de cérebro de
camundongos (A) e estimativa do nimero de bradizais por cistos deT. gondii quantificados em 25ul de
macerado de cérebro de camundongos para os diferest grupos (Material: esfregagcos corados com
GIEMSA). Os valores estdo expressos como média +s#@-padrao. Letras diferentes significam valores

estatisticamente diferentes (p< 0.05).

Os niveis deTGF-3 foram diferentes entre os grupos. Animais dos @guBlOT-
TG17 e BIOT-TG20@presentaram diminuicdo (p< 0.01) da concentragamiveis dd GF-

Lem relacdo ao grupo BIOT-TG100. (Figura 2).
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Figura 2. Concentracao sérica doT GF-3 nos diferentes grupos experimentais. Os valores ast expressos

como média + desvio-padrdo.(*,**) (p< 0.01).

Discussao

Este é o primeiro trabalho que mostra uma dimimuigd numero estimado de
bradizoitos/cistos em camundongos infectadosTpogondii e tratados com medicamento
ultradiluido. Os grupos BIOT-TG7, BIOT-TG100 e BIOT15200 apresentaram diminuicao
na estimativa de bradizoitos/cistos em relacdo @miGEste dado pode estar relacionado a
tentativa de estabilizacdo/protecdo do organisniectado ja que também foi observada
melhora clinica dos animais para alguns destesogrBIOT-TG100 e BIOT-TG200).
Segundo Ruiz-Vega & Estevez-Salgado 2008 e Bon&niindler 2010 os estimulos por
medicamentos ultradiluidos podem conduzir o sisten@a restaurar o estado de equilibrio
levando a um “estado estavel”, embora nem semirgpassa proporcionar reducao da carga
parasitaria dos animais infectados por parasitésiXé et al. 2012). Bonamin & Endler 2010
explicam que “estado estavel” envolve a recuperagasistema bioldgico para controlar ou
normalizar parametros alterados. Sugerimos seravo @estado de equilibrio criado dentro da
condicdo que 0 organismo experimenta no moméigta Otica pode-se pensar que nem
sempre se verifica a eliminacdo do parasito, mawganismo pode criar condicbes de

convivéncia para minorar as consequéncias de ssampa (Aleixo et al. 2012-b), processo
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este denominado de imunidade concomitante (Neve§)2M0lormalmente neste estado ha
inclusive certa dificuldade do paciente se reirgfiedE interessante perceber que o bioterapico
administrado ao grupo BIOT-TG200 promoveu ao metmpo diminuicdo significativa da
estimativa do numero de bradizoitos por cistost@ &stre 0s bioterapicos que apresentaram
tendéncia a induzir menor quantidade de cistosbcaigeeem relacdo ao grupo controle de
infeccdo. Em experimentos com maior nimero de dsiesa tendéncia podera traduzir-se
em diferenca estatistica (Ferreira et al. 2011)qlequer forma, a estimativa no niumero de
bradizoitos por cistos foi menor nos grupos tragactom BIOT-TG7, BIOT-TG100 e BIOT-
TG200 que no grupo controle de infeccdo. Experiosefuturos poderdo avaliar além do
namero de bradizoitos por cistos, a viabilidadetededradizoitos para infectar novos
hospedeiros assim como variar 0 esquema de tratan@leixo et al. 2012) para melhor
aproveitar este beneficio observado. A analisagiaidgica e sorolégica comprova que a
infeccdo ocorreu e atingiu a fase cronica. O amadmento destes estudos podera flagrar
uma condi¢do que permita a formacgéo de cistos,cmasbradizoitos pouco vidveis ou até
mesmo inviaveis. Este achado seria um passo istaresna utilizacdo de bioterapicos como
amenizadores dos danos da infeccdoTpayondiiuma vez que 0s prejuizos econdmicos em
animais causados por este parasito séo signifisaiventer et al 2000). A formacé&o de cistos
com bradizoitos menos viaveis ou mesmo inviaveisrdiiria, em longo prazo, a prevaléncia
de animais infectados em determinada area.

Todos os grupos iniciaram o experimento nas mesoradicoes clinicas, situagédo que
juntamente com o fato de ser o ensaio cego randolmipor sorteio atesta para o cuidado
dispensado a metodologia utilizada neste experondtgte € um requisito imprescindivel
para a aceitacdo de resultados com substanciaseali&/ultradiluidas (Stock-Schréer et al.
2009). Os efeitos observados durante a administrdgd bioterapicos séo indicativos de

estimulo da resposta biolégica do hospedeiro gsedireamizaces baixas desencadearam
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reac0es exacerbadas no organismo, expressas ptws edglversos, provavelmente por
excesso de dose medicamentosa resultando inclesivenortalidade. Além disso, nestes
grupos os bioterapicos foram administrados durégedias com 0,1mL/4X/dia, no primeiro
dia e 2X/dia nos demais dias de tratamento. KoBsakanach 2003 descreve que
medicamentos altamente diluidos em baixas dina@&zage em esquemas prolongados
podem sensibilizar o organismo e gerar efeitos BEmtes a doenca que se quer tratar. Em
tratamentos com medicamentos ultradiluidos, a pgétéaria, pode desencadear piora inicial
dos sintomas da enfermidade e esta piora € desorita uma agravacao, que é resultado da
administracéo inadequada de doses ou de dinamizigionedicamentos (Teixeira 2008).
Segundo este autor o efeito primario deve estar@meonancia com o desequilibrio organico
e despertar uma reacdo homeostatica. Nossos datfms e acordo com esta afirmacao.
Embora a melhor condicdo clinica observada nosasidos grupos BIOT-TG100 e BIOT-
TG200 possa ser argumentada como conseqUénciaatdménto ter ocorrido como dose
Unica, produzindo consequentemente menor estressdeitos de agravacdo observados nas
dinamizagcdes menores estao diretamente relacior@unsos sintomas da infeccao pdlo
gondii (ascite e emagrecimento). Somado a este fato, adbdiaboratorio (ndo apresentados)
mostram que animais do grupo controle tratado cgomeando apresentaram diferengas

significativas com o manejo diario e quantidadelolees.

Todos o0s grupos apresentaram emagrecimento naaglda@liclinica durante o
tratamento, com excecdo dos animais pertencentegruggm BIOT-TG30, nos quais, de
alguma forma, o bioterdpico manteve as condicOdésdfaas. Os grupos tratados com
dinamizac¢des maiores (BIOT-TG100 e BIOT-TG200) eraienham também perdido peso
durante o tratamento, apresentaram melhor desempgittico. Diante disto, poderia ser

argumentado que os animais foram tratados por gavagesta forma de administragdo do
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medicamento por si s, causa estresse no animah@odser um dos fatores envolvidos na

perda de peso observada (Frajblat et al 2008).

ApoOs a infeccéo foi observado que os animais dopogr tratados com BIOT-TG7,
BIOT-TG17, BIOT-TG30 e BIOT-TG60 apresentaram sm&s clinicos da toxoplasmose
constatados visual e estatisticamente em relaca@Glaf, mostrando que os bioterapicos
administrados a estes grupos pré-infeccdo naepiravn e ainda aumentaram os efeitos da
parasitose. Animais tratados com BIOT-TG200 nacesgmtaram perda de peso. Estes
resultados indicam mais uma vez que camundongestatfios com protozoario melhoraram
sob varios aspectos no BIOT-TG 200. Picard et @R2fbnstataram perda de peso inicial de
27 a 30% em camundongos Swiss infectados com lfdscida cepa ME49, via
intraperitoneal. Até o 28° dia de observacdo, cdecanetade dos animais recuperaram no
maximo 62% do peso, enquanto que no restante aaquoehteve-se. A mortalidade
observada neste grupo provavelmente esteve asaaipbblemas de manejo do animal no
momento de inoculacdo do parasito, j& que o animmateu rapidamente, apds a infecgéo.
Embora os animais tratados com BIOT-TG100 ndo eptasam resultados efetivos nas
analises clinicas, parasitoldgicas e na dosagelfGd6 5 este grupo apresentou beneficios na

prevencao da toxoplasmose ocular.

Apesar de néo ter sido observado diferencas sigtifas entre 0s grupos na
tonometria ocular, todos os grupos infectados aptasam diminuicdes da pressao intra-
ocular (P10O) comparados ao grupo controle sadivinBaa et al. 2001, descrevem que a PIO
média em camundongos varia aproximadamente entee200mmHg, sofrendo influéncia da
linhagem genética do animal, da idade, do hora@imdnsuracao e da presenca de patologias.
No presente experiment® carga parasitaria, o genotipo do parasito e eeptibilidade

genética do hospedeiro foram padronizaaqwiori e o estado do sistema imunoldgico € o
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que pode ter sido alterado frente a acdo do meditmutilizado. Medicamentos
ultradiluidos podem funcionar como imunomodulado(@upulin et al. 2010). Mais
especificamente, bioterapicos tém acdo sobre nwuasi relacionados ao sistema
imunologico em infeccdo experimental pdrypanosoma cruzpodendo, por exemplo,
aumentar apoptose (Sandri et al. 2011), alterdil percitocinas e de anticorpos produzidos
(Pupulin et al 2010, Almeida et al 2008).

Em relacdo a analise fundoscoépica, todos os grapossentaram lesdes retinianas
sugestivas de toxoplasmose ocular, porém o gru@d H1iG100 foi o que melhor preveniu os
efeitos da toxoplasmose ocular. Neste sentido salentar que neste trabalho, diluicdes
maiores tenderam a proporcionar ao hospedeiro meeltinica. Ja as diluicbes menores
como as utilizadas para os grupos BIOT-TG7 e BI@R30T proporcionaram uveite severa e
hemorragia intensa.

Estes dados estdo de acordo com a literatura dgdesaautores descrevem que a
infeccdo cronica pofT. gondii provoca alteracbes oculares em animais (Rathinam &
Namperumalsamy 2007; Pavesio etl@95).

Em humanos, a manifestacdo clinica mais comumseadinica é a retinocoroidite,
que ocorre em 70% a 90% das criangas infectadéisalerente e em 2 a 30% dos pacientes
infectados horizontalmente (Gilbert & Stanford 2D08oland 1999 & Silveira et al. 1988
também enfatizam que . gondiié uma das causas mais frequentemente identifickalas
uveite e é responsavel por mais de 85% dos casogite posterior do sul do Brasil.

Diante da tentativa de homeostase, apesar de néimléeobservado diferencas com o
grupo GCN, os grupos BIOT-TG17 e BIOT-TG200 dem@mam tendéncia a diminuicdo
dos niveis deTGF-S. Sandri 2011, descreve que animais tratados coterlfmcos deT.
cruzi 17 DH apresentaram niveis @&F-£ diminuidos em relacédo ao controle, evidenciando

assim uma tentativa do hospedeiro de diminuir o®sla@ecorrentes da infec¢éo e replicacao
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deT. cruzicom diminuicdo da inflamacéo tecidual. Segundon@ka et al. 19950 TGF-5 é
uma citocina que regula inflamacao de tecido sedeatificado como o principal mediador
da regulacdo imunoldgica no sistema nervoso ceatnal olho, onde séo observados cistos de
T. gondii e que muitas vezes podem se reativar.

Os mecanismos envolvidos na imunomodulagédo porcaedintos altamente diluidos
ainda ndo foram elucidados (Elia et al. 2007). ®&detma, reforca-se a importancia de
aprofundamento do uso de bioterdpicos e seus ®feidorelacdo entre o parasito e o
hospedeiro. Os dados certamente contribuirdo pardemdimento da acao destas substancias
e propiciardo a possibilidade do encontro de ndeamas de enfrentar casos de infeccdes

parasitarias seja em humanos ou em animais.

Conclusao

O BIOT-TG7, BIOT-TG100 e BIOT-TG200, provocam dimigdo no numero de
bradizoitos por cistos d&. gondii. Animais tratados com BIOT-TG17 e BIOT-TG200
apresentam tendéncia a reducdo do numero de cisteBrais em camundongos infectados
peloT. gondii O grupo BIOT-TG 200, considerando todos os pan@mavaliados apresenta
melhor desempenho no tratamento pré-infeccdo dplasmose em camundongos. Todos 0s
animais tratados apresentam efeitos dos biotempiedficados visual e estatisticamente
demonstrando a importancia desses achados. Endigetas parametros oftalmoscopicos o
BIOT-TG100 e BIOT-TG200 apresentam maior eficAmata os danos da toxoplasmose
ocular em camundongos. BIOT-TG17 e BIOT-TG200 aprsn tendéncia a produzir menor

concentracdo sérica d&F-L.
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CAPITULO 1l

CONCLUSOES

Deste estudo realizado para comparar o efeito ddicameento produzido com cistos de
Toxoplasma gondiém camundongos infectados com este protozoama)wdese que:

1) BIOT-TG 200, considerando todos os parametros ail@di apresenta melhor desempenho

no tratamento pré-infeccdo da toxoplasmose em cdomgos;

2) Todos os animais tratados apresentam efeitos duerdypicos verificados visual e

estatisticamente;

3) BIOT-TG7, BIOT-TG100 e BIOT-TG200, provocam dimigddo no nuamero de

bradizoitos por cistos de gondii;

4) BIOT-TG17 e BIOT-TG200 apresentam tendéncia a r@dugo numero de cistos
cerebrais em camundongos infectados pelgondii

5) BIOT-TG100 e BIOT-TG200 apresentam maior eficaciata os danos da toxoplasmose

ocular em camundongos;

6) BIOT-TG17 e BIOT-TG200 apresentam tendéncia a prinduenor concentracao sérica
deTGF-5.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectiva de futuros trabalhos, a utilizatgadiluicbes maiores deste medicamento,
diferentes esquemas terapéuticos, aprofundamestesiodos em analises imunoldgicas para
evidenciagdo de células em apoptose e avaliagamutlas citocinas, contribuirdo para o
esclarecimento do mecanismo de acdo de substartiadiluidas e a dindmica da relagao

hospedeiro-parasita x bioterapicos.
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