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RESUMO

Toxoplasma gondii, agente da toxoplasmose, € um protozoario capaz de infectar e replicar
qgualquer célula nucleada. A toxoplasmose é uma doenca relacionada com danos graves a
hospedeiros imunocomprometidos e a terapia atual é limitada e causa efeitos colaterais. Este
fato destaca a importancia dos estudos para criar novos farmacos ativos contra T. gondii. A
literatura apresenta muitos estudos de efeitos de compostos baseados em metais, conhecidos
como metalocomplexos, sendo ativos contra T. gondii. Além da atividade contra este
protozoario os compostos inorganicos mostraram atividades antifingicas, antivirais e
antibacterianas. O composto ferro dinuclear [Fe(HPCINOL) (SO4)] 2-p-oxo, controlou a
atividade de enzimas antioxidantes de T. gondii e foi seguro as células hospedeiras LLC-MK2.
O presente trabalho investigou a atividade in vitro do composto metalocomplexo que tém em
sua estrutura um nucleo de ferro coordenado a sulfadiazina contra taquizoitos de T. gondii
mantido em células LLC-MK2. A analise de células infectadas e tratadas mostrou que o
composto N4013.1 apresentou um valor ICs igual a 3.3 UM e reduziu significativamente a
taxa de infeccdo em comparagdoo com ceélulas infectadas que foram tratadas apenas com
sulfadiazina. Além disso, a viabilidade da célula hospedeira era elevada mesmo apés
tratamento com concentracdes elevadas de composto. A analise por microscopia eletronica
mostrou que os parasitas tratados apresentavam inclusées citoplasméaticas semelhantes aos
granulos de amilopectina comumente encontrados nos bradizoitos. A presenca de cistos de
bradizoitos foi confirmada por microscopia de fluorescencia e coloracdo com lectina de
Dolichos biflorus, especifica para parede cistica. Microscopia de fluorescencia utilizando
marcador especifico LC3B, confirmou a morte de parasitos por autofagia, no entanto, esse
indice foi muito baixo. Em conclusdo, o composto N4013.1 apresentou efeito potencial contra
0 parasito em concentracdes na faixa de micromolar. Mais estudos sao necessarios para
busca do tipo de morte sofrida pelos parasitos tratados. Assim, 0 hovo composto coordenado
apresentou um melhor desempenho do que a sulfadiazina isolada com atividade seletiva
contra o parasita e a vantagem da seguranca, ndo sendo téxica para as células hospedeiras.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Metalocomplexo. Toxoplasmose.



ABSTRACT

Toxoplasma gondi, is the toxoplasmosis agent and a protozoa able to infect and replicate in
any nucleated cell. Toxoplasmosis is a disease related to severe damages to
immunocompromised hosts and the current therapy is limited, and cause side effects. This fact
highlights the importance of studies to create new drugs actives against T. gondii. The literature
presents many studies of effects of compounds based in metals, known as metalcomplexes,
being actives against T. gondii. Beside the activity against this apicomplexan, the inorganic
compounds showed antifungal, antiviral and antibacterial activities. The dinuclear iron
compound [Fe(HPCINOL)(SO4)]2-u-oxo, controled the activity of antioxidant enzymes of
Toxoplasma gondii and was secure to the host cells LLCMK2.The present work investigated
the activity of new metalcomplexes that have in its structure an iron core coordinated to
sulfadiazine against tachyzoites of T. gondii in vitro maintained in LLC-MK2 cells. The analysis
of infected and treated cells showed that the compound N4013.1 presented an ICs value equal
to 3.3 uM and reduced significantly the infection rate compared to infected cells that were
treated only with sulfadiazine, with metalcomplexes or untreated cells. In addition, the host cell
viability was high even after treatment with high concentrations of compound. Electron
microscopy analysis showed that treated parasites presented cytoplasmic inclusions similar to
amylopectin granules commonly found in bradyzoites. The presence of bradyzoite cysts was
confirmed by fluorescence microscopy and Dolichos biflorus lectin staining, specific for cystic
wall. Fluorescence microscopy using specific marker LC3B, confirmed the death of parasites
by autophagy, however, this index was very low. In conclusion, compound N4013.1 showed a
potential effect against the parasite at concentrations in the micromolar range. More studies
are needed to find out the type of death suffered by treated parasites.Thus, the new
coordinated compound presented a better performance than sulfadiazine alone with selective
activity against the parasite and the advantage of safety, being non-toxic to the host cells.

Keywords: Toxoplasma gondii. Metalcomplexes. Toxoplasmosis.



LISTA DE ILUSTRACOES

Fig. 1 - Ciclo de vida do Toxoplasma gondii.............cccuuuuiiriiieieeei e e e e e e e e e e e e e e e annes 16
Fig. 2 - Ciclo SEXUAAO A0 T. GONIl..uuriiiiiiiiieiiiiiiie ettt e e e e e et e e e e nbb e e e nenes 17
Fig. 3 - Processo de divisdo de taquizoitos de T. gondii por endodiogenia...........ccccccereeeeeeeieeiicnrnnnnn. 19
Fig. 4 - Morfologia geral da forma taquizoito de T. gONGii.........ccouuiiiiiiiiiiiie e 22
Fig. 5 - Morfologia geral da forma bradizoito de T. goNdii.............ccoviiiiiiiiiiiee e e 24
Fig. 6 - indice de infecc&o (1.1) das interagbes de T. gondii com células LLCMK2.............ccocceveveeeenen.e. 42

Fig. 7 - Quantificacdo da presenga de cistos de T. gondii em células LLC-MK2 tratadas ou ndo com o

composto N4013.1 e sulfadiazinga POr 48 N........uuuiiiiiiiiiie e 43

Fig. 8 - Quantificagdo de morte por autofagia de T. gondii em células LLC-MK2 tratadas ou ndo com o

composto N4013.1 e sulfadiazina Por 48 N.........oov i e e e e e 44

Fig. 9 - Viabilidade das células hospedeiras LLC-MK2 apés o tratamento com o composto
N0 g 70 0 U 45

Fig. 10 - Microscopia 6ptica de células LLC-MK2 infectadas com Toxoplasma gondii ndo tratadas e

tratadas com sulfadiazina e o composto n4013.1 na concentra¢do de 10 UM........cccooviieiiiiiiieeennenn. 46

Fig. 11 - Microscopia eletrénica de transmissé&o de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii tratadas

ou ndo com 10 um de SDZ € 10 um do composto N4OT13. 1. ..o 48

Fig. 12 - Microscopia de fluorescéncia mostrando que o tratamento com o composto N4013.1 e
sulfadiazina na concentracdo de 10 pM durante 48h induziram o aparecimento de cistos teciduais de
PR o o PRSP 49

Fig. 13 - Microscopia de fluorescéncia mostrando marca¢éo negativa para LC3B...........ccccccvevviineennn. 50

Fig. 14 - Morte Celular por autofagia de T. gondii apés o tratamento com o composto N4013.1........... 51



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AIDS - sindrome da imunodeficiéncia adquirida, do inglés: acquired immunodeficiency
syndrome

BAG-1 — antigeno especifico de bradizoito

CEUA — comisséo de ética de uso de animais

CO:2- mondxido de carbono

DAPI — 4’ 6-diamidino-2-fenil-indol

DBA - lectina de Dolichos Biflorus

DBA — FITC - lectina de Dilichos biflorus conjugada a fluoresceina
DMEM- do inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO - dimetil sulféxido

DNA — acido desoxirribonucleico

HIV - virus da imunodeficiéncia humana

I.I — indice de infec¢éo

ICs0— concentracao inibitéria do crescimento celular em 50%
LC3B — cadeia leve B3, do inglés ligth chain B3

LLC-MK2 — células epiteliais de rim de macaco Rhesus (Macaca mulatta)
PABA - Acido paraminobenzdico

PBS - solugéo salina tamponada de fosfato

PHEM - tampao PIPES, HEPES, EGTA e Magnésio

PHEM-BSA — Soro Albumina Bovina em tamp&ao PHEM

PV — vacuolo parasitdforo, do ingles parasitophorus vacuole

RPMI 1640 — meio de cultura Roswell Park Memorial Institute 1640
SDZ - sulfadiazina

SFB — soro fetal bovino

U/mg — unidade por miligrama

UENF — Universidade Estadual do Norte Fluminense

pHm - micrometro

MM - micromolar



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt en e 12
2 REVISAO DE LITERATURA ....coiiit ittt ettt ate st naateatesteeaennaneane e 14
2.2 Ciclo de vida de Toxoplasma gONdii .........ceeeeeiiiieiiiiiiiei e e e e e e e eaaeees 14
2.3 Organizagdao ultraestrutural de Toxoplasma goNdii..............euuerrrremmmmmieiiiiiiiieiiienns 20
DA T R I To [ 81740 1] (0 1= RIS 20
2.3.2 BIAOIZOMOS .....veueveneeeeieeeeet ettt 23

A o) (o] o] F= 1<) 1 [0 T PSSP 25
2.4.1 EPIAEMIOIOQIA. .....ccuerteneiieieieiieitete ettt sttt ettt sbe bbb s e e ene b 26

2.6 CompOostoS MEtAlOCOMPIEXOS.......cciiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e et e e e e e aaeaannees 31

B OBUIETIVOS .ottt ettt et e e e e e rb e e eaa s 34
T RO o] 1111V o o [T = | PP PPPPPPPPPPPPPP 34
3.2 ObjetiVOS ESPECITICOS. ....uuiiiii i e 34

4 METODOLOGIA ...ttt ettt e ettt e e et et e e e e erb e e e erna s 35
v/ V= T 1W (=T g o= To l e [0 KR o =T ir= K] (01 PP PPPPPPPP 35
4.1.1 TaqUIZOItOS (CePA RH) ...oouiiiiiiieiieeee e 35
4.1.2 Cultivo da célula hospedeira LLC-MK2..........ccccoooieiiiieieieieieieeeese e 35

4.2 Composto MELAlOCOMPIEXO ... .coiiiiiiiiiee e e e e e e e 36
4.3 Interagdo parasito-Celula hOSPEUEIra...........uueiiiiieiiiiiiiiiiiie e 36
vV [To o TYolo] o] F= o] o o= NP U PPP T PPTPPPPI 37
4.5 ENsaio antiprolifetariVi ........coocoii i 37
4.6 Citotoxicidade do composto metalocomplexo contra a célula hospedeira................... 38
4.6.1 Ensaio de viabilidade CEIUIAT ...........ccoiiiiiie e 38

4.7 Microscopia eletronica de tranSMISSA0...........cuuuiiiiieeiiiiiiiiie e 39
4.8 Imunofluorescéncia e ensaios para detec¢ao de morte celular do T. gondii................ 40
4.9 ANAIISE UOS HAUOS .....eeiiiieeiiiiit e e e e e e a e e e e e e eeas 40

S RESULTADOS ...ttt e ettt e e ettt e e ettt e e et et e e e etn e aeeraans 41
5.1 Calculo para determinacdo do IC50 do composto N4013.1 e sulfadiazina. ................ 41

5.2 Quantificacédo de parede cistica de T. gondii tratados ou ndo com o composto N4013.1
e Sulfadiazina apos interacdo com células LLC-MK2. ............uuuuuummmmmmmmmiineeienniniennnnnnnnnnnnes 42

5.4 Viabilidade das células hospedeiras apés o tratamento com o composto N4013.1 em
diferentes CONCENTIAGOES. .......uii ettt e et e e e e e et e e e e e e e e e eeaanannns 44

5.5 Andlise por microscopia Optica de células LLC-MK2 tratadas ou ndo com o composto
N4013.1 e sulfadiazing apiS 48 N. .....coovveiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 45



5.6 Analise por microscopia eletrénica de transmissdo de células LLC-MK2 infectadas por

T. gondii, tratadas ou ndo com SDZ e o composto N4013.1 apds 48 h. ...........cccvvvveeneenn. 47
5.7 Parede cistica de T. gondii por microscopia de fluorescéncia..............ccccceeeeeieeiniinnnn, 48
5.8 Avaliacdo de morte por autofagia de T. gondii apds o tratamento com o composto
N4013.1 € SUIFATIAZING ......cciiiiiiiiiiiiiiiei ettt 50
B DISCUSSAD ..ottt sttt ettt ettt s et e b e e e s s e e st e s e et b e s et et e s ne s nns 52
7 CONCLUSODES ...ttt ettt ettt et et e et e te et et eeteareareaneeeeeereareeneens 55
B REFERENCIAS ....ootiiieiiteisie ettt ettt ettt b et s et b et ns s 56



1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um protozoario parasito intracelular agente etiolégico da
toxoplasmose, com distribuicdo mundial em animais homeotérmicos, incluindo
humanos (LEVINE et al., 1980; LYONS & JOHNSON, 1995) e afeta aproximadamente
um terco da populagcdo mundial. A infeccdo é assintomatica em individuos
imunocompetentes (TENTER et al., 2000) e pacientes imunocomprometidos podem
manifestar sintomatologia grave (MCAULEY et al., 1994). Recentemente tém sido
feitas associacfes entre infeccdo com o parasito e desordens neurolégicas, como
esquizofrenia e depressdo (HALONEN & WEISS; PANDROTA, 2014).

As formas evolutivas de T. gondii capazes de infectar hospedeiros séao:
taquizoitos, presentes na fase aguda da toxoplasmose; bradizoitos (localizam-se no
interior de cistos teciduais) que sdo comumente encontrados no cérebro e musculo
esquelético na fase cronica da infec¢ao; esporozoitos, que se encontram no interior
de oocistos esporulados presentes no meio ambiante, produzidos durante o ciclo
sexuado que ocorre no intestino dos felinos, hospedeiros definitivos do T. gondii (HILL
& DUBEY, 2005).

A transmissdo da toxoplasmose em humanos ocorre através da ingestdo de
agua ou comida contaminada, oocistos esporulados presentes no meio ambiente,
ingestdo de carne crua ou malcozida com cistos teciduais, e congenitamente,
especialmente quando a mae adquire a infeccdo pela primeira vez no periodo
gestacional (TENTER et al., 2000).

O tratamento para a toxoplasmose € limitado e existem poucas terapias
disponiveis, que apresentam toxicidade ao hospedeiro. Atualmente a terapia para a
toxoplasmose € a administragdo de compostos antifolato, como a combinagcédo de
sulfadiazina e pirimetamina. (HAVERKOS, 1987; LEPORT et al., 1988; GEORGIEV,
1994). Em casos de alergia a sulfadiazina, recomenda-se a substituicdo desta por
clindamicina, uma vez que a combinagao pirimetamina-clindamicina é tao eficiente
qguanto a primetamina-sulfadiazina. (DANNEMANN et al., 1992; KATLAMA et al.,
1996). Em gestantes, o feto pode sofrer complicacbes e o tratamento € feito pela

administragdo do farmaco espiramicina, menos toxico, diminuindo entdo 0s riscos
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para o feto (GARIN & EYLES, 1958; NIEL et al., 1981; LI et al., 2014). Entretanto, para
todos os casos é fundamental a administracdo concomitante de acido folinico aos
pacientes (revisto por HAVERKOS, 1987).

Devido a importancia médica da toxoplasmose, o desenvolvimento de novas
terapias para a doencga parasitaria € essencial. Tem sido estudado o efeito biologico
de compostos metalocomplexos, (compostos inorganicos) que apresentam
interessantes atividades biolégicas como fungicida, bactericida e antiviral (SINGH et
al., 2000; NATH et al., 2001). Um dos metalocomplexos, o composto férrico dinuclear
[Fe(HPCINOL)(SO4)]2-u-oxo, apresentou atividade contra o T. gondii in vitro e nao foi
toxico as células LLC-MK2, sendo capaz de reduzir a atividade de enzimas

antioxidantes importantes para a defesa do parasita (PORTES et al., 2015).

Com base nessas informacdes, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
anti-Toxoplasma do composto metalocomplexo cooordenado a sulfadiazina com

ndcleo de ferro (N4013.1), investigando seus possiveis mecanismos de acgao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigat6rio capaz de infectar
todos os tipos celulares nucleados de aves e mamiferos. E considerado cosmopolita,
aproximadamente um terco da populacdo mundial apresenta soropositividade para
toxoplasmose (SILVA et al., 2008). O T. gondii foi primeiramente encontrado em um
roedor na Tunisia, norte da Africa e descrito em 1908 por Nicolle e Manceaux, e foi
ainda neste ano foi encontrado no Brasil, em um coelho por Splendore. O T. gondii €
0 agente etiolégico da Toxoplasmose, doenca infecciosa que pode ser congénita ou
adquirida (LYONS & JOHNSON, 1995).

Este parasita pertence ao filo Apicomplexa, no qual estédo incluidos diversos
patdogenos de importancia médica e veterinaria, como Plasmodium spp. (agente
causador da malaria humana), Cryptosporidium spp. (patégeno humano, transmitido
por meio de agua contaminada causando criptosporidiose) e Eimeria spp. (causador

da coccidiose em aves, ovelhas e gados) (Sullivan & Jeffers, 2012).

2.2 Ciclo de vida de Toxoplasma gondii

O parasito T. gondii apresenta trés formas infectantes diferentes entre si ao
longo de todo o seu ciclo: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos. Taquizoitos (tachos
= rapido, em grego) é o estagio onde o parasito se replica rapidamente nas células
hospedeiras, caracterizando a fase aguda da infeccdo; bradizoitos (brady = devagar,
em grego) se replicam lentamente e sdo encontrados no interior de cistos teciduais na

fase crbnica da infeccéo; e esporozoitos séo as formas infectantes encontrados dentro
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de oocistos presentes em fezes de felideos (DUBEY & FRENKEL, 1973; DUBEY et
al., 1998).

O T. gondii apresenta ciclo de vida complexo, do qual participam diversos
hospedeiros. O ciclo possui fase assexuada, que se passa ha maioria dos animais
(hospedeiros intermediarios), e uma fase sexuada que se passa apenas nos felideos
(hospedeiros definitivos). Os hospedeiros se contaminam por carnivorismo, quando
consomem presas infectadas com cistos tissulares de T. gondii ou através da ingestéo
de oocistos presentes na 4gua e/ou nos alimentos contaminados com fezes de
felideos (DUBEY, 2004) (Figural).

O ciclo assexuado ocorre nos hospedeiros intermediarios e possui dois
estagios de vida distintos dependendo da fase da infeccdo: aguda ou cronica. O
estagio taquizoito, estd presente nas manifestacdes clinicas da fase aguda da
toxoplasmose e € a responséavel pela transmissao vertical para o feto via placenta
(TENTER et al., 2000). Em individuos imunocompetentes os taquizoitos diferenciam-
se em bradizoitos, de multiplicacdo lenta e metabolismo baixo, que formam os cistos
teciduais ou tissulares. (DENKERS et al., 2000). O desenvolvimento de cistos
tissulares em varios locais do corpo define a fase crbnica do ciclo assexuado. Esses
cistos sdo encontrados principalmente no sistema nervoso central e nos tecidos
musculares esquelético onde podem permanecer pelo resto da vida no hospedeiro
sem causar resposta inflamatéria. Os cistos tissulares representam a fase terminal do
ciclo assexuado nos hospedeiros intermediarios e uma fonte importante de
contaminac¢do do homem quando ingeridos na carne crua ou malcozida de animais
contaminados (DUBEY et al.,1998).
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Fig. 1 - Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Os felideos sdo os hospedeiros definitivos, em seu
intestino ocorre a fase sexuada do ciclo, resultando na liberacdo de oocistos nas suas fezes (1). Apés
a esporulacdo no meio ambiente (2), 0os oocistos passam a ser infectivos a novos hospedeiros
definitivos ou intermediarios, através da ingestao de agua ou alimentos contaminados com as fezes (3,
4, 5). Nos hospedeiros intermediarios pode ocorrer a fase aguda da infec¢éo, seguida da fase cronica,
quando se formam cistos teciduais no tecido nervoso e muscular. Estes cistos podem ser transmitidos
através da ingestdo de carne contaminada (6). Em hospedeiros imunocompetentes a infec¢éo é
geralmente assintomatica (7), porém imunodeprimidos ou gestantes em contato com taquizoitos (8 e
9) podem desenvolver a infec¢do aguda e/ou transmitir o parasito ao feto. Transplante de 6rgéos
contaminados com cistos também é uma importante via de transmissao do parasito (10) (Autores do
esquema: Marlene Benchimol, Wanderley de Souza e Paulo Crepaldi).

A fase sexuada ocorre apenas em felideos, sendo o gato doméstico o
hospedeiro mais importante, do ponto de vista epidemioldgico, para a toxoplasmose
humana. Na maioria das vezes esse ciclo tem inicio com a ingestdo de cistos teciduais
através do carnivorismo, a parede cistica dos cistos é dissolvida por enzimas
proteoliticas do estdmago. Dessa forma, os bradizoitos liberados dos cistos tem
acesso as ceélulas epiteliais do intestino do animal, aonde irdo se multiplicar por
endodiogenia ou esquizogonia, dando origem a parasitos nomeados esquizontes. A

esquizogonia confere o ciclo sexuado do T. gondii por meio da gametogénese, onde
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h& formacéo de gametas femininos (macrogametas) e masculinos (microgametas). Os
microgametas fecundam os macrogametas formando assim 0s zigotos (oocisto) que
posteriormente serdo liberados nas fezes do animal. Estes oocistos quando liberados
nas fezes dos felinos amadurecem e esporulam formando em seu interior
esporocistos, que contém uma das formas infectantes do T. gondii: esporozoito
(Figura 2). Oocistos quando liberados no meio ambiente, contaminam solo, alimentos
e agua, podendo através destas vias de contaminacdo se reiniciar o ciclo nos
diferentes hospedeiros (DUBEY et al.,1998).

Fig. 2 — Ciclo sexuado do T. gondii. Cistos ingeridos por carnivorismo (1) tem a parede cistica
degradada no estdmago e intestino dos felideos (2). Bradizoitos liberados dos cistos infectam os
enterdcitos (3), se replicam por endodiogenia e/ou esquizogonia (4), gerando esquizontes que infectam
novas células (5,7). O ciclo sexuado ocorre apos a formagéo de gametas femininos (macrogametas) e
masculinos (microgametas) a partir das formas esquizontes (6). Microgametas fecundam os
macrogametas formando zigotos (8) que posteriormente, ao serem envoltos por uma espessa parede,
se tornam oocistos que sao liberados através das fezes do animal (9,10). (Autores do esquema:
Marlene Benchimol, Wanderley de Souza e Paulo Crepaldi).
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O T. gondii é capaz de se replicar e infectar qualquer célula nucleada de aves
e mamiferos. Desse modo, logo apés a infecgdo com qualquer uma das formas do
parasito, estes se diferenciam em taquizoitos, que se dividem rapidamente por
sucessivas endodiogenias, forma especializada de reproducdo assexuada. Nesse
processo, duas células filhas séo formadas no interior de uma célula mée, que se
degenera no fim do processo (SHEFFIELD & MENTON, 1968). Esta forma de diviséo
denominada endodiogenia € caracteristica de taquizitos e bradizoitos e é diferente do
processo de divisdo que ocorre no hospedeiro definitivo ou no interior do oocisto
(Revisto por DE SOUZA et al., 2010).

A endodiogenia tem seu inicio marcado pelo alongamento do complexo de golgi
e apicoplasto e com a divisédo do centrossomo. Em seguida, as partes anteriores dos
complexos internos da membrana e os microtibulos subpeliculares das células filhas
aparecem. O nucleo do parasito se modifica para um formato de ferradura, com as
pontas crescendo em direcao aos conoides. As células-filhas continuam a crescer até
alcancarem a superficie da célula-mée, que sofre degeneracédo, deixando livres as
células-filhas (Figura 3). Os parasitos decorrentes das sucessivas divisdes celulares
se organizam em forma de rosetas dentro do vacuolo parasitoforo, com o crescimento
do numero de parasitos as membranas dos vacuolos podem romper-se e
posteriormente levarem o rompimento da célula hospedeira quando a mesma ja nao
pode mais suportar o crescimento e multiplicacao dos taquizoitos (REY, 2002; Revisto
por DE SOUZA et al., 2010).
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Roptrias e micronemas . . . ) .
(Rop ) Microtubulos (condide, microtibulos

subpeliculares e pdlo de fuso)
/

Mitocéndria - Complexo de Golgi

Centrossomo

Reticulo endoplasmatico

Fig. 3 - Processo de divisdo de taquizoitos de T. gondii por endodiogenia. (A) Disposicao das
organelas e estruturas em um parasito maduro. (B) A divisao € iniciada com a duplicagdo do complexo
de Golgi e dos centrossomos. (C) Posteriormente, duplicam-se os elementos de citoesqueleto: o
condide, microtibulos subpeliculares e pélo de fuso, para divisdo nuclear; (D) O pdlo de fuso se duplica
e 0 apicoplasto se move abaixo dos centrossomos, alongando-se conforme 0s centrossomos se
separam. (E) As organelas comecam a se dividir conforme as células-filhas vao se alongando e surgem
dois complexos apicais (condide, anéis polares e centro organizador de microtibulos) que dirigem a
formagé&o do IMC; Os complexos basais das células-filhas se concentram em suas extremidades, e o
nucleo ja apresenta-se de forma bifurcada. (F) As células-filhas contraem-se e todas as organelas vao
se dividindo, exceto a mitocondria. As organelas secretoras (réptrias e micronemas) e o citoesqueleto
da célula mée comecam a se degradar. (G) As Ultimas etapas da endodiogenia mostram a duplicagdo
da mitocondria e surgimento das organelas secretoras das células-filhas, que se separam apos a
incorporagdo da membrana plasmatica da célula-méae. A célula-mé&e aos poucos se torna um corpo
residual, que posteriormente se desfaz. A divisdo subsequente dos parasitos continua até que a célula
hospedeira seja totalmente degradada, culminando no egresso ativo do parasito e destruicao da célula
hospedeira infectada (Adaptado de Anderson-White et al., 2012).
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Em organismos imunocompetentes, sob pressdo do sistema imunoldgico do
hospedeiro, os taquizoitos sao diferenciados em bradizoitos, forma de multiplicacéo e
metabolismo lento, que formam os cistos teciduais (DENKERS & GAZZINELLI, 1998).
Estes cistos podem permanecer pelo resto da vida no organismo do hospedeiro sem
causar nenhuma resposta inflamatéria (DUBEY & FRENKEL, 1976). Porém, nos
altimos anos, a infecgao crénica veio ganhando importancia devido a possibilidade de
reativacdo da infeccdo em pacientes portadores do virus HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana), e em pacientes imunossuprimidos em tratamento contra
0 cancer ou submetidos a transplante de 6rgdos, pois apesar do tratamento atual
controlar as formas de rapida proliferacdo do T. gondii, ndo ha nenhuma droga capaz
de eliminar os cistos teciduais de animais e humanos, que se mantém viaveis no
organismo por periodo indeterminado (MONTARNO et al. 2010). A alta probabilidade
de reativacdo da toxoplasmose acarreta has maiores causas de complicacdes e Obito
para estes grupos especificos (RAMIREZ-MACIAS et al., 2012).

A infeccdo pelo protozoario T. gondii em pacientes imunocompetentes é
descrita como assintomatica, entretanto recentemente tem sido relacionada ao
desenvolvimento de desordens neuropsiquiatricas como esquizofrenia e depressao,
consequentes de danos neurolégicos (HALONEN & WEISS, 2013; PANDROTA,
2014).

2.3 Organizacao ultraestrutural de Toxoplasma gondii

2.3.1 Taquizoitos

O taquizoito de T. gondii é uma célula polarizada, alongada, apresentando a
regido anterior afilada e a regiao posterior arredondada. Mede aproximadamente 6 ym
de comprimento por 2um de largura. Na regidao apical estdo localizados os anéis
polares, o condide, as roptrias e 0s micronemas, estruturas que formam o complexo
apical (MORRISSETTE & SIBLEY, 2002), e estdo relacionadas com a adeséo e
penetracdo do parasito na célula hospedeira, preparando a criacdo do ambiente
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intracelular para o desenvolvimento do parasito (DUBEY et al., 1998, CARRUTHERS
et al, 1999). O ndcleo situa-se na regido mediana e logo acima se encontram o
complexo de Golgi e o apicoplasto. Compondo o envoltério nuclear e ramificando-se
pelo citosol, estdo presentes elementos do reticulo endoplasmatico. A mitocondria é
Unica e ramificada. Os granulos densos, acidocalcissomas e granulos de amilopectina
estdo presentes em numero e localizagdo variaveis. O conjunto € envolvido pela
pelicula e, abaixo desta, estdo uma rede de microtubulos subpeliculares que
percorrem o corpo celular do parasita (Figura 4) (DUBEY et al., 1998). Os taquizoitos
entram na célula hospedeira através do processo de penetracdo ativa ou por
fagocitose, sendo no primeiro caso envolto por um vacuolo parasitéforo logo apés a
sua entrada (BONHOMME et al., 1992; DUBEY et al., 1998).
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Anel apical

Anel polar
Conoide

Micronema
Roéptria

Plasmalema
Complexo interno de membrana

Nucleo
Mitocondria

Reticulo endoplasmatico rugoso

Corpo lipidico

Grénulo de amilopectina
Granulo denso

Poro posterior

Fig. 4 - Representacdo da ultraestrutura da forma taquizoito de Toxoplasma gondii. A forma
taquizoito de T. gondii apresenta as organelas listadas estando o nlcleo centralizado e tendo poucos
granulos de amilopectina, que geralmente estdo ausentes nesta forma. Traduzido de Dubey et al.

(1998).
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2.3.2 Bradizoitos

Bradizoitos presentes nos cistos teciduais medem cerca de 7 um de
comprimento por 1,5 uym de largura. O nucleo encontra-se deslocado para a parte
posterior do corpo do parasita (DUBEY et al., 1998; WEISS & KIM, 2000). Granulos
de amilopectina sdo achados em grande quantidade em seu citoplasma (Coppin et al.,
2003), enquanto sédo raros ou inexistentes em taquizoitos (DUBEY et al., 1998). Estes
granulos sao estruturas compostas de cadeias de glicose que servem como reserva
energética as formas evolutivas como bradizoitos e esporozoitos (COPPIN et al.,
2005) (Figura 5). Os bradizoitos se encontram dentro dos cistos teciduais (WEISS &
KIM, 2007). A parede cistica tem como principal caracteristica manter a integridade
dos cistos que permanecem por tempo indeterminado nas células hospedeiras
(DUBEY et al., 1997). O tamanho do cisto tecidual pode apresentar variacoes, cistos
jovens podem ter 5 um e poucos bradizoitos em seu interior enquanto cistos maduros,
ultrapassam 70 um de diametro e podem possuir centenas de bradizoitos em seu
interior ( DUBEY et al., 1998).
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Aneis apicais
Anel polar
Conoide

Micronema
Roptria
Plasmalema

Complexo interno de membrana
Granulos de amilopectina

Microporo

Gramlo denso

MitocOndria
Apicoplasto

Reticulo endoplasmaético rugoso
Complexo de Golgi
Centriolos

Nicleo

Poro posterior

Fig. 5 - Representacdo da ultraestrutura da forma bradizoito de Toxoplasma gondii. A forma
bradizoito de T. gondii possui as organelas listadas acima, com a presenga marcante de granulos de
amilopectinas que séo caracteristicos desta forma do parasito e nicleo na regido posterior. Traduzido
de Dubey et al. (1998).
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2.4 Toxoplasmose

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo mundial, o agente etiolégico da
toxoplasmose € o protozoario intracelular obrigatério T. gondii (TENTER et al., 2000).
A toxoplasmose € considerada cosmopolita e infecta animais de estimagcdo e
producdo como suinos, caprinos, aves, animais silvestres, gatos e a maioria dos
vertebrados terrestres homeotérmicos, incluindo os seres humanos (LYONS &
JOHNSON, 1995). A taxa média de contaminacdo em popula¢cdes humanas varia de
30 % a 95% dependendo da regido, isso vai depender dos costumes alimentares e
condicBes de higiene desses locais (INNES, 2010). A prevaléncia da toxoplasmose se
da em paises tropicais e sua disseminacgao esta relacionada aos habitos de vida locais
(Campos et al., 2014), no Brasil o predominio da doenca varia entre 50% e 80%
(BONFIOLI; OREFICE, 2005). Em individuos imunocompetentes, a infeccdo com T.
gondii € constantemente assintomética. Porém, individuos imunocomprometidos,
como portadores do virus da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
pacientes transplantados e gestantes que podem transmitir a infeccao
congenitamente, sdo 0s mais susceptiveis a infeccao pelo parasito, gerando sintomas
graves como, por exemplo, encefalites, cefaleia, desorientagéo, letargia, hemiparesia,
alteracdes de reflexos, convulsdes, pneumonia e miocardite (MCAULEY et al., 1994).
Em infeccbes congénitas, além de potencial para gerar abortos espontaneos, a
toxoplasmose pode acarretar no nascimento de fetos malformados, sendo capaz de
danificar o cérebro e a retina, resultando em graves consequéncias, dentre elas a
inflamacédo da retina (coriorretinite). Podem ocorrer em alguns casos retardamento

mental, calcificagfes intracranianas e hidrocefalia (MCAULEY et al., 1994).

A transmissao da toxoplasmose adquirida em humanos se da pela ingestéo de
agua ou comida contaminada, oocistos esporulados presentes no meio ambiente,
consumo de carne crua ou malcozida de hospedeiros intermediarios com a presenca
de cistos teciduais e congenitamente, especialmente quando a mae adquire a infec¢ao

pela primeira vez no periodo gestacional (LIU et al 2015).
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2.4.1 Epidemiologia

O Brasil € um pais extenso, existindo cerca de mais de 190 milhdes de
habitantes (DUBEY et al., 2012). Em 2012 infec¢Ges causadas por microorganismos
patogénicos como, por exemplo: fungos, bactérias, virus ou parasitos foram
responsaveis por aproximadamente 17% do total da taxa de mortalidade humana
mundial (WHO 2012). A toxoplasmose se enquadra dentro dessa classificacéo, sendo
esta cosmopolita, mas, com diferentes indices epidemiolégicos. As menores taxas de
infeccdio (10% a 30%) sdo descritas na América do Norte, Sudeste da Asia, Norte da
Europa e alguns paises do continente africano. Taxas medianas de infeccdo (30% a
50%) sdo encontradas em paises centrais e do sul da Europa, e altas taxas séo
relatadas em paises da América Latina e América do Sul (ROBERT-GANGNEAUX &
DARDE, 2012).

No sul do Brasil a soropositividade para T. gondii chega em torno de 80%,
sendo a mais importante via de transmissdo o consumo de carne suina, podendo levar
ao desenvolvimento de toxoplasmose ocular em parte da populacdo infectada.
(JONES et al., 2006). Em campos dos Goytacazes no estado do Rio de Janeiro, a
prevaléncia sorologica para T gondii ja chegou a 84%, decorrente de um surto por
contaminacgao de oocistos através de agua de reservatorios (BAHIA-OLIVEIRA et al.,
2003). A agua contaminada tem sido um fator importante em contaminagfes causadas
por surtos (BENENSON et al., 1982 BOWIE et al., 1997).

Dados epidemioldgicos apontam a infeccdo pelo parasito em mulheres varia
mundialmente desde 10.9% (Noruega) até 90% (na Franca e Taiti) e no Brasil, cerca
de 70% das gestantes apresentam soropositividade para toxoplasmose (PAPPAS et
al 2009). Esta alta incidéncia em gestantesm gera como consequéncia cerca de 3.000
nascimentos anuais de criancas portadoras de alguma sindrome causada pela
toxoplasmose congénita: danos oculares, deficiéncia neuroldgica ou danos auditivos
(DUBEY et al.,2012). Este fato destaca a importancia do estudo da toxoplasmose,
visto que existe grande prevaléncia mundial da toxoplasmose e essa doenca afeta a

salde publica de maneira significativa.
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2.5 Tratamento

O tratamento atual da toxoplasmose baseia-se na utilizacdo de farmacos com
acado parasito-estatica, eficazes em impedir a proliferacdo dos parasitos. Porém esses
farmacos néo séo ativos contra os resistentes cistos teciduais, sendo ativos somente
contra taquizoitos, que caracteriza a fase aguda da toxoplasmose (Milewska-Bobula
et al., 2015). Os farmacos utilizados para o tratamento da toxoplasmose sdo a
combinacao de pirimetamina e sulfadiazina, que inibe a sintese e a reducéo de &cido
félico em taquizoitos (MONTOYA et al, 2005). Ambos os farmacos entram no fluido-
cérebro espinhal e altas doses utilizadas durante o tratamento levam a toxicidade.
Desse modo, o tratamento esta associado a muitas reacdes adversas como, por
exemplo, a supressdo medular (HAVERKOS H.W., 1987 apud DE SOUZA, W., 2006).

A Pirimetamina é uma droga antimalarica usada no tratamento da
toxoplasmose juntamente com sulfadiazina. Este farmaco é capaz de interromper o
ciclo metabdlico do parasita, atuando na inibicdo da enzimadiidrofolato-redutase que
produz &cido félico, sendo este necessario para a sintese de DNA e RNA, do parasita.
O uso de pirimetamina nédo € indicado no primeiro trimestre da gestacdo, pois tem
efeito teratogénico (ANDERSON & MORSE, 1966). Sua administragdo em doses
excessivas pode provocar efeitos colaterais como: vomitos, tremores, convulsdes e
depressao da medula 6ssea (REMINGTON et al., 2001).

A sulfadiazina esta dentro do grupo das sulfonamidas, sendo analogas
estruturalmente e antagonistas competitivas do acido paraminobenzdico (PABA), que
é utilizado pelos parasitos na sintese de &cido folico. A combinacdo da sulfadiazina
com a pirimetamina é utilizada no tratamento das infec¢ges causadas pelo T.gondii, a
combinacdo desses dois farmacos aumenta a atividade da pirimetamina em até oito
vezes (EYLES & COLEMAN, 1955; SHEFFIELD et al., 1972). No entanto, ndo é
indicada a administracado da sulfadiazina no final do terceiro trimestre da gestacao
(REMINGTON et al., 2001), além de estarem ligadas a abortos espontaneos podem
deslocar a bilirrubina fetal circulante de sua ligagdo com a albumina provocando seu
deslocamento para o SNC, resultando em Kernicterus, uma sindrome que esta

associada com hiperbilirrubinemia que tem como efeitos, retardo mental, paralisia
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cerebral, surdez e a paralisia nos olhos. (Peters et al., 2007). A sulfadiazina também

esta relacionada com problemas renais e formacéo de cristais na urina (WHO, 1999).

A sulfadiazina é uma substancia ndo muito tolerada, podendo ser substituida
por outros farmacos como, por exemplo, a clindamicina. A combinacao pirimetamina-
clindamicina é tao eficaz quanto pirimetamina-sulfadiazina durante a fase aguda da

doenca (Dannemann et al., 1992; Katlama et al., 1996).

O folinato de calcio ajuda a minimizar os efeitos causados por medicamentos
antifolato como a pirimetamina-sulfadiazina, pois € utilizado pelo paciente a fim de
prevenir problemas hematoldgicos consequentes do uso de medicamentos antifolatos
(Frenkel & Hitchings, 1957; Frenkel et al., 1960).

Para o tratamento em gestantes com toxoplasmose aguda é utilizada a
espiramicina (GARIN & EYLES, 1968; NIEL et al., 1981), pois este farmaco
contrariamente dos antifolatos, ndo apresenta efeito teratogénico e por isso é indicado
para gestantes com toxoplasmose na fase aguda diminuindo a transmisséo vertical
(da mae para o feto). A espiramicina € um antibidtico macrolideo que atua inibindo a
sintese proteica em microorganismos (JOHNSTON, 2006). No entanto, a acdo da
espiramicina contra o parasito é considerada menos eficaz (NATH & SINAI, 2003).
Doses altas (35 mg/kg) de espiramicina provocam diversos efeitos colaterais como,
vaso espasmo, calafrios, vertigem, hiperemia da face, ndusea, vémitos, diarréia,
anorexia e arritmias cardiacas (STRAMBA-BADIALE et al., 1997). N&o existem
estudos que comprovem a efichcia deste medicamento no tratamento de fetos
infectados (FORESTIER et al., 1987), porém a espiramicina reduz a severidade da
infeccdo fetal, principalmente por retardar o periodo em que ocorre a transmissao
placentario-fetal, dando ao feto tempo para adquirir maior maturidade imunoldgica
(COUVREUR et al., 1998).

O quadro a seguir mostra os farmacos utilizados no tratamento atual da

toxoplasmose, assim como seus respectivos mecanismos de acéao e efeitos colaterais:

Quadro 1. Farmacos utilizados no tratamento vigente da toxoplasmose
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FARMACOS

MECANISMO DE
ACAO

EFEITOS
COLATERAIS

REFERENCIAS

Pirimetamina +

Sulfadiazina

Medicamentos
antifolato, afetam a
replicacdo do

parasito

Supressao medular,
efeitos
hematoldgicos e

teratogénese

Haverkos, 1987

Pirimetamina

Inibidor da enzima
diidrolato redutase,
interfere na sintese

de folinato de célcio

Vémitos, tremores,
convuls@es e
supressdo medular,
teratogénese e
efeitos

hematolégicos

Anderson & Morse,
1996; Ramington et
al., 2001;

Sulfadiazina

Antagonista do
acido PABA
(crucial na sintese

de acido folico)

Deslocamento de
bilirrubina fetal e
desenvolvimento da
sindrome

Kernicterus pelo feto

Eyles & Coleman,
1995; Sheffield et
al., 1972;

Dannemann et al.,

1992; Katlama et al.,
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Clindamicina

Age no apicoplasto
do parasito, inibindo
a sintese proteica

Colite ulcerativa

1996; Dubey 2010;
Campos et al., 2002

Espiramicina

Antibidtico
macrolideo/ inibe a

sintese proteica

Calafrios,
vasoespasmo,
vertigem, nauseas,
vOmitos, diarreia,
anorexia, arritimais

cardiacas

Niel et al., 1981;
Garin et al., 1968;
Stramba-Badiale et
al., 1997; Johnston

2006;

Folinato de Calcio

Reduz os efeitos
colaterais dos
medicamentos

antifolatos

Frenkel & Hitchings,
1957; Frenkel et al.,
1960.

Considerando os efeitos adversos provocados pelas drogas utilizadas para

tratar a toxoplasmose (descritos acima), é sabido que a terapia proposta atualmente

7

nao € totalmente eficaz, consequentemente o estudo de novas terapias mais

eficientes e com menos reacfes adversas tornam-se necessarias.
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2.6 Compostos metalocomplexos

Os metais vém sendo usados na medicina desde tempos remotos, mesmo sem
0 conhecimento sobre seus mecanismos de agéao, toxicidade ou qualquer propriedade
quimica dos compostos (SCHWIETERT et al., 1999). Existem relatos descritos na
literatura sobre a utilizacao de sais de mercurio, sendo este utilizado para o tratamento
de infec¢des no século X e no século XVI foi utilizado para o tratamento da epidemia
de sifilis (VILELA-RIBEIRO et al., 2011).

As atividades biologicas praticadas por metais tém incitado o desenvolvimento
de farmacos a base de metais, apesar dos metais serem utilizados para fins
terapéuticos desde muito tempo, Rosenberg e colaborados em 1965, descobriram a
atividade antitumoral do complexo conhecido como cisplatina, essa descoberta
despertou um grande interesse por complexos metalicos com propriedades
farmacoldgicas (ORVIG & ABRAMS, 1999; FONTES et al., 2005).

Novos compostos inorganicos vém sendo estudados, a fim de melhorar a
eficiéncia no combate da infec¢do contra a toxoplasmose, estes compostos estudados
tém apresentado interessantes propriedades e efeitos biolégicos e sdo conhecidos

como compostos metalocomplexos.

A literatura descreve que moléculas ativas biologicamente quando
coordenadas a metais podem originar complexos mais potentes. Os metais, em
particular metais de transi¢cao, apresentam diversas atividades e vantagens sobre os
farmacos mais comuns, baseados em compostos organicos (VAN RIJT & SADLER,
2009). Os metais por seres bons aceptores de elétrons conseguem interagir e
coordenar-se com moléculas ricas em elétrons, como por exemplo, as proteinas e o
DNA (ORVIG & ABRAMS, 1999). A capacidade de troca do ligante permite o metal
interagir e coordenar-se com diferentes moléculas biolégicas, aumentando assim a
lipofilicidade do farmaco, ap6s sua coordenagdo com o metal, facilitando a passagem
do composto através das membranas biol6gicas (AHMAD et al., 2006; BRUIIJNINCX
& SADLER, 2008). Para reversdo de perfis de resisténcia de célula-alvo a

determinados farmacos pesquisadores utilizaram estrategicamente a adi¢cdo de
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metais a estas moléculas (TAN et al., 2000; WRIGHT & SUTLHERLAND, 2007). De
acordo com FONTES et al 2005, compostos metalicos coordenados a antibiéticos sdo
em geral mais potentes que o farmaco ndo coordenado. Complexos do antibiotico
tetraciclina e o metal paladio testados contra linhagens resistentes de Escherichia coli,
foram dezesseis vezes mais potentes que o antibidtico livre (Guerra et al., 2005) assim
como, os complexos platina e paladio quando coordenados a dioxiciclina e tetraciclina,
foram toxicos para células leucémicas mostrando maior atividade que os antibioticos
nao coordenados (PAULA et al., 2008; SILVA et al., 2010).

Estudos descritos na literatura mostraram que a coordenacdo de compostos
pode ser uma alternativa interessante para terapia antiparasitaria. Tem sido estudado
o efeito bioldgico de compostos metalocomplexos, alguns metalocomplexos como o
novo metalocomplexo p-oxo di-ferro funcionam como nucleases e peptidases
sintéticas, sendo Uteis na manipulacéo de DNA. (PARRILHA et al., 2008). Complexos
ferro (Ill), cobalto (ll), cobre (Il) e zinco (Il) apresentaram atividade contra
Staphylococcus aureus. (FERNANDES et al., 2010).

Compostos metalocomplexos apresentam interessantes atividades biol6gicas
como fungicida, bactericida e antiviral (SINGH et al., 2000; NATH et al., 2001).
Compostos a base de ions cobre ou cobalto ligados ao ligante HmtpO, onde HmtpO
€ {5-metil-1,2,4-triazol [1,5-a] pirimidina-7 (4H)-um}, atinge vigorosamente o
metabolismo energético de Leishmania infantum e L. braziliensis alterando a estrutura
de membrana, organelas e induz morte celular (RAMIREZ-MACIAS et al., 2012). Horn
et al. (2005) mostraram que o ligante HPCINOL [1-(bis-piridina-2-ylmetil-amino)-3-
cloropropano-2-ol] apresentou interessantes atividades quando associados a
complexos de ferro e cobre. O complexo de cobre [Cu(HPCINOL)CI] apresentou
atividade de nuclease, sendo ativo contra células leucémicas (Fernandes et al., 2006).
E quando associado ao ferro, notou-se que 0 composto mononuclear
[Fe(HPCINOL)(CI)2] foi capaz de preservar Saccharomyces cerevisiae do estresse
oxidativo, mimetizando superoxido dismutase e catalase (HORN Jr et al., 2010). As
atividades desses compostos contra célula cancerigena foram modestas e associada
a baixa toxicidade as células normais do organismo (HORN Jr. et al., 2013). Tais fatos

impulsionaram a realizacao dos testes com o composto metalocomplexo N4013.1 em
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células fibroblasticas LLC-MK2 infectadas com o T. gondii, visto que o principal fator

da terapia antiparasitaria atual € ndo preservar a viabilidade da célula hospedeira.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito anti-Toxoplasma gondii de um novo composto metalocomplexo com
nucleo de ferro coordenado a sulfadiazina estudando seus possiveis mecanismos de

acao.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar o efeito do composto metalocomplexo coordenado a sulfadiazina sobre
taquizoitos de T. gondii da cepa RH, mantidos em células LLCMK2 em diferentes

tempos do seu ciclo celular por microscopia Optica.

3.2.2 Avaliar a ultraestrutura do T. gondii apés o tratamento com o composto através

de Microscopia Eletronica de Transmissao.

3.3.3 Verificar se o tratamento com o composto induz a conversdo de taquizoitos a
bradizoitos de T. gondii e a formacéo de parede cistica, utilizando microscopia de

fluorescéncia.

3.3.4 Avaliar se apés o tratamento com 0 composto o parasito sofre morte celular por

autofagia, utilizando marcador especifico revelado por microscopia de fluorescéncia.
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4 METODOLOGIA

4.1 Manutencéo dos parasitos

4.1.1 Taquizoitos (Cepa RH)

Taquizoitos de Toxoplasma gondii (Cepa RH) foram mantidos por passagens
intraperitoneais em camundongos suicos (CF-1) de 21 dias de idade. Apos 48h de
infeccdo, os parasitos foram coletados em solucédo salina de tampéao fosfato (PBS)
através de lavagem peritoneal. O lavado peritoneal sofreu centrifugagédo (100g; 5’;
4°C), para a retirada das células e restos celulares peritoneais e o sobrenadante
coletado era novamente centrifugado (1000g; 10’; 4°C) para a obtencao das formas
taquizoitos. Os parasitos contidos no pellet foram ressuspensos em meio de cultura
RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) e a quantidade de parasito foi
quantificada através da camara de Neubauer ao microscopio Optico convencional
Axioplan — ZEISS.

O uso de camundongos para passagens de taquizitos de T. gondii, permitindo
a execucdo deste trabalho, foi aprovada pela Comissdo de Etica de Uso de animais
(CEUA) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (codigo: IBCCF99).

4.1.2 Cultivo da célula hospedeira LLC-MK2

Células epiteliais de rim de macaco Rhesus (Macaca mulatta), LLC-MK2 (ATCC
CCL,7 Rockville, MD/EUA) foram cultivadas em meio RPMI suplementado com soro
fetal bovino (SFB) a 10%, e mantidas em estufa de CO2 a 37°C. As células
multiplicavam-se até a formac¢do de monocamada aderente a superficie do frasco de
cultura. A subcultura dessas células foi obtida a partir de culturas confluentes,
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enquanto a infeccdo com o parasito era realizada em culturas subconfluentes. As
células eram subcultivadas, a partir de suspensoes celulares obtidas por tripsinizagdo
de células em monocamada. No dia anterior ao experimento as células eram

plagueadas em placas de 24 pocos, contendo laminulas de vidro.

4.2 Composto metalocomplexo

O composto metalocomplexo sob o cédigo N4013.1(p.m: 1.292,19g), que
consiste na molécula de sulfadiazina coordenada ao metalocomplexo de ferro N4913,
foi sintetizado e gentilmente cedido pelo professor Dr. Adolfo Horn Jr. e colaboradores
do Laboratdrio de Ciéncias Quimicas da Universidade Estadual do Norte Fluminense
(UENF), Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro.

Para estudos in vitro, o composto N4013.1 foi diluido em Dimetil sulféxido (DMSO;
Merck) puro e adicionado diretamente ao meio de cultura. A concentracgédo final de
DMSO no meio nunca excedeu 0.01% (v/v) e este néo teve efeito na proliferacdo de
parasitos intracelulares e das células hospedeiras. O controle foi feito com uso da
maior concentracdo de DMSO sem a adigdo dos compostos. O composto foi estocado
a -22°C. A sulfadizina (SDZ) (p.m: 250,28g) (Sigma), utilizada como controle positivo

dos experimentos, foi diluida em agua destilada e mantida a -22°C.

4.3 Interacao parasito-célula hospedeira

As células foram infectadas com parasitos recém-coletados dos camundongos
infectados dois dias antes do experimento e ressuspensos em meio RPMI na
proporcdo de 5:1 parasitos por célula hospedeira, para verificacdo dos efeitos

antiproliferativos e 10:1 para o experimento de microscopia eletronica de transmissao.
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Para que houvesse a interacao, a placa foi mantida por 1 hora em estufa com 5% de
CO2 a 37°C. Apoés esta etapa as células foram lavadas com PBS para retirada de
parasitos extracelulares ndo aderidos. O composto e a sulfadiazina foram diluidos em
meio de cultura RPMI e suplementado com 5% de SFB para a obtencéao das diferentes
concentracoes de 2,5 uM, 5,0 uM, 10 puM, 20 uM e 30 pM utilizadas nos experimentos
in vitro. Os controles receberam meio de cultura RPMI suplementado com 5% de SFB.
A placa foi incubada por 48h em estufa com 5% de CO2 a 37°C, para os ensaios de

curvas de crescimento e obtencao do IC50 dos compostos.

4.4 Microscopia éptica

ApOs 48 horas de interacado, as células foram fixadas com 4% de formaldeido
nascente em PBS, coradas com corante Giemsa 10% em agua destilada,
desidratadas em diferentes concentracdes de acetona-xilol. ApGs a desidratacdo as
laminulas foram montadas sobre gotas de Entellan. As laminas prontas foram
observadas ao microscopio 6ptico Axioplan — ZEISS e também ao microscépio Axio
Imager — ZEISS para obtencéo de imagens destas interacdes e analise da distribuicdo

dos parasitos no interior da célula hospedeira.

4.5 Ensaio antiprolifetarivo

Foi realizada a contagem para o calculo do indice de infecgéo e realizacéo das

andalises estatisticas.

A multiplicagdo do parasito pode ser analisada de dois modos: 1) atraveés do

namero de parasitos em 100 células infectadas em duplicata de cada condigdo do
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experimento; ou 2) através do calculo do indice de infeccao (I.I) (quadro 1). Para a
determinacao da concentragdo inibitéria de 50% do crescimento dos parasitas (IC50),

aplicaram-se os valores do I.I obtidos.

Desta forma, a porcentagem de inibicdo do crescimento foi plotada como uma

funcdo da concentracdo do composto ajustando os valores.

Quadro 1. Férmula para o célculo de indice de Infeccgéo (1.1):

(I.1) = % células infectadas (n° parasitas intracelulares/ n° total de células infectadas)

4.6 Citotoxicidade do composto metalocomplexo contra a célula hospedeira

4.6.1 Ensaio de viabilidade celular

O efeito téxico do composto N4013.1 a células hospedeira foi avaliado com
base na redugdo de MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolium. MTS é bioreduzido por células vivas ao produto formazan,
que é solivel em meio de cultura (Riss et al., 1992). Para esse ensaio, 10° células
poco foram plagueadas em placas de 96 pocos e cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com 5% de SFB, com um volume final de 100 puL/poco. Apos 24 h, as
células foram lavadas e submetidas ao tratamento com o composto N4013.1 a
diferentes concentragcdes em meio RPMI suplementado com 5% de SFB durante 48
horas. As concentragbes variaram de 75 a 6,25 ymol L-1. Como controle negativo, as
células foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 5% de SFB sem adicao

do composto. Como controle positivo, as células foram diretamente sujeitas a 10% de
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Triton X-100 em meio RPMI sem SFB e foram cultivadas como descrito anteriormente.
O volume final de cada pogo foi de 100 yl. Apds 48 h de tratamento, as células de
cada pocgo receberam 20 uyl de MTS (concentracao final de 0.33 mg/ml) e a placa foi
incubada por 4 horas (37°C, 5% CO2), sob protecdo da luz. A leitura da absorbancia
do produto formazan foi feita no comprimento de onda de 490nm em leitor de
microplaca Versamax (Molecular Devices).

4.7 Microscopia eletronica de transmisséo

Para observar a ultraestrutura de parasitos intracelulares, as células nao
tratadas e as tratadas com o composto durante 48h, foram fixadas em solucéo
contendo 2.5% de glutaraldeido e 4% de formaldeido nascente em tampé&o cacodilato
de sodio 0.1 M, pH 7.4. Posteriormente as células foram lavadas com tampéo
cacodilato de sédio 0.1 M e pés-fixadas por 40 minutos no escuro em solucédo de
tetroxido de ésmio 1% em tampao cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4. Em seguida, as
células foram lavadas no mesmo tampao, desidratadas em concentracdes crescentes
de acetona (de 30% a 100%) e embebidas em resina epdxi. Seccdes ultrafinas foram
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas ao Microscopio
Eletrénico de Transmisséo FEI SPIRIT 120 K volts.
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4.8 Imunofluorescéncia e ensaios para deteccao de morte celular do T. gondii

Células LLC-MK2 foram infectadas com taquizoitos, tratadas ou ndo com o
composto a 10 uyM, por 48 horas, lavadas com PBS e fixadas com 4% de formaldeido
nascente em tampao PHEM (60 mM Pipes, 20 mM Hepes, 10 mM EGTA, 5 mM
MgCl2, e 70 mM KCI, pH 7.2). Apos fixacdo, as laminulas foram lavadas,
permeabilizadas com 5% de Triton X-100 em tamp&o PHEM, e incubadas com 50 mM
de Cloreto de Aménio (NH4Cl) por 30 minutos, em seguida com Soro Albumina Bovina
(Sigma) 3% em tampao PHEM (PHEM-BSA) por 30 minutos a temperatura ambiente.
Apoés a incubacdo com os bloqueios, as células foram incubadas por 1 hora com
lectina de Dolichos biflorus conjugada a fluoresceina (DBA-FITC) (10 pg/ml) (Sigma—
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) ou com anticorpo policlonal de coelho light chain B3
(LC3B) (diluicdo 1:1000) posteriormente, as células marcadas com LC3B foram
incubadas com anticorpo secundario anti-coelho conjugado com Alexa 546 (diluicdo
1:100) (Molecular Probes). Ap6s marcacdo, as laminulas foram montadas com o
reagente “ProLong Gold® antifade” (Invitrogen) para analise ao Microscépio 6ptico de

fluorescéncia.

4.9 Analise dos dados

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o teste t de Student e
analise de variancia (ANOVA) para comparacdo de valores, sendo P < 0,05

considerado significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Célculo para determinagdo do IC50 do composto N4013.1 e sulfadiazina.

A acado anti-Toxoplasma do composto N4013.1 e sulfadiazina contra
taquizoitos intracelulares de T. gondii mantidos em células LLC-MK2 foi
analisada apos 48h. A Figura 6 demonstra que o indice de infeccao em células
nao tratadas (controle), foi crescente em relagdo as células tratadas com
diferentes concentragdes da sulfadiazina e do composto N4013.1. Células
tratadas com o composto N4013.1 apresentou IC50 na faixa de 3.3 uM
enquanto células tratadas com sulfadiazina apresentou IC50 na faixa de 4.6 uM
(Figura 6. Ae B).
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Fig. 6 - indice de infeccdo (l.I) das interacdes de Toxoplasma gondii com células LLCMK2
tratadas por 48h com sulfadiazina e o composto metalocomplexo N4013.1 para determinac¢éo do
IC50. (A) Crescimento do parasito T. gondii em células LLC-MK2 apés tratamento de 48h com
diferentes concentragfes do composto N4013.1. (B) Crescimento do parasito T. gondii em células LLC-
MK2 apés tratamento de 48h com diferentes concentracdes da sulfadiazina.

5.2 Quantificagao de parede cistica de T. gondii tratados ou ndo com o composto

N4013.1 e Sulfadiazina apds interagcao com células LLC-MK2.

O aparecimento de bradizoitos foi comprovado apés marcacao das células com
lectina DBA, que se liga de forma especifica a parede dos cistos de bradizoitos (zhang
et al, 2001). Enquanto nao foi detectado marcacao de DBA em células nao tratadas
(controle), em células tratadas com sulfadiazina e com o composto N4013.1 foram
encontrados alguns vacuolos parasitéforos marcados com DBA. A contagem apontou
que em torno de 1,75 % das células infectadas e tratadas com sulfadiazina
apresentaram marcacgao positiva para DBA, assim como, aproximadamente 2,3% dos
vacuolos das células tratadas com o composto N4013.1 apresentaram marcacgao

positiva (Figura 7).
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Fig 7. Quantificac&o da presenca de cistos de T. gondii em células LLC-MK2 tratadas ou néo
com o composto N4013.1 e sulfadiazina por 48 h. Nota-se que células ndo tratadas com o composto
(controle) ndo apresentam cistos. Células tratadas com o composto N4013.1 e sulfadiazina por 48 h,
apresentam baixo indice de cistogénese.

5.3 Quantificacdo de morte celular por autofagia de T. gondii tratados ou ndo com o
composto N4013.1 e Sulfadiazina apods interagdo com células LLC-MK2.

Apods 48 h de tratamento com 10 yM de sulfadiazina e do composto N4013.1,
alguns parasitos foram positivos para LC3B que marca vesiculas autofagicas. Em
células nao tratadas (controle) a marcagéo para LC3B foi ausente, assim como, as
células tratadas com sulfadiazina. Em células tratadas com o composto N4013.1 a
marcacgao para LC3B foi muito baixa. Os parasitos marcados foram quantificados e

apenas 0,01% de parasitos foram positivos para LC3B apds o tratamento (Figura 8).
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Fig. 8 - Quantificacdo de morte por autofagia de T. gondii em células LLC-MK2 tratadas ou nao
com o composto N4013.1 e sulfadiazina por 48 h. Nota-se que células néo tratadas com o composto
(controle) e tratadas com sdz ndo apresentaram morte por autofagia. Células submetidas ao
tratamentocom o composto N4013.1 por 48 h, apresentaram % baixo para morte por autofagia.

5.4 Viabilidade das células hospedeiras ap6s o tratamento com o composto
N4013.1 em diferentes concentragdes.

A toxicidade do composto N4013.1 para a célula hospedeira (LLC-MK2) foi
avaliada ap6s 48h de tratamento. A figura 9 mostra que esse composto ndo afeta a
viabilidade das células hospedeiras (ensaio MTS) ap6s 48 h, em concentracfes até
100 uM.
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Fig. 9 - Viabilidade das células hospedeiras LLC-MK2 apd6s o tratamento com o composto
N4013.1. As células hospedeiras foram tratadas com concentra¢gfes crescentes do composto até 100
UM durante 48h. A toxicidade do complexo para as células hospedeiras foi avaliada pelo ensaio MTS.

5.5 Andlise por microscopia 6ptica de células LLC-MK2 tratadas ou ndo com o
composto N4013.1 e sulfadiazina ap6s 48 h.

Imagens de microscopia 6ptica foram feitas para analisar a organizacdo dos
parasitos no interior dos vacuolos parasitoforos apdés 48h de tratamento com o
composto N4013.1 e sulfadiazina na concentracao de 10 uM. Em células néo tratadas
(controle), houve maior proliferacdo do T. gondii (Figura 10 A e B). Células tratadas
com sulfadiazina e com o composto N4013.1 demonstraram redug&o no crescimento
de T. gondii. (Figura 10 C, D, E e F).

45



Fig. 10 - Microscopia 6pticade células LLC-MK2 infectadas com Toxoplasma gondii ndo tratadas
e tratadas com sulfadiazina e o composto n4013.1 na concentragcdo de 10 pM. (A, B) Células
infectadas e ndo tratadas (controle), note a presenca de rosaceas e grande quantidade de parasitos no
interior das células (setas). (C, D) Células infectadas e tratadas com sulfadiazina na concentracéo de
10 uM por 48h, note a presenga do parasito no interior da célula, porém em menor quantidade (setas).
(E, F) Células infectadas e tratadas com 10 uM do composto N4013.1 durante 48h, note que muitas
células ndo possuem parasitos em seu interior e que ha presenca de vacuolos com parasitos
degradados no interior dos vacuolos (setas). Barras = 10 pm e 20 pum.
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5.6 Andlise por microscopia eletronica de transmissao de células LLC-MK2
infectadas por T. gondii, tratadas ou ndo com SDZ e o composto N4013.1 apés
48 h.

A analise da ultraestrutura das células mostra que os parasitos presentes em
células nao tratadas apods 48h de infeccao, apresentam sua ultraestrutura preservada
(Figura A seta). ApoOs o tratamento com sulfadiazina é possivel observar estruturas
semelhantes a granulos de amilopectina (Figura B e C) (setas brancas). Apds o
tratamento com o composto N4013.1 nota-se que o parasita parece sofrer com a acao
do composto, apresentando degradacdes no ambiente citoplasmatico (clefts) e blebs
de membrana (Figura D) (setas brancas e circulo respectivamente) e além disso,
observa-se irregularidades na formacéo de condides (Figura 11 E) (setas brancas).
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Fig. 11 - Microscopia eletrénica de transmisséo de células LLC-MK2 infectadas com T. gondii
tratadas ou ndo com 10 ym de SDZ e 10 pm do composto N4013.1. (A) T. gondii dentro de células
nao tratadas apés 48 h de infeccdo. Observe que a estrutura tipica de taquizoito foi preservada. (B e
C) (setas brancas) tratamento com sdz por 48h, nota-se granulos semelhantes a granulos de
amilopectina. (D e E) tratamento com o composto N4013.1 durante 48 h. (D) (circulo) blebs de
membrana e clefts (setas) e (E) nota-se que o parasita iniciou a formacgéao de conoide mas com estrutura
irregular (seta branca). Barras: A=0,5um,B=5um,CeD=1ume E =2 ym.

5.7 Parede cistica de T. gondii por microscopia de fluorescéncia.

O aparecimento de bradizitos foi confirmado apds marcagao com lectina DBA,
que se liga especificamente a parede dos cistos de bradizoito. Alguns vacuolos
parasitéforos marcados com DBA foram vistos em células incubadas por 48h de
tratamento com o composto N4013.1 (Figura 12 C e D), da mesma forma, em células
tratadas com sulfadiazina (Figura 12 E e F). Células infectadas e n&o tratadas

(controle) nao apresentaram marcagéao positiva (Figura 12 A e B).

48



Fig. 12 - Microscopia de fluorescéncia mostrando que o tratamento com o composto N4013.1 e sulfadiazina
na concentragdo de 10 uM durante 48h induziram o aparecimento de cistos teciduais de T. gondii. A,CeE
- Microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC). B, D e F - Marcacao para lectina de Dolichos biflorus
(DBA). (setas:A,B) Células ndo tratadas e parasitos ndo marcadas (controle). Parede cistica (setas: C, D, E e F).
Marcacao positiva para DBA em células tratadas com 10 uM do composto N4013.1 por 48h (setas: C, D) e (setas:
E, F) células tratadas com sulfadiazina durante 48h na concentracédo de 10 pM. Barras = 10 pm.
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5.8 Avaliacao de morte por autofagia de T. gondii apés o tratamento com o
composto N4013.1 e sulfadiazina

Para avaliar os possiveis mecanismos de morte celular sofridos pelo parasito,
células LLC-MK2 infectadas por T. gondii, tratadas ou ndo com o composto N4013.1
e sulfadiazina por 48h foram marcadas com LC3B. Células nao tratadas e tratadas
com sulfadiazina nao apresentaram marcagao positiva para LC3B (Figura 13 A, B, C
e D respectivamente). Células tratadas com 10 uM do composto N4013.1 durante 48h,
apresentaram uma baixa quantidade de marcacao positiva LC3B. De acordo com a
quantificagcéo, apenas 0,01% dos parasitos eram LC3B positivos (Figura 14 A, B, C e
D).

Fig.13 - Microscopia de fluorescéncia mostrando marcagao negativa para LC3B. Células néo
tratadas (A e B) e células tratadas com 10 pM de sulfadiazina por 48h (C e D) ndo apresentaram
marcacao positiva para LC3B. (setas). Barras = 10um.
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Fig. 14 - Morte Celular por autofagia de T. gondii apds o tratamento com o composto N4013.1.
Imagens de microscopia de fluorescéncia de células LLC-MK2 infectadas por T. gondii mostrando
marcacao de vesiculas autofagicas (LC3B-positivas) apds 48h de infec¢gdo com 10 uM do composto
N4013.1. Parasitos em células tratadas (N4013.1) apresentaram marcagao positiva (setas: B e D) e
(setas: A e C) marcacao para LC3B e imagens de contraste interferencial (DIC). Barras = 10 pm.



6 DISCUSSAO

A toxoplasmose é infeccdo causada pelo parasito T. gondii, é considerada
cosmopolita e aproximadamente um terco da polulagdo mundial apresenta soro
positividade para toxoplasmose. (SILVA et al., 2008). O tratamento de pacientes
infectados baseia-se na combinacdo de sulfadiazina a pirimetamina, no entanto,
ocorrem severos efeitos colaterais durante o tratamento (Campos et al., 2014). O
tratamento com graves efeitos colaterais e a inexisténcia de uma cura definitiva para
a doenca (LEPORT et al., 1988; GEORGIEV, 1994) evidéncia a importancia do

desenvolvimento de novas terapias com maior eficiéncia contra o T. gondii.

No presente trabalho, investigou-se o efeito do composto metalocomplexo
coordenado a sulfadiazina (N4013.1) sobre o parasito T. gondii.

Estudos descritos na literatura mostraram que a coordenacdo de compostos
pode ser uma alternativa interessante para terapia antiparasitaria. Compostos
metalocomplexos apresentaram interessantes atividades bioldgicas 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] apresentou interessantes atividades quando associados a complexos de ferro e
cobre. O complexo de cobre [Cu(HPCINOL)CI] apresentou atividade de nuclease,
sendo ativo contra células leucémicas (Fernandes et al., 2006). E quando associado
ao ferro, observou-se que o composto mononuclear [Fe(HPCINOL)(CI)2] foi capaz de
proteger Saccharomyces cerevisiae do estresse oxidativo, mimetizando superoxido
dismutase e catalase (Horn Jr et al., 2010). As atividades desses compostos contra
célula cancerigena foram associadas a baixa toxicidade &as células normais do
organismo (Horn Jr. et al., 2013). Tais fatos impulsionaram a realizacao dos testes
com o composto metalocomplexo N4013.1 em células fibroblasticas LLCMK2
infectadas com o T. gondii uma vez, que a principal desvantagem da terapia

antiparasitaria atual € néo preservar a viabilidade da célula hospedeira.

Verificou-se, que a toxicidade do composto N4013.1 contra o0 parasita

intracelular T. gondii em interacdo com células LLCMK2 ocorre, sugerindo efeito
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antiproliferativo do farmaco; sendo também observadas através de microscopia
eletrbnica de transmisséo, degradacdes no citoplasma como, clefts e também blebs
de membrana, além disso, irregularidades na formacédo do condide do parasita e
também observacdes de granulos de amilopectina indicando a diferenciacdo de
taquizoitos para bradizoitos. O composto foi ainda capaz de reduzir o indice de
infeccdo destas células apds 48h de tratamento e apresentou IC50 igual a 3.3 uM,
este resultado foi positivo, pois a sulfadiazina que € um farmaco de referéncia para o
tratamento de infec¢cdo causada pelo T. gondii, tem IC50 variavel dependendo da
célula hospedeira utilizada. No presente trabalho com células LLCMK2, sulfadiazina
apresentou IC50 igual a 4.6 pM, enquanto o composto N4013.1 apresentou IC50 igual
a 3.3 uM. Farmacos para o tratamento da Toxoplasmose sao eficazes, mas carregam
muitos efeitos colaterais, incluindo a supressao da imunidade, e outros sintomas que
levam a resisténcia dos pacientes ao tratamento, como: vOmitos, tremores,
convulsdes e depressdo da medula éssea (REMINGTON et al., 2001).

Os resultados desse trabalho mostraram que o composto N4013.1 também
apresentou baixa toxicidade para célula hospedeira LLC-MK2, sendo compativel com
os resultados obtidos de PORTES et al., 20015.

. Dessa forma, sugerem-se futuramente os testes de infeccéo in vivo com 0 uso
do composto N4013.1. Estudos relacionados a quimioterapia antiparasitaria se tornam
entdo importantes para o desenvolvimento de novos farmacos potenciais para o
tratamento da Toxoplasmose, que ocorrem através da identificacdo de alvos
especificos em vias metabdlicas-chaves para os parasitos. Este fato ressalta a
importancia de estudos como o desenvolvido neste trabalho, que auxiliam na
confirmacéo dos alvos escolhidos para o tratamento quimioterapico. As imagens
obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo mostraram que o controle apos 48
horas de interacdo manteve a sua estrutura e a forma de taquizoitos preservadas,
enquanto que apos 48 horas de tratamento a 10 yM do composto N4013.1, observou-
se a presenca de granulos de amilopectina. E sabido na literatura que a presenca
desses granulos é encontrada apenas em bradizoitos, sendo um marcador estrutural
de cistogénese. Indicando a diferenciacéo de taquizoitos para bradizoitos.

A marcagado por DBA foi importante na confirmagdo da diferenciacdo de
taquizitos para bradizoitos. As imagens de microscopia de fluorescéncia

demonstraram essa conversao de taquizoitos em bradizoitos apés 48 h de tratamento
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a 10 uM do composto N4013.1, confirmada apds marcagdo com lectina especifica
para parede cistica, DBA. Porém, essa marcacdo quando quantificada demonstrou
qgue a inducao de cistogénese foi baixa quando tratada com o composto N4013.1 e
sulfadiazina.

Para avaliar o processo de morte celular do parasito as células foram marcadas
com marcador especifico para autofagia, LC3B. Autofagia foi confirmada em alguns
parasitos, aproximadamente 0,01% das células infectadas e tratadas com o composto
N4013.1 continham vesiculas autofagicas, as células néo tratadas e tratadas com
sulfadiazina, ndo apresentaram morte por autofagia.

A baixa quantidade de morte por autofagia em células tratadas com o composto
N4013.1, sugere novos experimentos para investigacdo por outros tipos de morte
celular sofrido pelo parasito, como por exemplo, morte por apoptose, detectada
atraves do teste TUNEL.
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7 CONCLUSOES

a) O composto N4013.1 foi ativo contra o T. gondii in vitro, sendo capaz de
reduzir o indice de infeccao das células LLC-MK2, com IC 50 igual a 3.3 uM
em 48h de tratamento. O composto coordenado a sulfadiazina apresentou
melhor desempenho que a sulfadiazina no modelo de estudo in vitro.

b) O composto N4013.1 ndo apresentou toxicidade as células hospedeiras
guando tratadas durante 48h com concentracdes até 100 uM.

c) As imagens obtidas por Microscopia eletrdnica de transmissdo mostraram
alteracdes citoplasmaticas como, clefts e alteracbes na membrana do
parasito como o aparecimento de blebs, vesiculas semelhantes a corpos
apoptoticos, porém o teste de TUNEL que detecta morte por apoptose néo
foi realizado. Além disso, irregularidade na formacéo do condide também foi
observada.

d) O composto N4013.1 induziu a baixa quantidade de cistos teciduais de T.
gondii quando tratados por 48h.

e) O composto apresentou uma baixa inducdo quantidade de morte por
autofagia.
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ANEXO

v' ARTIGO CIENTIFICO PUBLICADO NA REVISTA ANTIMICROBIAL AGENTS
AND CHEMOTHERAPY

“Reduction of Toxoplasma gondii development due to inhibition of parasite antioxidant

enzymes by a dinuclear iron(lll) compound” Juliana de Araujo Portes, Tatiana

Guinancio de Souza, Thiago Alves Teixeira dos Santos, Luciana Lemos Rangel da
Silva, Thales de Paula Ribeiro, Marcos Dias Pereira, Adolfo Horn Junior, Christiane
Fernandes, Renato Augusto Damatta, Wanderley de Souza, Sergio Henrique Seabra.
Antimicrob Agents Chemother, 59, 7374-86, 2015.
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