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RESUMO

7

Toxoplasma gondii, o agente da toxoplasmose, € um protozoario
intracelular obrigatério capaz de infectar um amplo espectro de células de
vertebrados. A toxoplasmose é uma patologia relacionada a severos danos a
hospedeiros imunodeprimidos e sua quimioterapia atual é bastante restrita,
sendo mais utilizada a combinagdo de sulfadiazina e pirimetamina, terapia
associada a reacgOes adversas. Este fato evidencia a importancia do estudo de
novas drogas contra o Toxoplasma gondii. Atualmente tem sido estudado o efeito
bioldgico de novos compostos, farmacos que utilizam de um nucleo metalico, os
metalocomplexos, compostos inorganicos que apresentam promissoras
atividades bioldgicas como fungicida, bactericida e antiviral. Os
metalocomplexos, os compostos férricos dinuclear NO414 (Fe alfanaftol BMPA)
e N5814 (Fe beta-naftol BMPA) apresentaram atividade contra o Toxoplasma
gondii in vitro e ndo foram téxicos as células LLC-MK2, sendo capazes de reduzir
a atividade de enzimas antioxidantes cruciais para a defesa do parasita. Neste
projeto, foi investigada a atividade de compostos da familia dos
metalocomplexos, tais como 0os compostos de nucleo férrico NO414 e N5814,
gue apresentaram atividade anti-Toxoplasma gondii e foram capazes de eliminar
a infeccdo de quase todas as células hospedeiras. Algumas das vantagens
desses farmacos € a de apresentarem um aumento da lipofilicidade, facilitando
a passagem do composto através das membranas bioldgicas e assim
necessitando de menores concentracfes para obtencédo da atividade biologica
necessaria além de reversao de perfis de resisténcia da célula-alvo. Em etapas
futuras, sera investigado que tipo de morte o parasita sofre apds tratamento com
0S compostos através de analise de ultraestrutura e utilizacdo de marcadores
especificos por microscopia de fluorescéncia. Devido aos promissores
resultados encontrados nesse trabalho, para comprovacao da sua eficacia, os
compostos também serdo utilizados em testes in vivo com modelos murinos sob
a fase aguda da toxoplasmose.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; toxoplasmose; metalocomplexos;

quimioterapia.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii, toxoplasmosis agent, is a obligate intracellular protozoan that
is able of infecting a broad spectrum of vertebrate’s cells. Toxoplasmosis is a
pathology related to severe damages to immunocompromised hosts and its
current chemotherapy is quite restricted, being more used the combination of
sulfadiazine and pyrimethamine, which is a therapy associated with adverse
reactions. This fact highlights the importance of the study of new drugs against
Toxoplasma gondii. Has been studied the biological effect of new
metallocomplexe compounds, which are inorganic compounds that present
promising biological activity as fungicide, bactericide and antiviral. The
metallocomplexes, dinuclear ferric compounds N0414 (Fe alfanaftol BMPA) and
N5814 (Fe beta-naphthol BMPA) showed activity against Toxoplasma gondii in
vitro and it was nontoxic to LLC-MK2 cells, being able to reduce the activity of
crucial antioxidant enzymes for the defense of the parasite. In this project, it will
be investigated the activities of compounds of the metallocomplexes family as the
compounds coordinated to sulfadiazine as the nucleus compound of ferric NO414
and N5814, which showed anti-Toxoplasma gondii activities and were able to
eliminate the infection in almost all host cells. In further steps, we will investigate
what kind of death the parasite undergoes after the treatment with the compounds
through the ultrastructure analysis and the usage of specific markers by
fluorescence microscopy. The compounds will also be used in in vivo tests with
mouse models in the acute phase of toxoplasmosis to prove the efficacy of these

compounds.

Keywords: Toxoplasma gondii; toxoplasmaosis; metallocomplexes;

chemotherapy.
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1) INTRODUCAO:

Toxoplasma gondii € um protozoario parasito intracelular obrigatério,
pertence ao filo Apicomplexa e classe Sporozoa, além de ser 0 agente etioldgico
da toxoplasmose, com distribuicdo mundial em animais de sangue quente,
incluindo humanos (LEVINE et al., 1980; LYONS & JOHNSON, 1995; LUDER et
al, 2001).

As formas de Toxoplasma gondii que sao capazes de infectar hospedeiros
sdo: taquizoitas, presentes na fase aguda da toxoplasmose; bradizoitas (no
interior de cistos teciduais) que sdo, usualmente, encontrados no cérebro e
musculo esquelético na fase cronica da infeccdo; esporozoitas, presentes no
interior de oocistos produzidos durante o ciclo sexual que ocorre no intestino de
felinos, hospedeiros definitivos (TENTER et.al, 2000; HILL & DUBEY, 2005).
Como resposta imune adaptativa, o hospedeiro enfraquece, cistos teciduais se
rompem e liberam bradizoitas através de um mecanismo ainda desconhecido.
Essas infeccfes reincidentes permitem a conversao do parasito para o estagio
taquizoita, de rapida divisdo, e produzem significante morbidade, incluindo
encefalite toxoplasmica (FERGURSON et al., 1989; SULLIVAN et al., 2009).

As mais relevantes vias de transmissdo em humanos sao: a ingestéo de
comida ou agua contaminadas com oocistos eliminados por gatos; ingestédo de
carne crua ou malcozida com cistos teciduais; e congenitamente, quando a méae

adquire a infeccao pela primeira vez durante a gravidez (TENTER et al., 2000).

O ciclo inicia-se pela ingestdo de cistos presentes em carne pelos
felideos. A parede dele é dissolvida por enzimas do estdbmago e intestino delgado
e o0 parasito é liberado do cisto, penetra nas células da mucosa intestinal do
animal e multiplica-se assexuadamente dando origem aos taquizoitos. Alguns
dias apds essa infeccdo, o processo de reproducdo sexuada se inicia e 0s
merozoitos formados na reproducdo assexuada ddo origem aos gametas
(GOULART & RESENDE, 2015).
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Esses gametas, masculinos e femininos, descendentes do mesmo
parasita ou de dois diferentes, fundem-se dando origem ao ovo ou zigoto, que
apés segregar a parede cistica da origem ao oocisto. Este é expulso com as
fezes dos animais apds nove dias, em que cada gato expulsa mais de 500
milhdes de oocistos em cada defecacao. Ja no exterior do hospedeiro, o oocisto
sofre esporulacédo — divisdo meiotica - novamente apés alguns dias, formando-
se dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos, uma forma altamente
resistente, algo que garante ao parasito que sobreviva anos fora do meio
intracelular. Esses esporozoitos sao ativados em taquizoitos se forem ingeridos
por outro animal (hospedeiro intermediario) e podem infectar e replicar em todas
as ceélulas dos mamiferos, com excecdo das hemacias. Uma vez ligados a uma
célula do hospedeiro, o parasito a penetra e forma um vacuolo parasitéforo,
dentro do qual se divide. Essa replicacdo do parasito continua até que seu
namero no interior da célula atinja uma quantidade que provoque a ruptura da
célula, liberando parasitos que irdo infectar outras células adjacentes
(GOULART & RESENDE, 2015).

A\ Estagio de Infecgao
Oa Transfusdo e A Estgio de Diagnostico

G Transplantes

/ Cisto nos tecidos
o
A )

d ‘ P Ingestao

KN N;éu
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Transmissdo
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Alimentos, objetos
contaminados

Fonte: icbutmg b

Figura 01: Formas infectantes do T. gondii (L1A-1C) e ciclo de transmissao do parasito (1D).
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Em organismos imunocompetentes, as infec¢des pelo Toxoplasma gondii
raramente sao graves, sendo frequentemente assintométicas, cerca de 90%
delas (KRAVETZ & FEDERMAN, 2005). Neste caso, 0s taquizoitos se
diferenciam em bradizoitos e, posteriormente, em cistos teciduais como forma
de resisténcia, gerando a fase cronica da doenca (DUBEY et al.,1998; TENTER
et.al, 2000).

Por outro lado, em individuos imunocomprometidos, a condicdo mais
comum é encefalite, cujos sintomas incluem dor de cabeca, desorientagéao,
letargia, hemiparesia, reflexos alterados e convulsdes (MCAULEY et al., 1994).

Pneumonia e miocardite podem ocorrer também nesses individuos.

Em criancas infectadas congenitamente, o taquizoita invade o cérebro e
retina, resultando em consequéncias potencialmente graves, incluindo a
diminuicdo da acuidade visual, retardo mental, calcificacdes intracranianas e
também hidrocefalite (MCAULEY et al., 1994). Recentemente, tem sido feito
associagfes entre infeccdo com o parasito e desordens neuroldgicas, como a
esquizofrenia (KAMELAR & DAVIS, 2012).

1.1- Toxoplasma gondii:

A ultraestrutura do Toxoplasma gondii € composta por inumeras
organelas e estruturas especificas, tais como nucleo, anéis apicais, anéis
polares, condide, réptrias, micronemas, microporo, mitocéndria, microtubulos
subpeliculares, reticulo endoplasmatico rugoso e liso, sistema de Golgi,
ribossomos, granulos densos e apicoplasto (Figura 2), o que remete a estrutura

classica de um eucarionte (DUBEY et al., 1998).
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Figura 02: Desenho esqueméatico mostrando as diferengas ultraestruturais entre taquizoitas
(esquerda) e bradizoitas (direita) (Retirado de Dubey et al., 1998).

A sondagem da célula hospedeira e posterior invasao dela se da por
uma das caracteristicas presente na ultraestrutura do parasito citado
anteriormente, a extremidade conoidal. Em seguida, as roptrias e micronemas
secretam proteinas dentro da célula hospedeira as quais garantem a infeccéo
inicial e sua permanéncia, e formam assim a juncdo mével e sequencialmente o
vacuolo parasitéforo, por meio do deslocamento do parasito do sentido anterior
ao posterior do seu corpo, entre as membranas do parasito e da célula
hospedeira (DUBREMETZ et al., 1998; MORDUE et al, 1999).

Esse vacuolo formado apresentard componentes tanto da célula
hospedeira, quanto componentes do parasita, 0 que promove a sua nao
identificagcdo pelo sistema imune e a ndo fusdo deste com lisossomos da célula
hospedeira. Dessa forma, o parasita se desenvolvera e se replicara por
reproducdo assexuada, chamada de endodiogenia, dentro do vacuolo (DUBEY
et al., 1998).
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Embora haja conhecimento sobre a biologia do Toxoplasma gondii, o
tratamento contra a toxoplasmose ainda é limitado a poucas terapias
disponiveis, e que apresentam toxicidade ao hospedeiro. Atualmente, a terapia
mais efetiva contra a toxoplasmose € a administracdo de compostos antifolato,
como a combinacdo de sulfadiazina e pirimetamina. As sulfonamidas atuam
sinergicamente com a pirimetamina bloqueando a via metabdlica relacionada a
sintese do acido félico e folinico (GEORGIEV, 1994), afetando desta forma a

sintese de timidina e a replicacéo do parasito.

Pacientes em tratamento com pirimetamina devem receber também
administracdo concomitante de &cido folinico para prevenir efeitos
hematoldgicos adversos ocasionados pela droga. Em casos de intolerancia a
sulfa, a substituicdo desta por clindamicina é recomendada, pois a combinacéo
pirimetamina-clindamicina é tdo efetiva quanto a primetamina-sulfadiazina
durante a fase aguda da doenca (DANNEMANN et al., 1992; KATLAMA et al.,
1996).

Apesar de eficaz, essa terapia é frequentemente associada com muitos
efeitos colaterais, principalmente observados em pacientes com Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Esses efeitos adversos podem ser
supressdo da medula o6ssea e toxicidade hematolégica causado pela
pirimetamina, além de ocasionar teratogenia e por isso ser contraindicado para
gestantes, e/ou hipersensibilidade e reacdo alérgica na pele gerado pela
sulfadiazina (HAVERKOS, 1987; LEPORT et al.,, 1988; GEORGIEV, 1994;
GOMELLA et.al, 2013).

Devido a importancia médica da toxoplasmose, o desenvolvimento de
novas terapias para a doenca parasitaria € urgente. No entanto, a principal
desvantagem nesse campo € o retardo no desenvolvimento de compostos que
sejam capazes de alcancar o protozoario no interior da célula hospedeira em

uma concentracao toxica para este e segura também para a mesma.
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Ha alguns relatos na literatura mostrando que a coordenacdo de
compostos pode ser uma alternativa interessante para terapia antiparasitaria.
Por exemplo, compostos contendo ions cobre ou cobalto ligados ao ligante
HmtpO, onde HmMtpO é {5-metil-1,2,4-triazol [1,5-a] pirimidina-7 (4H)-um}, afeta
fortemente o metabolismo energético de Leishmania infantum e Leishmania
braziliensis alterando estrutura de membrana de organelas e induzindo morte
celular (RAMIREZ-MACIAS et al., 2011).

Esses compostos foram também ativos in vitro contra formas
tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi em concentracfes
similares as de compostos usados comumente na terapia clinica, como
benznidazol; porém, com reduzida toxicidade para a célula hospedeira e melhor
indice de seletividade. Além disso, em testes in vivo 0s compostos causaram
reducdo da carga parasitaria em relacdo ao tratamento com benznidazol
(CABALLERO et al., 2011).

Atualmente tem sido estudado o efeito biolégico de compostos
metalocomplexos, compostos inorganicos que apresentam promissoras
atividades biol6gicas como fungicida, bactericida e antiviral (SINGH et al., 2000;
NATH et al., 2001). Horn et al. (2005) mostraram que o ligante HPCINOL [1-(bis-
piridina-2-ylmetil-amino)-3-cloropropano-2-ol] € um ligante promissor visando o
desenvolvimento de metalofarmacos, desde que seus complexos de cobre e
ferro tenham promissoras atividades bioldgicas. O complexo de cobre
[Cu(HPCINOL)CI] apresentou atividade de nuclease e foi citotoxico para células
leucémicas (FERNANDES et al., 2006). Complexos de ferro com o mesmo
ligante foram também testados biologicamente e observou-se que o composto
mononuclear [Fe(HPCINOL)(CI)2] foi capaz de proteger Saccharomyces
cerevisiae do estresse oxidativo, pois mimetizou superoxido dismutase e
catalase (HORN JR. et al., 2010).
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Esses mesmos compostos e seus derivados, Fe alfanaftol BMPA e Fe
beta-naftol BMPA foram capazes de acelerar a hidrélise de DNA em mais 108
vezes quando comparado com taxa de clivagem espontanea do DNA, revelando
uma impressionante atividade de nuclease. Entretanto, suas atividades em
células cancerigenas foram modestas e apresentaram muito baixa toxicidade a
células mononucleares de sangue periférico humanas normais (HORN JR. et al.,
2013). A auséncia de toxicidade as células do hospedeiro é um dos atrativos
para utilizacdo desses compostos inorganicos para avaliacdo de sua atividade
na terapia envolvendo o protozoéario Toxoplasma gondii, uma vez que a principal

desvantagem da terapia antiparasitaria atual € ndo preservar a viabilidade delas.
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2) OBJETIVOS:

2.1) OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito anti-Toxoplasma de novos compostos metalocomplexos
coordenados in vitro, a fim de avaliar seus possiveis mecanismos de acao,

incluindo efeitos em forma taquizoita do parasita.
2.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Avaliar por microscopia optica as interagdes in vitro de células LLCMK2
infectadas com Toxoplasma gondii tratadas com metalocomplexos;
» Avaliar a ultraestrutura das células tratadas ou ndo durante interacdo com

Toxoplasma gondii por microscopia eletronica de transmisséao;

* Avaliar um possivel efeito citotoxico do composto em relacdo a célula

hospedeira;
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3) METODOLOGIA:

3.1) MANUTENCAO DOS PARASITAS.

Cepa RH - Taquizoitas da cepa RH foram mantidos por passagens
intraperitoneais em camundongos suicos (CF-1). Ap6s 48h de infeccdo, os
parasitos foram coletados em solucgéo salina de tampéo fosfato (PBS) através de
lavagem peritoneal. O lavado peritoneal sofreu centrifugag¢ao (100g; 5’; 4°C), e o
sobrenadante coletado foi centrifugado (1000g; 10’; 4°C) para a obtengao das

formas taquizoitas.

Os parasitas contidos no “pellet” foram ressuspensos em meio DMEM e diluidos
em fixador (formaldeido 4% em PBS) para quantificacdo através da camara de

Neubauer ao microscoépio éptico Axioplan - ZEISS.

3.2) CULTIVO E MANUTENCAO DA CELULA-HOSPEDEIRA.

Células epiteliais de rim de macaco Rhesus (Macaca mulatta), LLC-MK2 (ATCC
CCL7, Rockville, MD/EUA) foram mantidas em garrafas plasticas de 25cm?,
contendo meio RPMI e 58 de SFB. O pH do meio foi mantido em atmosfera com
CO2 a 5% em estufa de CO: a temperatura de 37°C. Vinte e quatro horas antes
de cada experimento, 2x10° células foram plagueadas em placas de vinte e

guatro poc¢os contendo laminulas de vidro, para os experimentos de interacao.

3.3) COMPOSTOS METALOCOMPLEXOS.

Neste projeto foram testados compostos metalocomplexos (N0414 e N5814),
(sintetizados e cedidos pelo Dr. Adolfo Horn Jr. e colaboradores do Laboratério

de Ciéncias Quimicas, UENF).
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3.4) CITOTOXIDADE DOS COMPOSTOS.

Com o objetivo de avaliar o efeito citotdxico dos diferentes compostos na célula
hospedeira, foram feitos experimentos controle, nas quais as células foram
incubadas em meio contendo os compostos em diferentes concentracfes
durante 48 h. ApGs este periodo, as células foram incubadas em Rodamina 123
(10 pg/ml; 20’; 37°C) ou azul de Tripan (0,4§; 1’) e foram quantificadas as células

nao-viaveis apos observagcao por microscopia optica.

3.5) INDICE DE SELETIVIDADE.

Para o célculo do indice de Seletividade (I.S) dos compostos, as células
hospedeiras foram tratadas em concentractes de 20 a 500 puM durante 48h e
posteriormente foi determinada a porcentagem de células viaveis apoés
incubacdo em azul de tripan ou rodamina 123, como descrito no item 3.4. O |.S
foi calculado de acordo com a férmula abaixo, onde o IC50 corresponde a
concentracédo inibitéria de 50% do crescimento das células hospedeiras (IC50
células hospedeiras) ou dos parasitas (IC50 parasitas): I.S = IC50 células

hospedeiras / IC50 parasitas.

3.6) INTERACAO PARASITA-CELULA HOSPEDEIRA.

Parasitas ressuspensos em meio RPMI foram postos para interagir por 1 h a
37°C com células epiteliais LLC-MK2, utilizando-se uma relacdo de
parasita:célula de 3:1 para verificagdo dos efeitos antiproliferativos, 10:1 para
experimentos de microscopia eletrdnica. Apés a interagdo, as células foram
lavadas com PBS para remocdo de parasitos extracelulares. Os compostos
foram adicionados apos 1 h de interacdo por até 48h para os ensaios de curvas

de crescimento e obtencao do IC50 dos compostos.
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3.7) AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-PROLIFERATIVA DOS
COMPOSTOS.

Apos 1h de interacao, e 24h e 48 h em contato com as drogas, as células foram
fixadas em solucéo de formaldeido nascente 4% em PBS, coradas com corante
Giemsa 10% em agua destilada, desidratadas em diferentes concentracdes de
acetona-xilol: 1) 100% acetona; 2) 100% acetona; 3) 70% acetona e 30% xilol;
4) 30% acetona e 70% de xilol; 5) 10% acetona e 90% de xilol; 6) 100% xilol.
Apéds desidratacdo as laminulas foram montadas sobre gotas de Entellan. As
laminas prontas foram observadas ao microscopio éptico Axioplan - ZEISS. O
indice de proliferacao foi determinado através da analise de niumero total de 100
células infectadas em duplicata de cada condicédo do experimento. Os resultados
foram representativos de trés experimentos diferentes, utilizando o teste t de

“student” como ferramenta estatistica.

3.8) MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO.

Com o objetivo de avaliar a ultraestrutura dos parasitas, na auséncia e presenca
dos diferentes compostos, experimentos para microscopia eletrbnica de
transmissdo, com diferentes tempos de interacdo foram preparados. As
amostras foram fixadas em solu¢do contendo glutaraldeido 2.5% em tampéo
cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4. As células foram lavadas no mesmo tamp&o
e pos-fixadas por 40 minutos no escuro em solucdo de tetréxido de 6smio a 1%,
ferrocianeto de potassio a 1.25% e 5mM de CaCl2 em tampéo cacodilato de
sédio 0.1 M, pH 7.4. As células foram lavadas no mesmo tampao, desidratadas
em acetona e embebidas em resina epoxi. Se¢des ultrafinas foram contrastadas
com acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas ao Microscopio
Eletronico de Transmisséo FEI SPIRIT 120 Kvolts.
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4) RESULTADOS:

Nosso grupo tem testado diferentes compostos metalocomplexos devido as suas
caracteristicas e as atividades biologicas que apresentaram previamente, como
atividade anti-Toxoplasma. Os compostos N0414 e N5814 (Figura 3) aparecem,
dentre outros, como candidatos devido aos seus efeitos potenciais contra o
parasito em baixas concentracdes e que, a0 mesmo tempo, mantenham a baixa

toxicidade contra as células hospedeiras.

Figura 3A Figura 3B

Legenda: Figura 03A: N5814 (Fe beta-naftol BMPA); Figura 03B: NO414 (Fe alfanaftol BMPA).
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4.1) EFEITO DO METALOCOMPLEXO NO0414 EM DIFERENTES
CONCENTRACOES NO TEMPO DE 24H:

Pode-se notar no grafico diferentes concentracdes utilizadas para avaliar o grau
de toxicidade necessario do composto N0414 em 24h para que ndo danifique a
célula hospedeira, mas alcance o parasito dentro dela. Nota-se ainda que a partir

de 10uM o composto gera perda da viabilidade celular.
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Figura 04: Grafico representativo de diferentes concentracdes do composto N0414 em 24h.
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4.2) EFEITO DO METALOCOMPLEXO NO0414 EM DIFERENTES

CONCENTRACOES NO TEMPO DE 48H:

Nota-se no seguinte grafico concentragdes distintas utilizadas para avaliar o grau

de toxicidade necessaria do composto N0414 em 48h para que alcance o

parasito dentro da célula hospedeira, mas nao a afete. Pode-se notar ainda que

a partir de 10uM o composto gera perda da viabilidade celular.
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Figura 05: Grafico representativo de diferentes concentragdes do composto N0414 em 48h.
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43) EFEITO DO METALOCOMPLEXO N5814 EM DIFERENTES
CONCENTRACOES NO TEMPO DE 24H:

No gréfico abaixo pode-se verificar concentragbes distintas utilizadas para
avaliar o nivel de toxicidade seguro do composto N5814 em 24h para a célula
hospedeira, mas que ao mesmo tempo alcance o parasito dentro da mesma.
Pode-se verificar ainda que a partir de 50uM o composto gera perda da mais

viabilidade celular.
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Figura 06: Grafico representativo de diferentes concentragées do composto N5814 em 24h.

27



44) EFEITO DO METALOCOMPLEXO N5814 EM DIFERENTES
CONCENTRACOES NO TEMPO DE 48H:

No grafico seguinte pode-se verificar concentracdes diferentes utilizadas para
avaliar o grau de toxicidade seguro do composto N5814 em 48h para a célula
hospedeira, mas que ao mesmo tempo alcance o parasito dentro da mesma.
Pode-se verificar ainda que a partir de 100uM o composto gera perda da mais

viabilidade celular.
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Figura 07: Gréfico representativo de diferentes concentragdes do composto N5814 em 48h.
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4.5) ANALISE DO T.GONDII EM CELULAS LLC-MK2 TRATADAS OU NAO
COM OS COMPOSTOS METALOCOMPLEXOS N0414 E N5814 POR
MICROSCOPIA OPTICA:

Figura 08: Microscopia Optica de células LLC-MK?2 infectadas com T. gondii sem tratamento no

periodo de 24h pés infecgdo. Note a presenga do parasito (seta).
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Figura 09: Microscopia 6ptica de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii sem tratamento no

periodo de 48h pds infecgdo. Note a presenca do parasito.
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Figura 10: Microscopia 6ptica de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii tratada na concentragdo

de 8uM no periodo de 24h pés infecgé@o. Note a diminuigdo da presenca do parasito.
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Figura 11: Microscopia 6ptica de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii tratada na concentracao

de 8 uM no periodo de 48h po6s infeccdo. Note a diminui¢éo da presenga do parasito.
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Figura 12: Microscopia 6ptica de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii tratada na concentragédo

de 10 puM no periodo de 24h pds infecgdo. Note a diminuigdo da presenca do parasito em relagdo ao

controle.
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Figura 13: Microscopia 6ptica de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii tratada na concentracéo
de 10 puM no periodo de 48h pds infecgdo. Note a diminuigdo da presenga do parasito em relagdo ao

controle.
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Figura 14: Microscopia Optica de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii tratada na concentragéo

de 50 pM no periodo de 24h pds infec¢éo. Note a auséncia do parasito em relagdo as demais

concentragdes.

35



2

Figura 15: Microscopia Optica de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii tratada na concentragéo

de 50 pM no periodo de 48h pds infec¢éo. Note a auséncia do parasito em relagdo as demais

concentragdes.
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4.6) ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DE
CELULAS LLC-MK2 TRATADAS OU NAO COM OS METALOCOMPLEXOS
NO414 E N5814:

Com a analise da ultraestrutura do parasito em células LLC-MK2 né&o-tratadas
pode-se observar que nao houve integridade parasitaria mantida (Figura 16). Ja
as células tratadas com os metalocomplexos sofreram alteracdes, tais como
granulos de amilopectina (Figura 17), falha na endodiogenia (Figura 21),
extracao citoplasmatica do parasito (Figura 27), estrutura do parasito alterada

(Figura 28) e presenca do parasito necrosado (Figura 24).

Figura 16: Microscopia Eletronica de Transmissao de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii

sem tratamento no periodo de 48h pds infeccdo. Note a preservacéo da estrutura tipica do parasito.
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Figura 17: Microscopia Eletréonica de Transmisséo de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii e
tratadas com composto N0414 depois de 24 horas. Note a presenca de granulos de amilopectina
(seta).
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Figura 18: Microscopia Eletronica de Transmisséo de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii e
tratadas com composto N0414 depois de 24 horas: Note a presenca de granulos de amilopectina
indicado pela seta maior e parasito necrosado indicado pelas setas menores.
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Figura 19: Microscopia Eletronica de Transmisséo de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii e

tratadas com composto N0414 depois de 24 horas: Note indicado pelas setas a presen¢a de granulo.
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Figura 20: Microscopia Eletronica de Transmisséo de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii e

tratadas com composto N0414 depois de 24 horas: Provavel desorganizacdo do Reticulo

Endoplasmatico indicado pela seta.
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Figura 21: Microscopia Eletronica de Transmisséo de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii e

tratadas com composto N0414 depois de 24 horas: Note indicado pelas estrelas a divisdo alterada do
parasito.
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Figura 22: Microscopia Eletronica de Transmissao de células LLC-MK?2 infectadas com T. gondii e
tratadas com composto N0414 depois de 24 horas: Note indicado pelas estrelas a confirmacéo de
divisdo alterada do parasito.
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Figura 23: Microscopia Eletronica de Transmissao de células LLC-MK?2 infectadas com T. gondii e

tratadas com composto N0414 depois de 48 horas: Note pelas setas a presencga de parasitos
necrosados.
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Figura 24: Microscopia Eletronica de Transmisséo de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii e
tratadas com composto N0414 depois de 48 horas: Presenca de parasito necrosado indicado pela
seta.
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Figura 25: Microscopia Eletronica de Transmisséo de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii e
tratadas com composto N0414 depois de 48 horas: Falha na endodiogenia parasitaria indicado pela
estrela.
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Figura 26: Microscopia Eletronica de Transmisséo de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii e

tratadas com composto N0414 depois de 48 horas: Presenca de multiparasitas necrosados indicados
pelas setas.
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Figura 27: Microscopia Eletronica de Transmisséo de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii e
tratadas com composto N5814 depois de 24 horas: Note indicado pelas setas a extragéo
citoplasmatica do parasito.
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Figura 28: Microscopia Eletronica de Transmissao de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii e
tratadas com composto N5814 depois de 48 horas: Estrutura do parasito alterada indicada por seta.
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Figura 29: Microscopia Eletronica de Transmisséo de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii e
tratadas com composto N5814 depois de 48 horas: Morte por necrose do parasito indicado pela seta.
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5) DISCUSSAO:

Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatorio, do filo
Apicomplexa e da classe Sporozoa, cosmopolita e que pde em risco a saude
principalmente de individuos imunocomprometidos ou criangcas que adquirem
congenitamente a doenca (MCAULEY et al., 1994; MONTOYA et al., 2004).

O tratamento atual utilizado para a toxoplasmose € uma terapia
combinada baseada em pirimetamina, sulfadiazina ou acido folinico, no entanto,
muitos efeitos adversos graves sdo gerados (GEORGIEV, 1994) e, por isso,
outras drogas estdo sendo estudadas para assegurar a integridade da célula
hospedeira e, concomitantemente, destruir 0 parasito. A pirimetamina e a
sulfadiazina atuam sinergicamente para tratar a toxoplasmose inibindo a
proliferacéo e sobrevivéncia de Toxoplasma gondii por meio da inibicdo da via
metabdlica de sintese de folato (GEORGIEV, 1994; MONTOYA et al., 2004).

Além disso, a terapia atual traz consigo diversos efeitos colaterais
significativos ao paciente, como toxicidade hematolégica, hipersensibiidade e
reacOes alérgicas na pele, supressao da medula 0ssea e efeitos teratogénicos
(HAVERKOS, 1987; LEPORT et al., 1988; GEORGIEV, 1994; GOMELLA et.al,
2013).

Tendo em vista os problemas apresentados pela terapia vigente, é
reconhecida a necessidade de pesquisas sobre novas formas terapeuticas.
Neste trabalho foram testados dois compostos metalocomplexos — N0414 e
N5814 — com o intuito de analisar seu grau maximo de toxicidade sobre o
Toxoplasma gondii de modo que ndo desassegure a integridade da célula
hospedeira.

Ha relatos anteriores em outras literaturas que testaram compostos
metalocomplexos, com outro tipo de nldcleo metalico que néo o férrico, contra a
Leishmania infantum e Leishmania brasiliensis (RAMIREZ-MACIAS et al., 2011),
além de também testarem contra o Trypanosoma cruzi (CABALLERO et al.,
2011) e obtiveram resultados significativos, gerando baixo risco a célula
hospedeira ou nenhum. Além disso, esse tipo de composto € uma promissora
terapia antiparasitaria, bactericida, fungicida e antiviral (SINGH et al., 2000;
NATH et al., 2001; RAMIREZ-MACIAS et al., 2011).
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Portanto, devido resultados promissores apresentados na literatura, a
realizacdo de testes com os compostos metalocomplexos N0414 e N5814 em
células LLC-MK2 foram realizados a fim de avaliar o efeito anti-toxoplasma gondii
e sobre a viabilidade celular, j& que a terapia antiparasitaria atual se mostrou
toxica as células hospedeiras.

Esse trabalho vis apresentar resultados obtidos a partir da interacao
quimioterapica antiparasitaria de foma isolada, ou seja, sem coordena¢ao com a
terapia vigente. O tratamento prosposto se diferencia dos demais pela néo
coordenacdo desses metalocomplexos com a sulfadiazina ou qualquer outro
farmaco. A partir disso, pode-se supor que os efeitos colaterais antes gerados a
célula hospedeira com a coordenacao a sulfa ndo foram observados sem essa
coordenagao.

Dessa forma, os tratamentos das células LLC-MK2 foram feitos com
diferentes concentracfes de cada um dos dois compostos — N0414 e N5814,
ambos durante 24h e 48h, para avaliar o nivel de toxicidade suficiente deles para
alcancar o parasito no interior da célula hospedeira sem que impeca sua
viabilidade celular.

Verifica-se que o primeiro composto testado no tempo de 24h, N0414,
atingiu seu grau maximo de toxicidade sem danificar a célula hospedeira na
concentracdo de 10uM. Pdéde-se ainda verificar, através da Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET), que esse metalocomplexo gerou tanto
alteracdes ultraestruturais no parasito, quanto também sua morte.

O mesmo metalocomplexo testado anteriormente, embora no tempo de
48h, teve 0 seu grau maximo de toxicidade para o efeito antiparasitario de modo
que garantisse a seguranca da célula hospedeira na concentracdo de 10uM.
Esse composto obteve indicacdo de morte do Toxoplasma gondii e falha na
endodiogenia.

Na andlise das células LLC-MK2 tratadas com o segundo composto
testado — N5814 — no tempo de 24h, foi verificado que o nivel toxico maximo
para a célula hospedeira e, concomitantemente, acdo antiparasitaria € a
concentracdo de 50uM. Ainda na andlise das células, notou-se que a indicagao
de morte celular ocorrida foi a extragéo citoplasmatica do Toxoplasma gondii.

Ja na analise durante o tempo de 48h desse mesmo composto, pode-
se observar que o nivel de toxicidade superior a 100uM afetaria a viabilidade da

célula hospedeira, logo esta é a concentragdo maxima para que haja indicagcéo
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de morte parasitaria garantindo a integridade celular. Péde ser observado por
Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET), a morte do parasito por necrose,
assim como sua alteracéo estrutural.

Observa-se que o composto N0414 no tempo de 24h foi mais eficaz em
relacdo ao de 48h, pois matou o0 parasito com a mesma concentracao, porém em
menor tempo. A mesma conclusao pode ser tirada quando comparado o primeiro
composto com o N5814 no mesmo periodo, visto que o ultimo precisou de uma
concentracdo maior para apresentar indicios de morte parasitarias.

Comparativamente o composto N0414 no tempo de 48h também obteve
melhor resultado que o N5814 no mesmo tempo, ja que foi utilizada uma
concentracdo muito menor para apresentar danos ao parasito. Por fim, o
composto N5814/24h se mostrou melhor que o de 48h, ja que o segundo
precisou do dobro da concentracdo para apresentar necrose e alteracéo
estrutural.

Sendo assim, 0 composto que apresentou resultados para uma terapia
mais promissora foi 0 N0414 no periodo de 24h.

Em relagcdo a baixa toxicidade apresentadas em modelos in vitro de
infeccdo das células LLC-MK2 e tratadas com os compostos N0414 e N58140,
os resultados mostram compatibilidade em relacdo aos obtidos de PORTES et
al., 2015.

Embora hajam resultados satisfatorios sobre os dois compostos
avaliados, novos testes em modelos in vitro de infeccao precisam ser feitos. Além
disso, modelos in vivo também serem levados em consideracdo para testes
futuros. Novas pesquisas para a melhor compreensédo e desenvolvimento de
novos tratamentos quimioterdpicos para a toxoplasmose sdo de grande
relevancia, e por este fato, a importancia da continuidade no estudo para

desenvolvimento desse trabalho.
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6) CONCLUSAO:

O efeito antiproliferativo dos compostos N5814 e NO0414 em diferentes
concentracdes e tempos foi eficaz contra o Toxoplasma gondii in vitro, reduzindo
o indice de infeccao em células LLC-MK2 por morte do parasito. Os compostos
também apresentaram, além da reducédo do indice de infeccdo, acao contra o
parasito através de modificacbes de sua estrutura, extracao citoplasmatica e

interferéncia na divisdo parasitaria.
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