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EFEITOS in vitro E DE 3-BROMOPIRUVATO E ATOVAQUONA NA INFECGAO POR
Toxoplasma gondii EM CELULAS LLC-MK;

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Loyze Paola Oliveira de Lima

Toxoplasma gondii causa uma infecgdo comumente assintomatica, porém
pode se apresentar de forma grave durante a gravidez e em pacientes
imunocomprometidos. A terapia atual para a toxoplasmose é restrita contra
taquizoitos, e possuem pouco ou nenhum efeito sobre bradizoitos, que sdo mantidos
em cistos teciduais como fonte recrudescente da infecgcdo. Com isso, novas
alternativas terapéuticas vém sendo propostas, como 0 uso da Atovaquona, que
apresentou alguma eficicia sobre taquizoitos e bradizoitos em cistos teciduais.
Neste trabalho, foi estudado o efeito de 3-BrPA, um composto utilizado em testes
sobre células cancerigenas, durante a interacao de células LLC-MK; infectadas com
taquizoitos da cepa RH de T. gondii. Quanto a célula hospedeira ndo se observou
efeito do composto sobre a proliferacdo e viabilidade celular. A avaliagdo da
interferéncia de 3-BrPA sobre o crescimento in vitro do T. gondii evidenciou uma
reducdo na proliferacdo intracelular do parasito de cerca de 55% apds 24 h de
tratamento e 61% apds 48 h. O desenvolvimento intracelular do parasito, analisado
por MEV, apresentou caracteristicas morfolégicas comumente encontradas em
cistos teciduais. A incubacdo das culturas com lectina DBA confirmou o
desenvolvimento de cistos e por MET se evidenciou a presencga de bradizoitos. Além
disso, foram revelados parasitos degradados e a influéncia do composto sobre a
endodiogenia. Outra abordagem adotada foi o tratamento de culturas infectadas com
a combinagao de 3-BrPA e Atovaquona, que resultou em uma redugao de parasitos
intracelulares de 73% apods 24 h de tratamento e 71% apds 48 h, em comparacao ao
controle, além da auséncia da formacao de parede cistica nessas culturas. Conclui-
se, portanto, que a utilizagao de 3-BrPA pode se apresentar como uma importante
ferramenta para o estudo:(i) da cistogénese in vitro;(ii)Jdo metabolismo do parasito,
necessitando de maior aprofundamento do alvo de agdo do composto em T

moleculares/celulares desencadeados que levaram a morte dos parasitos.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Loyze Paola Oliveira de Lima

Toxoplasma gondii usually causes an asymptomatic infection, but it can present severity
during pregnancy and in immunocompromised patients. Current therapies for
toxoplasmosis are restricted only against tachyzoites, and have little or no effect on
bradyzoites, which are kept in tissue cysts like source of the infection recrudescent.
Consequently, new therapeutic alternatives have been proposed, as the use of
Atovaquone that showed some efficacy against tachyzoites and bradyzoites in tissue
cysts. In this work, we propose to study the effect of 3-BrPA, a compound that is being
tested against cancer cells, on the infection of LLC-MK; cells with tachyzoites of T.
gondii (RH strain). No effect of 3-BrPAon host cell proliferation and viability was
observed. Evaluation of 3-BrPA interference on in vitro growth of T. gondii showed a
reduction in intracellular parasite proliferation about 55% after 24 h of treatment, and
61% after 48 h. Intracellular development of parasite, analyzed by SEM, showed
morphological characteristics commonly found in tissue cysts. Incubation of cultures
with DBA lectin confirmed the development of cysts and TEM showed the presence of
bradyzoites. Moreover, we revealed the presence of degraded parasites and the
influence of compound on endodyogeny. Another approach used was the treatment of
infected cultures with combination of 3-BrPA and Atovaquone. This resulted in the
reduction of intracellular parasites of 73% after 24 h of treatment and 71% after 48 h,
compared to control, besides the absence of cyst wall formation in these cultures.
Therefore, it is concluded that use of 3-BrPA may present as an important tool for study
of: (i) in vitro cystogenesis, (ii) the metabolism of the parasite, requiring deeper
understanding of the target of action of the compound in T. gondii, (iii) the alternatives
metabolic pathways of the parasite, and (iv) the molecular / cellular triggered that led to
death of the parasites mechanisms.
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INTRODUGAO

1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatério isolado de
coelhos em 1908 por Splendore, no Brasil e no mesmo ano, pelos pesquisadores
Nicolle e Manceaux (1908) do Instituto Pasteur na Tunisia que verificaram a
presenga do parasito nos roedores Ctenodactylus gundi. O nome do parasito,
portanto, tem origem devido a sua descoberta neste roedor. Pertencente ao filo
Apicomplexa, se caracteriza por ser uma célula polarizada e pelo seu formato em
arco, sendo Toxoplasma (toxon = arco, plasma = forma), apresentando uma
extremidade mais afilada na regido anterior do corpo e a posterior arredondada. Tem
como caracteristica peculiar possuir um complexo apical na regido anterior do corpo,
composto pelo anel polar, anéis pré-conoidais, microtubulos intraconoidais, condéide
e pelas organelas secretdrias, as roptrias e 0os micronemas (revisto em Morrissette e
Sibley, 2002; revisto em De Souza e cols.,, 2010). Como integrante do filo
Apicomplexa, também apresenta uma camada pelicular tripla, formada pelo
plasmalema intimamente associada ao complexo membranar interno (revisto em
Soldati e Meissner, 2004). O T. gondii € ainda constituido, pelas estruturas basicas
das células eucariédticas tipicas e, algumas organelas especificas, como os granulos
densos, apicoplastos e acidocalcissomas (Fig. 1.1). Apresenta-se sob trés formas
infectivas: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos (revisto em De Souza e cols.,
2010).

1.2 Formas infectivas
1.2.1 Taquizoito
O taquizoito de T. gondii mede aproximadamente 8 um de comprimento e
2 uym de largura (Fig. 1.1 e 1.2). Apresenta como caracteristicas morfologicas
nenhum ou poucos granulos de amilopectina e nucleo localizado na posigcédo
mediana do seu corpo, abaixo do apicoplasto e do complexo de Golgi. Apds a
invasdo da célula hospedeira, o taquizoito se estabelece e se desenvolve dentro de
um vacuolo modificado no citoplasma da célula, denominado vacuolo parasitoforo,

onde se multiplica de forma rapida e assexuada.
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Figura 1.1. Morfologia geral da forma taquizoito de Toxoplasma gondii. (A) O esquema foi construido
a partir de cortes aleatérios do parasito observados por microscopia eletrbnica de transmisséo. (B)
Corte longitudinal do vacuolo parasitéforo onde s&o visualizadas varias estruturas representadas em
(A): N - ndcleo, ¢ - condide, R - roptrias, A - Apicoplasto, g - granulo denso, CG - Complexo de Golgi,

seta — micronema. Barra: 1 ym (retirado De Souza e cols., 2010).

1.2.2 Bradizoito

O bradizoito é morfologicamente muito similar ao taquizoito, com algumas
diferencas (Fig. 1.2). Este mede cerca de 7 x 1,5 ym, apresenta o nucleo deslocado
para a regido posterior do corpo do parasito, as réptrias sao eletrondensas e o0s
micronemas em um numero maior, quando comparado com a forma taquizoito
(revisto em Dubey e cols., 1998; revisto em Weiss e Kim, 2000). Além disso,
granulos de amilopectina se encontram em grande quantidade no citoplasma dos
bradizoitos (Coppin e cols., 2003; Guimarées e cols., 2003). Acredita-se que estes
granulos sirvam como reserva energética as formas que tém por caracteristica
permanecer viaveis por longos periodos, durante a fase crénica da infeccao.

Além das caracteristicas morfolégicas, os bradizoitos permanecem no
interior de cistos teciduais e multiplicam-se lentamente. Essa reproducédo lenta
representa uma forma evolutiva do ciclo, iniciada conforme o controle da infecgcéo
pelo sistema imunolégico do hospedeiro, resultando na formacdo de uma parede
resistente, a parede cistica, que confere ao cisto sua permanéncia silenciosa no
hospedeiro por até mesmo anos (Kim e Weiss, 2011). Esses cistos sdo encontrados



em células dos sistemas nervoso, cardiaco e muscular, além de ser a forma de
resisténcia no organismo (Cimerman e Cimerman, 1999). De acordo com a
localizac&o tecidual, apresenta forma variavel, mas geralmente € redondo, medindo
entre 20 e 200 um (Dubey e cols., 1998). Acredita-se, que, fatores relacionados ao
desenvolvimento da imunidade induzem a formacéao de cistos tissulares (Dubey e
cols., 1998).
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Figura 1.2. Diferengas morfoldgicas entre taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos (Reproduzido e
adaptado de Dubey e cols., 1998)



1.2.3 Esporozoito

Os esporozoitos possuem micronemas, roptrias e granulos de
amilopectina mais abundantes do que bradizoitos e taquizoitos, e estdo contidos em
esporocistos no interior de oocistos esporulados. Os oocistos sao liberados no
ambiente juntamente com as fezes dos felinos e a esporulacdo ocorre apoés
aproximadamente 1 a 5 dias dos oocistos estarem expostos ao ambiente. Os
oocistos esporulados sdo sub-esféricos, medindo aproximadamente 13 x 9-11 um,
tem dois esporocistos cada um, e cada esporocisto contém quatro esporozoitos que
medem 8 x 6 um (Dubey e cols., 1998).

1.3 Ciclo de Vida

O ciclo de vida do T. gondii é heteréxeno, tendo como hospedeiros
definitivos os membros da familia Felidae e principal representante o gato, e como
hospedeiros intermediarios, os animais homeotermos, como aves e mamiferos,
incluindo o homem (Fig. 1.3). Decorrente deste complexo ciclo de vida, os trés
estagios infecciosos: taquizoito, bradizoito e esporozoito apresentam papéis
bioldgicos distintos e alguns mecanismos de transmissao: (i) ingestdo de oocistos
esporulados na agua e nos alimentos, resultantes do ciclo entero-epitelial do
parasito em gatos; (ii) ingestao de cistos teciduais presentes em carne mal-cozida ou
crua contaminadas (Tenter e cols., 2000); (iii) vertical através da infecgdo da mae
para o feto durante a gestacgao e, (iv) transfusdo de sangue ou transplante de 6rgaos
(Dubey e cols., 1998).

O ciclo sexuado inicia-se quando o hospedeiro definitivo ingere alimento
contaminado com cistos teciduais ou oocistos esporulados pelo hospedeiro
definitivo, o gato. Apds a ingestdo, a parede do cisto ou oocisto € dissolvida por
enzimas proteoliticas no estdmago e no intestino delgado do animal, liberando o
parasito que podera invadir as células epiteliais do intestino delgado, iniciando o
desenvolvimento do T. gondii. Cinco tipos morfologicamente distintos do parasito se
desenvolvem nas células epiteliais do intestino designados esquizontes dos tipos A a
E. A esquizogonia compreende a merogonia (produ¢cado de merozoitos), gametogonia
(producao de micro e macrogametas) e a esporogonia (produgao de esporozoitos).
Estes estagios diferenciados, por esquizogonia, irdo produzir os merozoitos. Segue-

se entdo, a gametogonia, com a formagao dos macrogametas (gametas femininos) e
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microgametas (gametas masculinos). O macrogameta permanecera dentro de uma
célula epitelial, enquanto os microgametas moveis sairdo da célula e irdo fecundar o
macrogameta, formando o ovo ou zigoto. A esporogonia ira resultar na formagao de
oocistos imaturos que sao eliminados juntamente com as fezes destes animais no
ambiente e que irdo maturar e se tornar infectivos (Frenkel e Dubey, 1972; Dubey e
Frenkel 1973; Dubey, 2002; Hill e cols., 2005).
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Figura 1.3. Ciclo de vida Toxoplasma gondii (retirado de Moura e cols., 2009)

A fase assexuada tem inicio quando hospedeiros intermediarios ou
definitivos ingerem oocistos e/ou cistos teciduais. Sob a agdo das enzimas gastricas
e intestinais rompe-se a parede cistica ou oocistica e os bradizoitos e esporozoitos,
respectivamente, sdo liberados. Esses parasitos invadem as células epiteliais
intestinais do hospedeiro formando no citoplasma destas células vacuolos
parasitéforos (VP) onde se diferenciam em taquizoitos. No interior destes VP, os
taquizoitos se multiplicam rapidamente em um processo denominado endodiogenia,
que consiste na formacao de dois taquizoitos no interior de uma célula-mae, que se
degenera ao final do processo de divisao celular (Fig. 1.4). Esta multiplicagao ocorre
rapidamente formando estruturas denominadas rosaceas e prossegue até que haja

o rompimento da célula e a liberagdo dos parasitos para, entdo, infectar novas



células (Dubey e cols., 1998). Com esse aumento no numero de células infectadas,
0 parasito provoca um quadro polissintomatico, cuja gravidade dependera da
quantidade das formas infectantes adquiridas, cepa do parasito e da resisténcia do
hospedeiro. Deste modo, taquizoitos sdo encontrados principalmente na fase aguda

da doenca, responsavel, portanto, pelos danos patologicos.

Figura 1.4. Processo de endodiogenia (retirado e modificado de Jacot e cols., 2013)

Apos a ativacao do sistema imunoldgico do hospedeiro, a quantidade de
parasitos extracelulares diminui no sangue, na linfa e nos 6rgéos viscerais, e ha uma
menor atividade da multiplicacao intracelular. Os parasitos resistentes se diferenciam
em bradizoitos e a membrana do vacuolo parasitéforo (MVP) se modifica, formando
os cistos teciduais, que auxiliam o parasito no escape do sistema imune do
hospedeiro. Estes bradizoitos possuem como caracteristica biolégica, a
multiplicagdo lenta podendo permanecer por longos periodos no interior dos cistos
teciduais. Esta fase cistica, juntamente com a diminuicdo da sintomatologia,
caracteriza a fase crbénica da toxoplasmose. Essa fase pode permanecer por longo
tempo ou toda a vida do hospedeiro, e ser reativada devido a fatores envolvendo,

por exemplo, a queda da imunidade (Smith e Parsons, 1996).



1.4 Principais caracteristicas estruturais de T. gondii
1.4.1 Membrana trilaminar

O T. gondii é envolto por uma estrutura trimembranar formada pela
membrana plasmatica e pelo complexo interno de membranas (Dubey e cols., 1998;
revisto em De Souza e cols., 2009). A membrana plasmatica € continua ao longo do
corpo do parasito, e o complexo interno de membranas € um conjunto de cisternas
achatadas, justaposto a membrana plasmatica, interrompido em alguns pontos
(condide, microporo e poro posterior). Localizado na regido mediana do corpo do
parasito, o microporo é uma estrutura formada por uma invaginacdo da membrana
plasmatica e parece estar envolvido na ingestdo de macromoléculas (Nichols e cols.,
1994).

1.4.2 Complexo apical e o citoesqueleto

O complexo apical é o conjunto de estruturas localizadas na porcéo
anterior do parasito envolvido na invasao ativa e sua sobrevivéncia dentro da célula
hospedeira (Fig. 1.5). Deste complexo deriva 0 nome dado a este filo (Hu e cols.,
2006). O complexo é composto pelo anel polar, pelos anéis pré-conoidais (1 e 2),
pelos microtdbulos intraconoidais, pelo condide e pelas organelas secretorias,
roptrias e micronemas (Nish, 2008). Na parte apical do parasito, encontram-se dois
anéis pré-conoidais e logo abaixo destes, o anel polar. Entre estas duas estruturas,
localiza-se o condide que possui forma cilindrica cénica, formado por 14 fibras que
se dispdem no sentido anti-horario, formando uma espiral (Fig. 1.5). Esta estrutura
possui aproximadamente 280 nm de comprimento e 380 nm de diametro e tem a
capacidade de se extruir durante a invasao da célula hospedeira, formando uma
protrusdo (Hu e cols., 2002). Dois microtibulos de aproximadamente 350 nm de
comprimento ficam localizados no interior do condide, cuja funcdo sugere-se que
seja a de orientar as organelas secretdrias para o polo apical da célula, facilitando a
exocitose de seus contetdos (Nichols e Chiappino, 1987; Carruthers e Sibley, 1997;
Hu e cols., 2002; Morrissette e Sibley, 2002). Partindo do anel polar, 22 microtibulos
subpeliculares cobrem 2/3 do corpo do parasito, formando junto com a rede
subpelicular, o citoesqueleto cortical e conferindo integridade estrutural ao parasito
(Morrissette e cols., 1997) (Fig. 1.5).
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Figura 1.5. Detalhamento da regido apical de Toxoplasma gondii (retirado de Nichols e Chiappino,
1987)

1.4.3 Micronemas

Localizados na porgéo anterior do parasito, contém produtos de secre¢ao
envolvidos na adesdo e invasdo celulares. As proteinas enderecadas a esta
organela sdo denominadas MICs (por exemplo, as AMA1l, MICs e a M2AP) e
apresentam varios dominios adesivos que medeiam interacdes com componentes
da superficie da célula hospedeira, proporcionando o deslocamento do parasito,
denominado de gliding (Carruthers e Tomley, 2008). A secrecdo do conteudo dos
micronemas antecede a exocitose das réptrias e € estimulada pela mobilizacédo
intracelular de Ca™" (Carruthers e Sibley, 1999). A secrecio sequencial de proteinas
de uma mesma organela ainda néo foi elucidada. Foram descritas pelo menos duas
populacbes de micronemas com diferentes conjuntos de proteinas, com vias
distintas de transporte e localizagéo subcelular (Kremer e cols., 2013). A proposta da
existéncia de subpopulacbes de micronemas é reforcada porque é no reticulo
endoplasmatico que sdo pré-formados complexos de proteinas micronemais (Huynh
e cols., 2003; Sheiner e cols., 2010).

1.4.4. Roptrias
As réptrias sdo organelas delimitadas por uma unidade de membrana, em
forma de clava voltada para a extremidade apical do T. gondii e formadas por duas
regides: o bulbo e o pescoco. O pescoco das roptrias atua como um duto atraves do
gual seus conteudos serdo secretados. As roptrias se estendem desde o condide até

proximo ao nucleo do parasito (Bradley e cols., 2005), possuem pH acido e também



contém proteinas basicas denominadas ROPs e RONs. Algumas dessas proteinas
tém seu conteudo secretado durante o processo inicial de invaséo celular, logo apos
a secrecgao dos micronemas (Carruthers e Sibley, 1997; Dubremetz, 2007; Paredes-
Santos e cols., 2012). Até o momento 29 proteinas secretadas pelas roptrias, sendo
24 delas no bulbo (ROP) e 5 no pescoco (RON) foram descritas. As RONs formam
um complexo com a AMA1, na regido da juncdo médvel (Boothroyd e Dubremetz,
2008). Ja as ROPs, liberadas em sequéncia as RONs, migram para locais diversos,
como a membrana do vacuolo parasitéforo, para o interior da célula hospedeira ou

para o limen do vacuolo parasitéforo em formacao.

1.4.5 Gréanulos densos

Os granulos densos séo estruturas globulares de aproximadamente 200
nm de didmetro distribuidas por todo o corpo do parasito. As proteinas dos granulos
densos (as GRAs) sao exocitadas, nas regides lateral e posterior do corpo do
parasito, durante e apds a sua invasao. Elas permanecem sollveis no lumen do PV
ou tornam-se associadas a MVP ou a rede tubulovesicular de estrutura membranosa
dentro do VP (Craver e Knoll, 2007; Travier e cols., 2008). Foram identificadas 12
proteinas GRA (GRA1-GRA14), GRA 11 e 13 sdo muito semelhantes, além de duas
isoformas de nucleosideo trifosfato hidrolase (NTPase | e Il) e dois inibidores de
protease (TgPI 1 e 2) (revisto em Nam, 2009). A funcao dessas proteinas € modificar
o ambiente dentro do VP, funcionando assim, para a sobrevivéncia intracelular e
replicacdo do parasito, promovendo o transporte de ions, lipideos, carboidratos, ATP

e aminoéacidos.

1.4.6 Mitocbndria

A mitocondria é Unica e ramificada, com um grande numero de cristas
tubulares que sofrem leve constricAo na regido de fusdo a membrana interna
(Sheffield e Melton, 1968; Melo e cols., 2000). Apesar de apresentar um potencial de
membrana ativo (Tanabe, 1985), a glicolise € a principal via de producéo de energia
no T. gondii (Denton e cols., 1996). Além disso, alguns ensaios sugerem que
acadeia respiratoriae fosforilagao oxidativasao funcionais,emboraa
viarespiratériaterminal seja diferente doquenohospedeiro mamifero (Vercesi e cols.,
1998).



1.4.7 Apicoplasto

O apicoplasto € uma organela limitada pordmembranas e foi identificado
em meados dos anos 60, mas apenas recentemente foi constatado como um tipico
plastidio. Dai a origem das quatro membranas, onde a mais externa teria origem do
hospedeiro, a membrana subsequente da membrana plasmatica da alga vermelha e
as duas membranas mais internas seriam derivadas do cloroplasto da alga vermelha
(Van Dooren e Striepen, 2013). O apicoplasto apresenta-se como uma caracteristica
exclusiva dos membros do filo Apicomplexa, com excecdo de Cryptosporidiumsp. E
local de sintese de acidos graxos do tipo Il, biosintese de isoprendides e algumas
enzimas do metabolismo de carboidratos e sugere-se ter um papel importante na
sintese do heme (Fleige e cols., 2007; Van Dooren e Striepen, 2013). Esta organela
possui sua divisdo acoplada a divisdo do parasito e desperta muito interesse como
alvo para quimioterapia (Kohler e cols., 1997; Waller e Mcfadden, 2005; Macfadden,
2011).

1.4.8 Acidocalcissomo

Os acidocalcissomos foram primeiramente estudados em parasitos do filo
apicomplexa, e depois encontrados em bactérias e algas, os acidocalcissomos,
COmo Seu nome ja sugere, sédo organelas que possuem em seu interior um ambiente
acido com grandes quantidades de calcio. O calcio encontrado no interior dessas
organelas apresenta-se de forma ligada a outras moléculas como cadeias longas e
curtas de polifosfato. Recentemente duas enzimas localizadas nos acidocalcissomos
com a funcdo de bombear prétons foram descritas: a enzima H™ pirofosfatase
vacuolar e a H" ATPase vacuolar. Tais enzimas apresentam-se como uma importante
ferramenta na acidificacdo da organela, que €& essencial para manutencdo do
estoque de Ca?'no interior do acidocalcissomo. Para a liberacdo do célcio no
citoplasma € necessario a alcalinizagdo com agentes como o NH4CI (Moreno e cols.,
2011).
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1.5 Toxoplasmose
1.5.1 Toxoplasmose em humanos
T. gondii é o agente causador da toxoplasmose, capaz de infectar animais
de sangue quente, como o homem. A infeccéo ocorre apos a ingestdo de carne crua
ou mal cozida contendo cistos teciduais ou alimentos e agua contaminados
contendo oocistos, por transfusdo ou transplante de érgaos a partir de um individuo
infectado (Munoz e cols., 2011).

A toxoplasmose é uma infeccdo oportunista, cosmopolita, comumente
assintomatica, porém pode se apresentar de forma grave durante a gravidez. Neste
caso, pode gerar alteracdes neuroldgicas e oftalmoldgicas no feto, quando adquirida
no primeiro trimestre da gestacdo. Essas manifestacbes também ocorrem em
pacientes imunocomprometidos, como HIV positivos ou durante o tratamento pré-
transplante de 6rgdos (Sarciron e Gherardi, 2000). A toxoplasmose se caracteriza
por uma fase aguda, seguida por uma fase cronica quando os parasitos estédo
presentes em cistos teciduais, predominantemente localizados no cérebro e na
musculatura. Estes cistos podem transmitir a infeccdo para outros hospedeiros

guando ingeridos (por carnivorismo).

1.5.2 Epidemiologia da toxoplasmose no Brasil

No Brasil, a infeccdo por T. gondii é altamente prevalente em todas as
regibes afetando humanos e animais. Em humanos, mais de 50% de criangas no
ensino fundamental e 50-80% de mulheres em idade fértil possuem anticorpos para
T. gondii. O risco para mulheres ndo infectadas de adquirir toxoplasmose durante a
gravidez e assim transmitir para o feto é alta, devido ao ambiente ser altamente
contaminado por oocistos (Dubey e cols., 2012). Em Campos dos Goytacazes, na
regido norte do estado do Rio de Janeiro, onde relatos de uveites, consistentes com
toxoplasmose, levou a uma pesquisa da prevaléncia e fatores de risco para infeccéao
por T. gondii entre os anos de 1997 e 1999. Esta pesquisa mostrou que 84% da
populagdo em grupos socioecondmicos mais baixos eram soropositivos, comparado
com 62% e 23% da classe socioecondmica média e alta, respectivamente. A agua
nao filtrada foi indicada como um fator de risco nessa regido, revelando a
importancia da transmissdo de oocistos através da agua (Bahia-Oliveira e cols.,
2003).
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Com isso, é possivel constatar alto indice de criangas congenitamente
infectadas. Em pesquisas da infec¢ao por T. gondii em recém-nascidos, 5-23 recém-
nascidos eram infectados a cada 10 mil nascidos vivos no Brasil. Em consequéncia
disso, dados clinicos obtidos nas ultimas décadas no Brasil mostraram que
aproximadamente 35% das criancas infectadas por toxoplasmose congenitamente,
apresentaram doencas neuroldgicas, incluindo hidrocefalia, microcefalia e retardo
mental, e aproximadamente 80% apresentaram lesdes oculares. De acordo com o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) sdo esperados no Brasil em
2015 cerca de 2.649.396 nascidos vivos. Se assumir a faixa de uma crianca
infectada por toxoplasmose congénita a cada 1000 nascimentos, é provavel,
portanto, o nascimento de 2649 criancas infectadas com toxoplasmose congénita
anualmente no Brasil. A maioria dessas criancas infectadas provavelmente
desenvolvera alguns sintomas ou sinais clinicos da toxoplasmose (Dubey e cols.,

2012).

1.5.3 Tratamento da toxoplasmose

A terapia vigente para o tratamento agudo da toxoplasmose consiste na
combinacdo sinérgica de pirimetamina (inibidor da diidrofolato redutase) e da
sulfadiazina (inibidor da timidilato sintase). Essa combinacdo terapéutica atua
bloqueando a via metabdlica da sintese do acido félico e folinico, comprometendo
assim a sintese de timidina e a consequente replicacdo do parasito. Essas
substancias associadas atuam contra o T. gondii com uma atividade oito vezes maior
do que se fossem utilizadas isoladamente. Um dos efeitos colaterais relacionados a
esta terapia é causado pela pirimetamina, que inibe a dihidrofolato redutase, a qual é
importante na sintese do acido félico, levando a depressao reversivel e geralmente
gradual da medula éssea, sendo a neutropenia (reversivel) a agdo tdxica mais
importante. Além disso, a super dosagem acidental da pirimetamina em criangas
pode resultar em vOmitos, tremores, convulsdes e depressdao da medula Ossea
(Diniz e Vaz, 2003).

Devido aos efeitos colaterais encontrados, sdo recomendadas, em alguns
casos, terapias alternativas. Em casos de intolerancia a sulfa, a substituicdo desta
por clindamicina € recomendada, pois a combinagéo pirimetamina-clindamicina é tao
efetiva quanto a associacao da primetamina-sulfadiazina durante a fase aguda da
doenca (Ng e McCluskey, 2002).
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No caso do tratamento visando prevencgao de infec¢des congénitas, 0 uso
de espiramicina é recomendado durante o primeiro trimestre da gravidez, pois ao
contrario dos antifolatos, essa droga ndo atravessa a barreira placentaria, nao
causando danos ao neonato. Entretanto, seu efeito microbicida é menos efetivo
(Nath e Sinai, 2003).

Nos casos especificos de toxoplasmose ocular, recomenda-se a
administracdo concomitante de um corticéide (Sumyuen e cols., 1996), de modo a
prevenir reacdes de hipersensibilidade e minimizar as manifestacdes inflamatorias
locais. Esta recomendacao visa reduzir as chances de danos teciduais que possam
comprometer irreversivelmente a viséo do paciente (Ng e McCluskey, 2002).

Pacientes imunocomprometidos, com base na contagem de células T
CD4", devem sempre se submeter a uma terapia preventiva. A mais utilizada
também é baseada na ac¢éo sinérgica entre a sulfadiazina e a pirimetamina. Durante
os periodos agudos da doenca o tratamento priméario é geralmente idéntico aquele
utiizado em pacientes imunocompetentes que possam Vvir a apresentar
manifestacfes clinicas. JA o tratamento preventivo € normalmente ministrado
baseado em concentragbes mais baixas das drogas. A duragéo do tratamento deve
ser associada a manifestacdo dos sintomas ou ao restabelecimento imune do
paciente (Montoya e Liesenfeld, 2004).

Outros compostos como claritromicina e azitromicina, inibidores da
sintese de proteinas no apicoplasto ou a dapsona, cujo mecanismo de acao nao
esta elucidado, podem ser utilizados associados a pirimetamina em casos de
refratariedade a profilaxia rotineira (Liesenfeld e cols.,1999).

A grande problematica do atual tratamento da toxoplasmose é que 0s
compostos utilizados atuam apenas contra 0s taquizoitos, e possuem pouco ou
nenhum efeito sobre bradizoitos, que sdo mantidos em cistos teciduais como fonte

recrudescente da infeccéo (Luft e Remington, 1992; Montoya e Liesenfeld, 2004).

1.5.4 Atovaquona
Atovaquona é uma naftoquinona, com atividade antiprotozoario de amplo
espectro, efetiva para o tratamento e prevencdo de pneumonia causada por
Pneumocystis carinii. Ministrada em combinacdo com proguanil € utilizada para o
tratamento e prevencdo da malaria e em combinacdo com azitromicina para o

tratamento de babesiose. Embora a acdo antimicrobiana de naftoquinonas seja
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demonstrada hd mais de 50 anos, triagens clinicas levaram a aprovagdo de
Atovaquona pela Agéncia de Regulamentacdo Americana Food and Drug
Administration (FDA) apenas ao longo da ultima década (Baggish e Hill 2002).

O efeito da atavacona na respiracdo celular e a similaridade estrutural
com o ubiquinol sugerem que o alvo de acdo do composto seja o complexo bcl.0
complexo citocromo bcl € uma enzima respiratoria essencial presente no complexo
interno da membrana mitocondrial de organismos eucarioticos (Kessl e cols., 2003).
O complexo bcl catalisa a transferéncia de elétrons de ubiquinol de citocromo c e
concomitantemente transloca prétons através das membranas. Esta proposta de
mecanismo de agdo tem como suporte o desenvolvimento de muta¢gdes no gene do
citocromo b, coincidindo com a resisténcia ao composto (Kessl e cols., 2003).

Para toxoplasmose, Atovaquona em concentragcdes na faixa de 20 nM e
60 nM mostrou alto nivel de atividade contra taquizoitos em culturas de células
infectadas tratadas com Atovaquona sozinha ou combinada com outros compostos,
como o Rifabutin (Romand e cols., 1996; Meneceur e cols., 2008), e em modelos in
vivo contra taquizoitos apresentou eficacia nas concentragées de 50 mg/Kg e 100
mg/Kg e sua atividade apresentou-se potencializada quando combinada com outros
compostos como a clindamicina (Djurkovi¢-Djakovic e cols.,, 1999), e em
concentracbes maiores apresentou também atividade contra bradizoitos no interior
de cistos teciduais. Em modelos murinos de toxoplasmose, Atovaquona foi menos
efetiva, necessitando da combinagdo com outros agentes para melhor desempenho
(Araujo e cols., 1991; Romand e cols., 1993; Baggish e Hill 2002). Atualmente, o
maior enfoque dos testes clinicos com este composto esta voltado para pacientes
com AIDS. Neste grupo de pacientes, uma das maiores problematicas relacionadas
a infeccdo com T. gondii, € a reativacdo da infec¢do no sistema nervoso central,
principalmente em pacientes com imunossupressao avangada. Embora pirimetamina
em combinagdo com sulfadiazina ou clindamicina sédo a terapia de escolha e
utilizadas também como profilaxia, alguns pacientes sdo intolerantes a estes

regimes e requerem terapias alternativas (Baggish e Hill, 2002).
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1.6 3-Bromopiruvato
1.6.1 Efeito sobre células cancerigenas

O analogo do acido piravico 3-Bromopiruvato (3-BrPA) (Fig. 1.6), foi
inicialmente utilizado na quimica analitica para marcacao dos alvos de afinidade de
proteinas, porém ao longo dos anos, o crescimento de evidéncias documentavam a
habilidade de 3-BrPA de inibir diversas enzimas metabolicas. Na ultima década uma
importante habilidade deste composto foi divulgada, os efeitos anticancer descritos
por Geschwind e colaboradores (2002), demonstravam a capacidade de 3-BrPA de
induzir efetivamente a morte da maior parte de células cancerigenas em tumores
primarios de figado implantados em coelhos. A partir disto, diversos trabalhos foram
publicados mostrando a eficiéncia do composto em erradicar canceres avancados.
3-BrPA mostrou-se um potente inibidor das vias de sintese de ATP, levando a
inibicdo da proliferacdo das células cancerigenas sem aparente toxicidade ou
recorréncia (Ko e cols., 2004; Kim e cols., 2007; Cardaci, 2012). Ko e colaboradores
(2004) demonstraram a habilidade de 3-BrPA em erradicar cancer em um curto

periodo de tratamento em modelos de cancer hepéatico em roedores.

O

HC -

O

Figura 1.6 Estrutura do composto 3-BrPA (retirado de Vali e cols., 2008).

Além da eficiéncia na terapéutica de cancer in vitro e in vivo, estudos tém
demonstrado a seletividade de 3-BrPA. No modelo VX2 de cancer hepatico néo se
observou dano nos tecidos circundantes ao tumor tratado com 0,5 mM de 3-BrPA
(Geschwind, 2002). Em animais saudaveis tratados com 1.75 mM 3-BrPA néao
apresentaram indicios de toxicidade nas analises histopatologicas (Vali e cols.,
2008), porém ainda s&o necessarios estudos para elucidar os mecanismos que

levam a esta seletividade.
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A partir dos relatos da eficiéncia deste composto sobre diversos modelos
de canceres em animais e a aparente seletividade do composto, recentemente foi
publicado um relato de caso de um paciente com hepatocarcinoma fibrolamelar
tratado com 3-BrPA que teve a qualidade de vida melhorada apos o tratamento com
o composto (Ko e cols., 2012).Visto estesresultados promissores, espera-se que 3-

BrPA seja utilizado futuramente como uma terapéutica de cancer.

1.6.2 Mecanismo de acéo

Estudos relatam que o principal alvo da inibicdo por 3-BrPA seria a
Hexoquinase Il (Ko e cols., 2001), enzima responsavel pela fosforilagdo na posi¢cao 6
da glicose formando o composto glicose 6-fosfato na primeira reagdo da via
glicolitica. No entanto, 3-BrPA foi também descrito como um inibidor, em varias
linhagens celulares, da enzima Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH),
enzima da via glicolitica que leva a oxidagado do gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-
difosfoglicerato. = Conforme  demonstrado por  Ganapathy-Kanniappan e
colaboradores (2009), a acao de 3BrPA sobre GAPDH afeta negativamente a sua
funcao enzimatica e provoca a morte celular por apoptose. No entanto, as vias de
sinalizagdo que ligam a inibicdo da enzima e o envolvimento da maquinaria
apoptotica ndo foi investigada. Pereira da Silva e colaboradores, (2009) também
demonstraram a inibicdo de GAPDH por 3-BrPA em linhagens de cancer hepatico,
além da enzima fosfogliceratoquinase, que atua na transferéncia do fosfato do 1,3-
difosfoglicerato para o ADP, sendo ATP e 3-fosfoglicerato os produtos da acéo desta

enzima.

1.6.3 Acao sobre micro-organismos

Em micro-organismos 3-BrPA apresentou efeito inibitdério no crescimento
celular de variadas cepas de Saccharomyces cerevisiae na concentragdo minima de

1,8 mM, apresentando como via de entrada o simportador Jen1p de lactato/piruvato
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(Lis e cols., 2012). Quando utilizado contra o patégeno humano Cryptococcus
neoformans 3-BrPA apresentou uma concentragao inibitéria minima de 120 uM, e
essa acao inibitéria apresentou-se correlacionada com a elevada acumulagao
intracelular de 3-BrPA e também com baixos niveis de ATP e glutationa intracelular
(Dylag e cols., 2013).

Em protozoarios, este composto foi testado em Trypanosoma brucei, no
qual apresentou efeitos inibitérios sobre (i) a motilidade do parasito na concentragao
13.4 uM e, (ii)o efluxo de piruvato na concentragéo de 5.6 uM, devido ao bloqueio na
enzima GAPDH, apresentando ICsy de 2.67 pM. Tais efeitos levaram a menor
viabilidade dos parasitos (Barnard e cols., 1993; Vanderheyden e cols., 2000).

Esse conjunto de dados nos impulsionou a propor esse projeto, com base
nas seguintes justificativas: (1) que 3-BrPA tem habilidade em destruir canceres
avancados altamente glicoliticos sem aparente toxicidade ou recorréncia (Ko e cols.,
2004); (2) que este composto possui acédo bloqueando algumas enzimas da via
glicolitica em diferentes modelos celulares (Pereira da Silva e cols., 2009), e (3) que
este composto testado sobre o protozoario Trypanossoma brucei, apresentou efeitos
inibitérios sobre viabilidade do parasito, atuando sobre a motilidade e o efluxo de
piruvato devido ao bloqueio na enzima Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(Barnard e cols., 1993; Vanderheyden e cols., 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Analisar o efeito de 3-BrPA, Atovaquona e a combinacdo destes sobre

parasitos intracelulares.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1 Analisar o efeito dos compostos 3-BrPA e Atovaquona sobre a
proliferagao de células LLC-MK,.
2.2.2 Analisar o efeito do composto 3-BrPA sobre o crescimento de
taquizoitos de T. gondii, cepa RH, em células LLC-MKjy;
2.2.3 Avaliar, ultraestruturalmente, o efeito de 3-BrPA sobre formas
taquizoitos intracelulares em LLC-MK; visando verificar sua agao sobre o
desenvolvimento do parasito;
2.2.4 Monitorar a cistogénese in vitro de culturas infectadas e tratadas com
3-BrPA;
2.2.5 Associar os compostos 3-BrPA e Atovaquona e verificar se ha efeito
sobre a proliferagdo de taquizoitos em células LLC-MKo.
2.2.6 Analisar o consumo de oxigénio de taquizoitos de T. gondii

provenientes do tratamento in vitro e in vivo com 3-BrPA.
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3. MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram executados de acordo com as orientagcbes
estabelecidas pelo Comité de Etica para o Uso de Animais, da Fundagdo Oswaldo
Cruz, Resolugao 242/99 através da licenga CEUA LW 10-10 e sob as regras

internacionais de cuidados na manipulagao de animais e agentes patogénicos.

3.1 Diluicao e preparagao dos compostos
A solucdo de 3-BrPA utilizada nos ensaios deste trabalho foi preparada
em DMEM, pH 7,4, para os ensaios in vitro, e em PBS, pH 7,4, para 0s ensaios in
vitro, para uma concentracdo final de estoque de 10 mM de 3-BrPA e quando
necessario, diluicbes adicionais foram realizadas utilizando os mesmos diluentes.
O composto Atovaquona foi diluido em uma solugao de alcool e acetona,

numa solugéo estoque de 1 mg/ml.

3.2 Cultura de Células

A linhagem celular epitelial LLC-MK; Original (ATCC® CCL7™), isolada
do rim de macaco Rhesus, Macaca mulata, foi cultivada em meio de cultura
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 5% soro fetal bovino
(SFB) e mantida em atmosfera de 5% de CO,; a 37°C. Os subcultivos foram
realizados por dissociagdao celular enzimatica com tripsina a 0,25%, seguido de
contagem e redistribuicdo a novas garrafas. Esse procedimento foi repetido quando
as células alcancavam confluéncia de cerca de 90% que em média ocorria a cada
48h.

3.3 Parasitos

Taquizoitos de T. gondii, cepa RH, foram mantidos em camundongos da
linhagem CF1 por inoculagdes intraperitoneais seriadas, com indculos variados entre
10° e 10° parasitos por camundongo em solugdo tampao de fosfato (PBS). Apds
48h, os parasitos foram recolhidos por lavado peritoneal utilizando PBS, pH 7.2. A
suspensao celular foi centrifugada a200g por 5 min para remover células sanguineas
e debris celulares. O sobrenadante contendo taquizoitos foi coletado e centrifugado
a 1000g por 10 min. Os taquizoitos foram ressuspensos em DMEM, quantificado em

camara de Neubauer e utilizados nos ensaios experimentais.
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3.4 Efeito de 3-BrPA e Atovaquona na proliferagao das células LLC-MK;

Células LLC-MKforam plaqueadas e apds aderéncia mantidas com meio
DMEM suplementado com 5% de SFB com adi¢cdo de 10 uM de 3-BrPA diluida em
meio DMEM, 50 nM de Atovaquona diluida em solugao de alcool e acetona, apds os
periodos de incubacgao de 24 h, 48 h e 6 dias as células foram fixadas em solucéo
de 4% paraformaldeido em tampao fosfato, coradas com eosina azul de Metileno
segundo Giemsa a 10% no mesmo tampédo, desidratadas em diferentes
concentracdes de acetona-xilol e montadas com Entellan®. O material foi analisado
ao microscopio optico Axioplan — Zeiss para verificar o indice de proliferagéo celular,
considerando-se o numero total de 10 campos por laminula, em duplicata. Outras
culturas mantidas nas mesmas condigcdes experimentais foram coletadas e a
viabilidade celular analisada pelo teste de exclusdo com azul de tripan a 0,4%,
considerando-se o numero total de 200 células. Estdo sendo apresentados os
resultados de trés experimentos diferentes em duplicata. A analise estatistica foi
desenvolvida utilizando-se o teste t de “Student” como ferramenta, sendo os

resultados significativos quando p< 0.05.

3.5 Avaliagcao do efeito dos compostos sobre a proliferacdo de T. gondii
em células LLC-MK;

Células LLC-MK,foram plaqueadas e infectadas com taquizoitos de T.
gondii da cepa RH, apos 1h, as culturas foram lavadas com PBS para retirada dos
parasitos extracelulares. O tratamento das culturas iniciou-se apds a retirada dos
parasitos extracelulares com a adicdo de 3-BrPA, Atovaquona ou 3-BrPA e
Atovaquona juntos, o tratamento estendeu-se por 24 h, 48 h e 6 dias. Apds os
periodos de tratamento, as culturas foram fixadas em solugédo de 4% de formaldeido
em PBS, coradas com eosina azul de metileno a 10% em solucdo de tampéao
fosfato, desidratadas em diferentes concentracées de acetona-xilol e montadas com
Entellan®. O material foi analisado ao microscépio optico Axioplan — Zeiss para
verificar a proliferagdo celular parasitaria, considerando-se o numero total de 200
células em duplicata, de cada condicdo experimental. Estdo sendo apresentados os
resultados de trés experimentos diferentes em duplicata. A analise estatistica foi
desenvolvida utilizando-se o teste t de “Student” como ferramenta, sendo os
resultados significativos quando p< 0.05.
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3.6 Analise do potencial inibitério dos compostos 3-BrPA e Atovaquona
Para o calculo do ICs foi utilizada a equacao da reta, substituindo o valor
de y por 50 para obtencdo da concentracdo da amostra com capacidade de reduzir

50% dos parasitos intracelulares.

3.7 Analise do potencial sinérgico do tratamento com a combinagao de 3-
BrPA e Atovaquona

O estudo da acdo combinada de 3-BrPA e Atovaquona foi efetuada

através do calculo da concentracao inibitéria fracional (FIC) para cada combinacéo,

segundo a formula: FIC= (ICso 3-BrPA combinado / ICsy 3-BrPA) + (ICso Atovaquona

combinada / ICsy Atovaquona). A relacdo entre os compostos foi caracterizada da

seguinte forma: FIC < 0,5 = Sinergismo; FIC = 2,0 = Antagonismo; 0,5 < FIC <1 =

Sinergismo Parcial; FIC = 1 = Efeito aditivo.

3.8 Analise ultraestrutural do efeito de 3-BrPA sobre T. gondii em células
LLC-MK;
Apos 6 dias de interagcdo de T. gondii e células LLC-MK; na auséncia e
presenca de 3-BrPA 10 uM, as células foram fixadas em solugcdo de 2.5%
glutaraldeido e 4% de formaldeido em PBS, desidratadas em solugbes de acetona
(30 & 100%), secas usando o aparelho de ponto critico de CO, CDP 030BAL-TEC®,
e montadas em “stubs”. A membrana celular foi retirada com técnica “scotch tape”
para exposi¢cao da face citoplasmatica da célula. As amostras foram metalizadas
com ouro (20-30 nm) utilizando o metalizador SCD-050 BAL-TEC®, e observadas ao
Microscopio Eletrdnico de Varredura Jeol JSM 6490LV do Laboratério de Tecnologia
em Bioquimica e Microscopia da UEZO. Outro método foi a analise por MET de
cortes ultrafinos durante esses eventos. As culturas foram fixadas em solugao de
2.5% glutaraldeido e 4% de formaldeido por 1 h a 4°C diluido em 0.1M de tampao
cacodilato de sodio, seguida da lavagem no mesmo tampéo e pés-fixadas em
solugédo a 1% de tetréxido de ésmio (OsO4) em 0.1M de tampao cacodilato de sddio
por 30 min a 4°C. A desidratagao foi realizada em solugdes de acetona (30 a 100%).
Em seguida, as amostras foram embebidas em resina epoxi e polimerizadas a 60°C
por 72 h. Cortes ultrafinos foram feitos em ultramicrétomo EM-UC-6 Leica®, e
coletados em grades de cobre, contrastados com acetato de uranila e citrato de

chumbo e observados ao Microscopio Eletronico de Transmissao Jeol JEM-1011 da

21



Plataforma de Microscopia Eletrénica Rudolf Barth do Instituto Oswaldo Cruz — 10C -

Fiocruz.

3.9 Monitoramento da cistogénese in vitro

Células LLC-MK; infectadas com taquizoitosda cepa RH, e apods
tratamentos, foram lavadas e fixadas em 4% formaldeido diluido em PBS. A seguir
foram permeabilizadas com Triton X-100 e incubadas com 50 mM de cloreto de
amonio para bloqueio dos radicais aldeidos livres, e com albumina de soro bovino
(BSA)a 3%, para bloqueio das ligagdes inespecificas. Apos os bloqueios, as células
foram incubadas por 1 hora com a lectina Dolichos biflorus conjugada a fluoresceina
(DBA-FITC) (10 pg/ml) para identificacdo de cistos nas culturas, considerando-se
que esta lectina reconhece sitios de N-acetil-galactosamina presentes na parede
cistica. Para ensaio de imunofluorescéncia indireta, visando o reconhecimento
de taquizoitos, as culturas foram incubadas durante 2 h a 37°C com anticorpo
primario anti-P30, que reconhece proteinas da superficie de taquizoitos, diluido
1:100 emsolugdgo de 4% BSA em PBS. A seguir, as células foram
lavadas e reincubadas durante 1 h a 37°C com anticorpo secundario ( anti IgG de
camundongo conjugado  com Alexa  Fluor® 546) emdiluigdo de  1:600
em solugao de 4% BSA em PBS. As células foram lavadas e montadas com o
reagente ProLong® Gold antifade com DAPI (4,6 -Diamidino- 2 -
phenylindole, Invitrogen) e observadas ao Microscépio Confocal a laser (LSM-
710, Zeiss). Para a quantificagdo do percentual dos vacuolos com marcagao positiva
para DBA-FITC foram consideradas 200 células infectadas, e estdo sendo
apresentados os resultados de trés experimentos diferentes em duplicata. A analise
estatistica foi desenvolvida utilizando-se o teste t de “Student” como ferramenta,

sendo os resultados significativos quando p< 0.05.
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3.10 Analise do consumo de oxigénio de T. gondii
Células LLC-MK; plaqueadas em frascos de cultura foram infectadas com
taquizoitos e, apoés 1h, foram lavadas e mantidas na presenca e auséncia do
composto 3-BrPA 10 pM. Apds 6 dias, as células foram retiradas dos frascos
mecanicamente, e os parasitos removidos das células LLC-MK; por passagem em
agulhas, e o debri celular retirado por centrifugacéo e passagem por membrana de 3
MM. Para avaliagdo da abordagem experimental in vivo, camundongos foram
inoculados com 10* taquizoitos, e apds 1 dia de infeccdo separados em 2 grupos:
Grupo controle: tratados diariamente com PBS via intraperitoneal, e Grupo Tratado:
tratados diariamente com 3-BrPA diluido em PBS. Apds 6 dias de infecgao, os
camundongos foram eutanasiados e o lavado peritoneal coletado. De ambas as
abordagens foram utilizados 5.107 parasitos, que foram adicionadas ao meio de
respiragdo contendo: 0,25M manitol, 0.1% de acidos graxos sem BSA, 10 mM
MgClz, 10 mM KH,POy4, pH 7.2. As taxas de consumo de oxigénio foram mensuradas
usando um respirbmetro de alta resoluggo (OROBOROS® Oxygraph-2K,
Instruments, Innsbruck, Austria) do Laboratério de Bioquimica Celular do Instituto de
Bioquimica Médica, UFRJ. Estdo sendo apresentados os resultados de trés
experimentos diferentes em duplicata. A anadlise estatistica foi desenvolvida
utilizando-se o teste t de “Student” como ferramenta, sendo os resultados

significativos quando p=< 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito de 3-BrPA e Atovaquona na proliferagao das células LLC-MK;

Afim de garantir que 3-BrPA e Atovaquona n&o comprometiam a viabilidade das
células LLC-MK;, ensaios experimentais foram desenvolvidos utilizando as concentragdes
maximas de 10 yM de 3-BrPA e 50 nM de Atovaquona que seriam empregadas nos
estudos de interagdo T. gondii-LLC-MK,. A estratégia usada foi variar o tempo de
exposicdao do composto frente as células em comparacdo as culturas nao tratadas,
considerando-se a capacidade proliferativa destas células. A figura 4.1 mostra que nao
houve interferéncia dos compostos na proliferagao de células LLC-MK; no periodo que
variou de 24 h até 6 dias de exposicdo das células aos compostos. Além disso,
empregamos o0 azul de tripan para a analise da viabilidade celular. Assim, nas condi¢des
experimentais utilizadas neste trabalho, a viabilidade celular manteve-se maior que 93%

nos diferentes tempos de tratamento.
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Figura 4.1 A- B. Efeito do tratamento de3-BrPA 10 uM e Atovaquona 50 nM sobre células LLC-

MK, quanto a proliferagao celular, apds 24 h, 48 h e 6 dias de tratamento.

4.2 Efeito do composto 3-BrPA sobre a proliferagdao de T. gondii, cepa RH,
durante a sua interagao com células LLC-MK;
Culturas foram infectadas com taquizoitos de T. gondii inicialmente na
proporcao de 3:1, apds foram lavadas e cultivadas por 24 h (grupo controle). Outras
culturas, apés o periodo de 1 h de infecgao, foram tratadas por 24 h com 3-BrPA nas
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seguintes concentragbes: 1 pM, 2,5 pM, 10 pM ou 15 uM. Os resultados
demonstraram que independente do esquema do tratamento com 3-BrPA n&o houve
diferenga significativa no percentual de células infectadas (Fig. 4.2A). A analise do
numero de parasitos por 200 células mostrou que as ceélulas tratadas apresentaram
menor numero de parasitos intracelulares em concentragdes na faixa de yM com
uma inibicado de cerca de 42%, a partir de 10 uM, e 0 IC50 11,9 £ 3 uM (Fig. 4.2B).
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Figura 4.2 A- B. Efeito do tratamento de variadas concentracdes de 3-BrPA sobre o percentual
de células LLC-MK; infectadas com T. gondii (A), e sobre o numero de parasitos intracelulares na
propor¢ao de infecgdo de 3:1parasito:célula (B).

*p< 0.05 ** p< 0.01

Com base nestes resultados, decidimos analisar o seu efeito na
concentracdo de 10 uM de 3-BrPA, que foi efetiva na reducdo do numero de
parasitos intracelulares, e introduzimos a propor¢cao de 5:1 parasitos por célula
hospedeira nessas analises. Culturas infectadas por 1 h nestas condicdes e tratadas
por periodos de 24 e 48 h mostraram reducao significativa (p< 0.05) do percentual
de células infectadas somente apdés 48 h de interagdo com uma inibicado de 15%
comparado com o controle (Fig. 4.3A). Com relagao a analise da proliferagéo celular
apo6s 24 e 48 h observamos uma redugao do numero de parasitos de 55% e 61%,
respectivamente, quando comparado ao controle sem o composto (Fig. 4.3B).
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Figura 4.3 A-B. Analise do percentual de células infectadas e niumero de parasitos na interagéo
de taquizoitos de T. gondii da cepa RH e células LLC-MK; na proporgao 5:1 parasitos:célula. Culturas
mantidas sob o tratamento com 10 uM de 3-BrPA apds 24 e 48 h de interagdo, e o efeito do composto
sobre o percentual de células infectadas (A) e sobre o numero de parasitos intracelulares (B).

*p<0.05

Culturas de células LLC-MK, infectadas na propor¢cdo de 5:1
parasito:célula hospedeira, foram mantidas sem tratamento como controle da
infeccdo. Nota-se, apés 24 h de interacdo células com vacuolos parasitéforos
contendo taquizoitos em forma de rosetas, estando infectadas a maioria das células
(Fig. 4.4A). No entanto, quando as culturas foram infectadas nas mesmas
condi¢cbes, porém tratadas com 10uM de3-BrPA, observa-se menor numero de
células infectadas (Fig. 44B e C) e poucos vacuolos parasitéforos com
caracteristicas compativeis com formacdo de rosetas, predominando vacuolos

apenas com dois parasitos cada (Fig. 4.4C).

26



Figura 4.4 A-C. Analise por microscopia 6ptica de células LLC-MK; infectadas com taquizoitos de
T. gondii ap6s 24 h de infeccdo, na proporgédo de parasito:célula de 5:1. Nota-se, no grupo controle,
células com vacuolos parasitéforos contendo parasitos em formacdo de rosetas e a maioria das
células infectadas (A). No grupo tratado com 3-BrPA, 10 uM observa-se menor nimero de células

infectadas e células contendo parasitos aos pares, indicativo de atividade proliferativa (B e C).

Barras: 20 pM.
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Apods 48 h as células infectadas mantidas como controle apresentaram
vacuolos parasitoforos com formacao caracteristica de rosetas e diversas células
infectadas como demonstrado na analise quantitativa (Fig. 4.5A). As células

mantidas sob o tratamento com 3-BrPA, apresentaram poucas células infectadas
(Fig. 4.5B e C).

Figura 4.5 A-C. Analise por microscopia optica de células LLC-MK; infectadas com taquizoitos de
T. gondii ap6s 48 h de infecgdo. Observam-se nas culturas de células mantidas como controle,
vacuolos parasitoforos caracteristicos da formagédo de rosetas (A). Nas culturas mantidas sob o
tratamento com 10 yM de 3-BrPA, nota-se poucas células infectadas ( B e C).Barras: 20 uM.
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As culturas foram observadas até 6 dias pods-infeccédo e a analise do
percentual de células infectadas demonstrou que houve uma redugéo significativa
(p< 0.05) de 21% nas culturas tratadas (Fig. 4.6) .
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Figura 4.6 Interacdo de T. gondii da cepa RH em células LLC-MK, na propor¢géo 3:1 sob o
tratamento com 10 uM de 3-BrPA apés 6 dias de interagao.
*p=<0.05

Culturas mantidas sem tratamento apresentaram vacuolos contendo
grande numero de parasitos e diversas células rompidas com liberagcdo dos
parasitos no meio extracelular (Fig. 4.7A). Enquanto isso, nas culturas mantidas sob
o tratamento com 3-BrPA, observam-se vacuolos parasitoforos com grande
quantidade de parasitos desorganizados, apresentando caracteristicas muito
semelhantes as encontradas em cistos teciduais, a saber: vacuolos com alta
concentracdo de parasitos e maior espessura da membrana que envolve o0s
parasitos, compativel com a caracteristica morfolégica da parede cistica (Fig. 4.7B e
C).

29



Figura 4.7 A-C. Células LLC-MK,infectadas com taquizoitos de T. gondii na propor¢do 5:1,
observadas por microscopia 6ptica6 dias pos infecgdo. Notam-se nas culturas mantidas na auséncia
de 3-BrPA, parasitos em diferentes estagios de desenvolvimento, apresentando vacuolos com
rosetas, em duplas e também células aparentemente lisadas (A). Nas culturas mantidas sob o
tratamento com 10 yM de 3-BrPA, observou-se vacuolos com estruturas semelhantes aos cistos
teciduais (B e C).Barras: 20 uM.
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4.3. Avaliagao ultraestrutural por MEV do efeito de 3-BrPA sobre formas
taquizoitos intracelulares em LLC-MK;

Cultura de células LLC-MKj; infectadas com taquizoitos de T. gondii, foram
observadas ultraestruturalmente durante 6 dias pds infeccdo. Na auséncia de 3-
BrPA, observam-se parasitos organizados em vacuolos parasitéforos em formagao
de rosetas, caracteristica do modelo de multiplicagao de taquizoitos (Fig. 4.8A-C).

Entretanto, sob o tratamento com 3-BrPA foi possivel verificar que os
parasitos, em grande quantidade, acomodavam-se em vacuolos de forma
desorganizada. Ademais, estas estruturas apresentavam caracteristicas

semelhantes aos cistos teciduais (Fig. 4.9 A-C).

4.4 Avaliagao ultraestrutural por MET do efeito de 3-BrPA sobre a
interacao de T. gondii em células LLC-MK;

Nas culturas controle, observa-se a maioria dos parasitos integros com
boa preservacédo ultraestrutural (Fig. 4.10 A-D). Células contendo parasitos em
dupla, indicativo de infeccdo e de divisdo celular recentes, apresentam boa
preservacdo da membrana do vacuolo (Fig. 4.10 A). Em decorréncia do
estabelecimento do ciclo litico nesse periodo de 6 dias de interacdo, alguns
parasitos egressaram das células mostrando excelente caracteristicas morfolégicas
ultraestruturais (Fig. 4.10B). Foi frequente observarmos células com multiplos
vacuolos apresentando numero variavel de parasitos intravacuolares e alguns
destes parasitos exibiam alteragdes ultraestruturais compativeis com morte celular,
ao lado de vacuolos contendo parasitos integros (Fig 4.10 C e D).

ApoOs 6 dias de tratamento com 10 uM de 3-BrPA, notamos uma grande incidéncia
de células contendo vacuolos com multiplos parasitos em diferentes estagios de
diferenciacao e preservacao ultraestrutural. Como pode ser observado na figura 4.11
A, a célula apresenta mais de um vacuolo, sendo que o vacuolo em destaque

contém dois parasitos com boa preservacao das estruturas celulares, onde se pode
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evidenciar o complexo apical. Os outros dois parasitos parecem ainda associados ao
corpo residual bastante volumoso, cuja morfologia difere do padréo (Fig.4.11A). Uma
outra alternativa para descricdo desta imagem poderia ser interpretada como uma
expansao citoplasmatica do corpo de um dos parasitos. A morfologia do vacuolo
mostra ainda, a rede tubulovesicular rarefeita e bastante escassa. Estruturas
semelhantes a granulos de amilopectina podem ser detectados em trés dos
parasitos visualizados nessa imagem (Fig. 4.11A).

As figuras 4.11B, C e C’ mostram vacuolos com multiplos parasitos
comumente observados nessas células tratadas. Os danos estruturais foram mais
evidentes mostrando parasitos altamente vacuolizados, tumefagao celular, parasitos
que perderam a forma tipica de arco, a incidéncia concomitante de parasitos em
divisdo celular tipicamente assincrénica e ainda, debris celulares, como resultado de
morte celular dos parasitos. Detalhes destas alteracbes podem ser melhor
visualizadas em maior aumento na figura 4.11 C’. Nota-se na figura 4.11B a
presenca de bradizoito no interior do vacuolo, o qual se caracteriza pela alta
eletrondensidade das roptrias.

Uma outra alteracdo morfolégica observada nos grupos tratados foi a
extrusdo citoplasmatica através da regido posterior do corpo do parasito contendo
organelas, como roptrias, mitocondria e vesiculas com conteudo variado (Fig. 4.12A
e A). Alguns outros parasitos também apresentavam essas mesmas caracteristicas,

sendo que a expanséo citoplasmatica ndo continha organelas (Fig. 4.12B-D).
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30.kV x 4,300

Figura 4.8 A-C. Células LLC-MK;infectadas com taquizoitos de T. gondii da cepa RH vistos por
MEV, apods extragdo das membranas plasmatica e do vacuolo parasitéforo. Na auséncia do
tratamento observam-se no interior dos vacuolos parasitéforos parasitos organizados em rosetas (A,
BeC).
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Figura 4.9 A-C. Células infectadas e tratadas com 3-BrPAobservadas por MEV com a extragao da
membrana plasmatica da célula hospedeira e do vacuolo parasitéforo. Apds tratamento com 10 uM de
3-BrPA, estruturas de grande volume contendo muitos parasitos e a maioria desorganizada,

sugestivo da formagéao de cistos (A-C).
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Figura 4.10 A-D. Células LLC-MK, infectadas e mantidas por 6 dias e analisadas por MET.
Observam-se células contendo parasitos em dupla e boa preservagdo da membrana do vacuolo (A).
Foi possivel também notar parasitos que mostravam excelente conservagéo ultraestrutural (B).
Outras células mostravam parasitos intravacuolares e alguns destes parasitos exibiam alteracdes
ultraestruturais (**) (C) Células com numero variavel de vacuolos contendo 1 a 2 parasitos foram

observadas (D).
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Figura 4.11 A-D. Analise por MET de culturas de células LLC-MK; infectadas e mantidas por 6 dias
sobre o tratamento com 3-BrPA 10 pM. Nota-se a presenga de vacuolos com parasitos
ultraestruturalmente preservados (P) com o complexo apical evidente (cabeca de seta), e parasitos
(P’) aparentemente associados a um corpo residual volumoso (CR). Observa-se também a presenca
de granulos semelhantes aos de amilopectina (seta), e a rede tubulovesicular rarefeita (Tv) (A).
Vacuolos parasitéforos com parasitos vacuolizados (v), tumefagéo celular (**), debris, parasitos sem a
forma tipica de arco e com divisdo celular assincrénica (*), além de parasitos com roptrias
eletrondensas (R) (B, C). Detalhe da figura C em C'.
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Figura 4.12 A-D. Interagéo de T. gondii com células LLC-MK; tratadas com 3-BrPA visualizadas por
MET. Observam-se parasitos com extrusdo citoplasmatica (seta) contendo organelas como roptrias
(R), mitocondria (Mt) e outras vesiculas (V) (A e A’). Outros parasitos apresentando o mesmo evento,

porém nestas extrusdes (cabeca de seta) ha auséncia de organelas ou vesiculas. (B, C e D).
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Vacuolos contendo estruturas andmalas foram também observadas
principalmente durante o processo de endodiogenia como pode ser visualizado na
figura 4.13A, ao lado de parasitos em diferentes estagios de viabilidade,
considerando-se a morfologia. Grandes massas, muito provavelmente de origem do
corpo residual, contendo dois ou mais nucleos de tamanhos diferentes localizados
numa matriz com varias organelas e vesiculas (Fig. 4.13A). Ao lado dessas
estruturas, parasitos com caracteristicas morfolégicas de bradizoitos sao vistos,
assim como alguns com sinais morfolégicos compativeis com morte celular
(vacuolizagdo, mudanga de forma) e outros, em pleno processo de divisdo celular
por endodiogenia (Fig. 4.13A). A analise do aumento da mesma célula mostra que
esse mesmo vacuolo acumula, no corpo residual anémalo, varios perfis de parasitos,
sendo que a endodiogenia nao foi concluida (Fig. 4.13B). A auséncia de sincronismo
de divisdo celular pode ser observada em vacuolos contendo dois parasitos, sendo
que somente um encontra-se em divisdao, apesar da desorganizacao das estruturas
celulares, o que denota indicios de comprometimento da viabilidade desses
parasitos (Fig. 4.13 C).

Um outro aspecto que merece atencdo € a presenca de vacuolos
contendo parasitos com caracteristicas morfolégicas semelhantes a bradizoitos,
principalmente pela presenca de granulos de amilopectina. Associado a isso se
observou um acumulo de material eletrondenso na face interna da membrana do
vacuolo parasitéforo, semelhante a construcdo da parede cistica (regido granular),

como observado nas figuras 4.14A e visto em maior detalhe na figura 4.14B e C.
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Figura 4.13 A-C. Andlise por MET de células LLC-MK; infectadas com taquizoitos e tratadas com
3-BrPA durante 6 dias. Nota-se a presenga de vacuolos contendo estruturas anémalas(*), com dois ou
mais nucleos (N), parasitos degradados (P’) e outros viaveis (P). Num mesmo vacuolos e se
observou parasitos com sinais morfolégicos compativeis com morte celular (seta) e alguns ainda, em
pleno processo de divisdo celular (cabega de seta) (A). Nota-se vacuolo com corpo residual anémalo
(CR) (B), a auséncia de sincronismo de divisdo celular em vacuolos contendo dois parasitos, sendo
que somente um encontra-se em divisdo (**), apesar de apresentar desorganizagdo das estruturas

celulares (C).
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Figura 4.14 A-C. Visualizagao por MET de culturas de células LLC-MKsinfectadas e tratadas com
3-BrPA. Observa-se a presenga de vacuolos parasitoforos contendo parasitos com granulos
semelhantes aos de amilopectina (seta), associada a um acumulo de material eletrondenso na face

interna da membrana do vacuolo parasitéforo (cabega de seta) (A, B e C).
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4.5. Avaliagao por fluorescéncia das estruturas semelhantes a cistos

apos tratamento com 3-BrPA
Visando identificar cistos nas culturas durante o tratamento com 3-BrPA, as
células infectadas por 6 dias foram processadas para citoquimica, incubando-se as
células com a lectina DBA conjugada a FITC. A analise revelou a auséncia de
marcagao nas celulas controle (Fig. 4.15 A, B) enquanto nas células tratadas com 3-
BrPA a marcacdo com DBA foi positiva (Fig. 4.15 C, D), indicativo da formacao de

parede cistica e o pleno estabelecimento da cistogénese.

Figura 4.15 A-D. Células LLC-MK, infectadas com taquizoitos de T. gondii da cepa RH
incubadas com DBA-FITC. Experimento controle, sem tratamento, ndo apresenta marcagao para DBA
(A e B). Apds tratamento com 3-BrPA 10 pyM (C-D) identificamos a parede cistica mostrada pela
marcacgao positiva em verde com DBA-FITIC (C) e DIC em D. Microscopia de fluorescéncia, em azul
nucleo das células — (A e C). Microscopia interferencial diferencial (DIC) evidenciando os parasitos
intracelulares (B e D).
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A quantificacdo dos vacuolos positivos para a marcagdo com DBA, evidenciou
que apenas aproximadamente 25% apresentavam a marcagao indicativa de parede

cistica.

304

E3 3-BrPA 10 uM

20+

10+

% vacuolos com marcacao positva
para DBA/ 200 células infectadas

Figura 4.16. Quantificacdo dos vacuolos positivos com marcacgéo positiva para DBA.

4. 6. Efeito do composto Atovaquona sobre a proliferacao de T.

gondii, cepa RH, em células LLC-MK;

Culturas infectadas na propor¢ao de 5:1parasito:célula, por 1 h, foram
lavadas e deixadas interagir por 24 h e 48 h (grupo controle). Outras culturas, apos o
periodo de 1 h de infecg¢ao, foram tratadas por 24 h e 48 h com Atovaquona. Os
resultados demonstraram que houve menor numero de parasitos em concentragdes
na faixa de nM, com reducao de cerca de 51% dos parasitos a partir de 50 nM e o
ICs50 49,0 £ 6 NnM, apds 24 h de tratamento, e apds 48 h na mesma concentracao,
ocorreu reducao de cerca de 53% e 0 IC5p 47,1 £ 3 nM(Fig. 4.17 ).
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Figura 4.17: Interacdo de T. gondii da cepa RH em células LLC-MK; na propor¢édo 5:1 apds
tratamento com Atovaquona em diferentes concentragdes apds 24 e 48 h de interagéo.
*p< 0.05

A microscopia Optica mostrou nas culturas controle, apdés 24 h de
interacao, a presenca de vacuolos com diversos parasitos e estes se apresentavam
em forma de rosetas (Fig. 4.18A), enquanto as interacbes mantidas sobre o
tratamento com Atovaquona 50 nM, no mesmo periodo, continham vacuolos com
apenas um parasito, evidenciando auséncia de divisédo celular (Fig. 4.18B).

Nas interagdes mantidas como controle, apds 48 h, notou-se a presenca
de diversas células infectadas e a maioria delas contendo parasitos dispostos em
rosetas (Fig. 19 A). Quando sobre o tratamento com Atovaquona, observou-se
poucas células infectadas, porém ja apresentando vacuolos com taquizoitos

dispostos em rosetas (Fig. 19 B).
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Figura 4.18 A e B. Interagdo de T. gondii da cepa RH em células LLC-MK; na proporgéo 5:1
observada por microscopia 6ptica. Culturas mantidas na auséncia do composto apdés 24 h de
interagdo. Note o maior nimero de parasitos por vacuolo (A), em comparagdo com culturas mantidas

sobre o tratamento com Atovaquona 50 nM (B). Barra: 20 pyM.
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Figura 4.19 A-B. Cultura de LLC-MK, durante a interagdo com T. gondii, apés 48 h de infecgao.
Observa-se a disposicao dos parasitos nos vacuolos em rosetas e 0 maior nimero de parasitos em
cada vacuolo (A). Diferentemente, de culturas mantidas em tratamento com Atovaquona 50 nM, em

que se nota menor numero de células infectadas e de parasitos por vacuolo (B). Barra: 20 uM.
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4.7. Efeito do composto 3-BrPA em associagdao com Atovaquona sobre a

proliferagao de T. gondii,cepa RH, em células LLC-MK;

Culturas de células LLC-MK2 infectadas com taquizoitos de T. gondii,
cepa RH, foram observadas durante 24 e 48 h, mantidas ou ndo na presenca de 3-
BrPA, Atovaquona ou 3-BrPA em combinagdo com Atovaquona. Observou-se que
apods o periodo de 24 h as culturas mantidas sobre o tratamento combinado de 3-
BrPA 10 uM e Atovaquona 50 nM apresentaram maior redu¢do do numero de
parasitos, o que representou uma inibicdo com relacéo ao controle de cerca de 73%
(Fig. 4.20 A). Ja esta combinagéo produziu uma reducgao de cerca de 49% quando
comparada com 3-BrPA 10 yM isolada e ainda, comparada com a Atovaquona 50
nM a reducéo foi em torno de 41% (Fig. 4.20 A).

Quando permitidas interagir com parasitos por 48 h, as culturas tratadas
com a combinagao de 3-BrPA e Atovaquona mantiveram-se com 0 menor numero de
parasitos, apresentaram redugao de cerca de 71%, em comparagao com o controle.
Quando comparadas com 3-BrPA utilizado isoladamente a reducgao foi em torno de
52%, e em comparagao com Atovaquona 45% (Fig. 4.20 B).

Em ambos periodos de tratamento, a combinacdo de 3-BrPA e
Atovaquona obteve efeito aditivo, segundo o calculo da concentracéo inibitéria
fracional (FIC).
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Figura 4.20 A e B. Interagcédo de T. gondii da cepa RH em células LLC-MK2 na proporgéo 5:1
sobos diferentestratamentos.Culturas mantidas sobre o tratamento com Atovaquona 50 nM, 3-BrPA

10 uM e Atovaquona em associagcdo com 3-BrPA, durante 24 h (A) e 48 h de tratamento (B).* p< 0.05

4.8 Analise da presenga de marcagao para taquizoitos e cistos teciduais

em culturas infectadas e tratadas com 3-BrPA em associagdao com Atovaquona.

Células LLC-MK; infectadas com taquizoitos, da cepa RH, mantidas sem

adicdo dos compostos, apds 6 dias de interagdo, apresentaram marcagao positiva

para P-30-TRITC evidenciando a presenca de taquizoitos na cultura, e marcagao

negativa para DBA-FITC (Fig. 4.21A-B). Assim como o controle, as interagoes

mantidas sobre o tratamento com 3-BrPA 10 yM e Atovaquona 50 nM, também

apresentaram marcagao positiva para P-30-TRITCe negativa para DBA-FITC (Fig.
4.21C-D).
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Figura 4.21 A-D.Células LLC-MK; infectadas com taquizoitos de T. gondii, cepa RH e incubadas
com anti-P-30 e DBA-FITC, apds 6 dias de tratamento com 3-BrPA 10 yM em combinagdo com
Atovaquona 50 nM. Observam-se nasculturascontrole (A) e tratadas (C) a marcagao do nucleo das
células com DAPI (azul), a marcagado positiva para taquizoitos com P-30-TRITC (vermelho), e
marcagao negativa para DBA-FITC (verde-) e o DIC (C e D).
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4.9 Analise do consumo de oxigénio de T. gondii
Parasitos provenientes de culturas infectadas e tratadas com 3-BrPA 10 uM e de
camundongos também infectados e tratados com o composto, foram analisados e o
consumo de oxigénio mensurado em um respirbmetro de alta resolu¢cdo. Os dados
obtidos nesta analise evidenciaram que os parasitos tratados tanto in vitro como in
vivo apresentavam maior consumo de oxigénio quando comparado ao controle sem
tratamento. Além disso, foi possivel observar que o consumo entre os grupos

controle in vivo e in vitro foram iguais, assim como do grupo tratado in vitro e in vivo.
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4.22 Consumo de oxigénio de taquizoitos provenientes de camundongos e células LLC-MK2

mantidas por 6 dias na presencga ou auséncia de 3-BrPA.
*p<0.01
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5. DISCUSSAO

O 3-bromopiruvato, um inibidor de metabolismo energético celular possui
uma atividade potente antitumoral contra diferentes tipos de cancer (revisto em
Pedersen, 2012). Até onde temos conhecimento este € o primeiro estudo que
explora a atividade de 3-BrPA sobre o desenvolvimento intracelular de T. gondii. O
trabalho se estendeu ainda, ao estudo do efeito da Atovaquona e a combinacéo dos
dois compostos sobre a interagdo de T. gondii em células LLC-MK,, avaliando a
proliferagdo celular e o ciclo intracelular do parasito nestas condi¢des, identificando
o 3-BrPA como um composto indutor da cistogénese, in vitro.

Para o entendimento da importancia deste estudo vale relembrar que o T.
gondii se diferencia dentro de seus hospedeiros entre
taquizoitos/bradizoitos/taquizoitos € que esses estagios infecciosos apresentam
caracteristicas fisiologicas e biologicas distintas. Bradizoitos maduros sao adaptados
para a persisténcia ao longo da vida em seus hospedeiros e exibem uma extrema
reducao na taxa de crescimento, até uma parada completa do ciclo celular (Dubey e
cols., 1998) e tem como principal via para obtencédo de energia a via glicolitica. Em
contraste, os taquizoitos, que estao presentes durante a fase aguda da infec¢do, sao
caracterizados por um tempo de duplicagao rapido de 6 a 8 h, indicando que esta
fase possui vias eficazes para a aquisicao de nutrientes e o metabolismo energético
(Fleige e cols., 2007), e que utilizam o ciclo do acido tricarboxilico associado a
cadeia respiratoria para obtengédo de energia (Denton e cols., 1996; Vercesi e cols.,
1998).

Uma das abordagens iniciais deste trabalho foi analisar o efeito de 3-BrPA
sobre as células da linhagem LLC-MK,, como hospedeiras do T. gondii para o
estudo do efeito do composto durante o desenvolvimento intracelular do parasito.
Nossos resultados, analisando a proliferacdo destas células, durante o tratamento,
nao mostrou qualquer influéncia de 3-BrPA, tanto no numero de células, num
periodo de até 6 dias (aplicando a dosagem maxima do composto empregada na
interagéo parasito-LLC-MKj3) assim como, quanto a viabilidade celular que alcangou
93% neste periodo. Esses dados eram esperados considerando-se a bem conhecida
agao de 3-BrPA como inibidor do metabolismo energético em células tumorais. Em
funcao desta propriedade do composto ele tem sido proposto como um agente
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anticancer especifico devido a sua alta seletividade para células tumorais (Nelson,
2002; Geschwind e cols., 2002). Sabe-se também que a energia das células de
tumor provém, principalmente, da oxidagao da glicose e que existe uma grande
diferenga do metabolismo de glicose entre células normais e tumorais, visto que a
glicélise aumenta muito em células com malignancia (Pedersen, 2007).

Em contrapartida, os testes do 3-BrPA durante a interagdo de taquizoitos
e LLC-MKy, frente a diferentes concentragdes, ndo afetou o percentual de células
infectadas, mas foi eficiente no controle da proliferagao intracelular dos parasitos,
atingindo uma inibicdo de 42% a partir da concentragado de 10 uM durante 24 h de
exposicao ao composto. O fato de ndo haver alteracdo no percentual de células
infectadas é indicativo que neste periodo de analise, o composto nao foi capaz de
debelar a infeccdo. Uma alternativa de abordagem utilizada para que essas
diferengas pudessem ser melhor avaliadas, foi a alteracao da relacéo parasito-célula
hospedeira de 3:1 para 5:1 e com uma unica dosagem de 10 uM por periodos de 24
h, 48 h e 6 dias, demonstrando que o efeito do composto foi dose e tempo
dependentes. O maior tempo de exposi¢cao ao 3-BrPA na concentragdo de 10 uM
levou a uma queda de 15% no percentual de células infectadas apenas apds 48 h de
interacao e de 21% apds 6 dias. Com relacéo a proliferagdo celular dos parasitos, a
reducao foi mais efetiva tanto com 24 h quanto com 48 h de interagao, atingindo
uma inibicdo de 55% e 61%, respectivamente. A seletividade de agdo do 3-BrPA
para o Toxoplasma refletida na drastica reducdo no numero de parasitos
intracelulares, em comparagcdo com a célula de mamiferos, poderia ser explicada
pelas evidéncias bioquimicas diretas de que a cadeia respiratoria e fosforilagao
oxidativa sao funcionais nos parasitos Apicomplexas, embora a via respiratéria
terminal seja diferente do hospedeiro mamifero (Vercesi e cols., 1998).

Em outros protozoarios, como Trypanosoma brucei, foi descrito que os
efeitos inibitérios de 3-BrPA, sobre a motilidade do parasito e o efluxo de piruvato
acarretaram na morte do parasito, devido ao bloqueio na enzima gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase (Barnard e cols., 1993; Vanderheyden e cols., 2000). Tem
sido descrito que tal enzima GAPDH exerce papel significativo sobre o fluxo
glicolitico de protozoarios como Leishmania mexicana, Plasmodium falciparum e T.
brucei estabelecendo-se como alvo biolégico de valor importante no planejamento
de candidatos a novos agentes antiprotozoarios (Vellieux e cols., 1993; Kim e cols.,

1995; Satchell e cols., 2005). Com isso, ainda s&o necessarios estudos relacionados
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a afinidade do composto 3-BrPA a esta enzima e a importdncia da mesma no fluxo
glicolitico do T. gondii.

As analises por microscopia de luz das culturas evidenciaram diferengas
morfolégicas dos parasitos intracelulares que se caracterizavam principalmente pela
presenga de rosetas nos grupos controles e uma redugdo do numero de parasitos
por vacuolo, apresentando prioritariamente, parasitos aos pares nos vacuolos e
menor numero de células infectadas na presenca do 3-BrPA em consonancia com a
analise quantitativa, mais evidente com 48 h de interacéo (15% de inibicdo). Esses
dados apontam claramente que o T. gondii foi sensivel a agao do 3-BrPA. Xiao-Hong
e colaboradores (2009) introduziram um aspecto novo aos efeitos da 3-BrPA
demonstrando que, pelo menos em células MCF-7 de cancer de mama, o composto
inibe a proliferacéo celular, inibindoas fases S e G2 / M do ciclo celular, promovendo
a apoptose nessas células. N6s acumulamos fortes evidéncias de que o composto
foi capaz de interferir no processo de endodiogenia, gerando corpos de grande
volume celular contendo varias organelas, multinucleados, desorganizados e com a
endodiogenia incompleta (Fig. 4.12). Imagens bastante semelhantes tém sido
descritas pelo grupo de Vommaro utilizando o itraconazol sobre T. gondii (Martins-
Duarte e cols., 2008). Essa observagao remete a ideia de que o numero de parasitos
intracelulares diminui tanto em funcdo da morte celular independente da
endodiogenia, como também pelo bloqueio da “citocinese” durante o ciclo da diviséo
desencadeando a apoptose, como proposto por Xiao-Hong e colaboradores (2009).

Um outro aspecto que deve ser discutido é a presenga de varios parasitos
apresentando a protrusdo de grande volume de citoplasma circundado por uma
simples membrana plasmatica, localizado no poro posterior, contendo ou nao
organelas citoplasmaticas, indicativo de perturbacéo da liberagdo do corpo residual,
como produto final da endodiogenia (Fig. 4.11). Imagens similares tém sido descritas
ap6s o tratamento de culturas infectadas com T. gondii com inibidores de actina,
tendo como efeito o bloqueio na reciclagem de algumas organelas da célula mae,
levando a sua acumulagdo em um corpo residual formado no pélo posterior de cada
parasito nascente. Em contrapartida, orizalina e taxol causaram a reducao drastica
na replicagdo do parasito e resultou no desenvolvimento de grandes massas
anormais de parasitos (Shaw e cols., 2000). Imagens semelhantes foram

observadas nos nossos experimentos durante a analise ultraestrutural, mas uma
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correlacao estreita do envolvimento de elementos do citoesqueleto sob o efeito de 3-
BrPA, ainda ndo tem sido descritos. Dessa forma, considerando a sugestdo de Xiao-
Hong e colaboradores (2009) de que esses processos inibitérios possam ser
mediados pela regulacdo negativa das expressdes da proteina Bcl-2, c-Myc e da
p53 que sao proteinas fortemente associadas a sinalizagdo de morte celular
programada, ndés estamos inclinados a imputar o efeito inibitério da proliferagédo
celular como o indutor dessas alteragbes morfoldgicas e o comprometimento na
conclusao da endodiogenia.

Ganapathy-Kanniappan e colaboradores (2010) tem descrito que 3-BrPA
induz estresse no reticulo endoplasmatico (RE), levando a autofagia e apoptose em
linhagem de células tumorais humanas HCC. Comparando duas sublinhagens de
HCC, os autores mostram que as células SK-Hep1 sofreram a morte celular por
apoptose classica, enquanto as células Hep3B inicialmente responderam com a
autofagia protetora, que ndo impediu a apoptose. E classicamente conhecido que o
estresse do RE pode ser desencadeado por varias condi¢cdes celulares, tais como:
esgotamento de energia, o aumento da demanda por sintese de proteinas, o
acumulo de proteinas mal enoveladas, perturbagdes na homeostase do Ca®* e
glicosilagdo alterada, afetando o ambiente intracelular que levam a adaptacéo,
alarme e apoptose (Xu e cols., 2005). Quando os mecanismos adaptativos nao
compensam, a morte celular é induzida, principalmente por apoptose, envolvendo
tanto a apoptose dependente de caspase e quanto a necrose independente de
caspase (Egger e cols., 2003).

Esse conjunto de dados reforca a necessidade de se tecer algumas
consideragdes, em funcao dos resultados obtidos com as ferramentas empregadas
no curso deste estudo. Inicialmente, o bloqueio da proliferacdo celular teve como
indicativos: (i) a reducao de parasitos intracelulares por meio da analise quantitativa;
(i) a visualizagdo de baixa presenga de rosetas que seria um forte indicativo de
processos ativos de endodiogenia; (iii) as imagens adquiridas por microscopia
eletrébnica de transmissdo mostrando claramente que 3-BrPA ndo afeta todos os
parasitos, nem na mesma cultura, nem na mesma célula, nem no mesmo vacuolo
(Fig. 4.10). Diferentes estagios morfolégicos desde a boa preservacao estrutural dos
parasitos num mesmo vacuolo, como as caracteristicas classicas de morte celular
puderam ser observadas. Nés n&o investigamos, se o composto estimulou a via de

morte celular por autofagia ou apoptose, mas essas hipoteses ndo podem ser
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descartadas tendo em vista os diversos artigos que demonstraram a indugéo dessas
vias sob o efeito do 3-BrPA (Egger e cols., 2003; Xu e cols., 2005; Xiao-Hong e cols.,
2009; Ganapathy-Kanniappan e cols., 2010).

Um outro aspecto observado durante o monitoramento da infecgao,
mostrou que 3-BrPA foi capaz de induzir a formagao de cistos em culturas infectadas
com taquizoitos da cepa RH. Tal constatagdo foi apoiada: (i) pela presenca de
vacuolos parasitéforos com grande quantidade de parasitos desorganizados, como
observados por microscopia éptica de culturas coradas pelo Giemsa e eletrénica de
varredura; (ii) pela revelagdo da parede cistica por meio da incubagéo das culturas
com a lectina DBA, que reconhece e se liga aos residuos de N-acetilgalactosamina,
identificando que o processo da cistogénese tinha se estabelecido em células
tratadas com 3-BrPA; (iii) pela presenca de granulos semelhantes aos de
amilopectina, presentes em bradizoitos e, (iv) o espessamento da membrana do
vacuolo parasitéforo, indicativo de modificacdo desta membrana para a construgao
da parede cistica. O emprego da linhagem LLC-MK; utilizada no presente trabalho
tem sido explorada durante a infeccdo de taquizoitos de diferentes cepas
demonstrando que a cepa EGS (cepa brasileira do tipo Il) estabelece a cistbgenese
nessas células espontaneamente, com indices de quase 80% (Parede-Santos e
cols., 2013). Em contrapartida, os mesmos autores demonstraram que taquizoitos
da cepa RH (tipo I) apresentaram baixa capacidade de conversao (em torno de 4%
em 96 h). Esses dados se assemelham aos resultados obtidos com a célula
muscular esquelética (conversdo em 3% dos vacuolos) sendo que, nesse modelo
celular essa conversao ja se estabelecia em 18 h de interacdo (Ferreira-da-Silva e
cols., 2009). Dessa forma, nossos resultados mostrando um percentual de 25% de
inducao da cistogénese induzida pelo 3-BrPA reforga o papel deste composto neste
evento celular. Um dos mecanismos conhecidos de acdo do 3-BrPA é o bloqueio da
via glicolitica em células tumorais (Pedersen, 2012). A evidenciagdo de que células
infectadas tratadas com o composto induziram a cistogénese, sugere que esta via
também possa ter sido bloqueada no T. gondii. Entender esse processo nos remete
a sugerir que a inducao da cistdgenese pode ter sido desencadeada pelo parasito,
como alternativa deste bloqueio, utilizando nutrientes de outras vias metabdlicas.
Uma das alternativas seria a via do acido tricarboxilico, presente no parasito, que
pode ser iniciada pelo Acetil-CoA proveniente do piruvato formado como produto da

glicélise e do Acil-CoA formado na quebra de acidos graxos, gerando entdo o ATP.
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Sugere-se, portanto, que quando foi bloqueada a via glicolitica pelo composto, o
parasito sob estresse metabdlico, utilizou esta via alternativa e os genes
responsaveis pela modulagdo da cistogénese foram ativados como demonstrado
pela presenca da parede cistica ao final do tratamento. Confirmar essa hipotese
poderia ser um avango no conhecimento dos processos metabdlicos do T. gondii.

Parasitos provenientes de culturas infectadas e tratadas com 3-BrPA por 6
dias, e do lavado peritoneal de camundongos infectados e tratados também por 6
dias foram analisados pelo respirdmetro de alta resolugdo. Constatou-se que o
consumo de oxigénio destes parasitos era maior em comparagdo com parasitos
mantidos na auséncia do tratamento e que esta diferengca repetia-se em ambas
estratégias experimentais. Desta forma, uma outra hipétese que pode ser formulada
frente a esses resultados é que o 3-BrPA bloqueando a via glicolitica, gera estresse
no parasito, evidenciado pela alteragcdo no consumo de oxigénio, que poderia induzir
a cistogénese.

E importante ressaltar que o consumo de oxigénio foi mensurado com o
parasito extracelular. Nao se pode excluir a possibilidade de que esse efeito possa
ter sido exacerbado ou reduzido considerando-se que se trata de um parasito
obrigatoriamente intracelular, cuja vida adaptativa esta condicionada ao ambiente do
vacuolo parasitéforo e a dependéncia do metabolismo da célula hospedeira, pois
através das proteinas dos granulos densos, formam-se poros na MVP permitindo a
difusdo bidirecional de moléculas de até 1.2 kDa, entre o vacuolo e o citoplasma da
célula hospedeira (Cesbron-Delauw, 1994; Schwab & cols., 1994). Desta forma, o
consumo de oxigénio de parasitos intracelulares e os que estdo fora das células
poderia ser diferente, mas levando-se em consideracao a diferenga do consumo de
oxigénio encontrada nos parasitos mantidos como controle e os sobre os efeitos de
3-BrPA, é revelado que este composto levou a alteragdes metabdlicas significativas
no parasito. Com relagao ao tratamento com Atovaquona, os estudos desenvolvidos
por outros grupos mostraram que o consumo de oxigénio de taquizoitos da cepa RH
mantinha-se menor em comparagao ao controle, pelo bloqueio do complexo bc1 na
cadeia fosforilativa (Vercesi e cols., 1998; Sale e cols., 2007; Meneceur e cols.,
2008).

Neste estudo, os tratamentos com Atovaquona em combinagdo com 3-
BrPA, apresentaram efeito aditivo, ou seja, potencializaram o efeito dos compostos

isoladamente, sugerindo que o bloqueio da via glicolitica do parasito por 3-BrPA e
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da fosforilagdo oxidativa por Atovaquona nao induziram ao estabelecimento da
cistogénese. O presente estudo demonstrou que o uso destes compostos
associados foi mais eficiente para eliminar o parasito do que quando utilizados de
forma isolada. A analise dos experimentos mostrou que a combinagdo gerou um
menor numero de parasitos infectando células e ndo ha indicios de cistogénese.
Além disso, ndo ha a eliminagdo total da infeccdo. Isto poderia ocorrer devido a
existéncia de outras formas de obtencdo de energia pelo parasito, como por
exemplo, pelo apicoplasto. Esta organela importante no metabolismo do T. gondii, é
o local de sintese de acidos graxos do tipo Il, biosintese de isoprendides e algumas
enzimas do metabolismo de carboidratos (Kohleret e cols., 1997; Gleeson, 2000;
Mazumdar e cols., 2006; Fleige e cols., 2007). A inclusdo dos apicoplastos como rota
alternativa da respiragao celular do parasito, considera os estudos de Fleige e
colaboradores (2007) quando foram localizadas varias enzimas-chave do
metabolismo de carboidratos de T. gondii, tanto no apicoplasto como no citosol dos
parasitos. No citoplasma tem um conjunto completo de enzimas para a glicolise, o
que devera permitir ao parasito metabolizar glicose. Todas as enzimas glicoliticas, do
fosfofrutoquinase a piruvato-quinase estao presentes no genoma de T. gondii, com
multiplas copias e isoformas de triose de fosfato isomerase, fosfoglicerato-quinase e
piruvato quinase e foram localizadas no apicoplasto. Os niveis de expressado de
MRNA de todos os genes com produtos glicoliticos foram comparados entre
taquizoitos e bradizoitos, no entanto, um padrdo de expressao especifico para
bradizoito foi observado apenas para a enolase |. O genoma de T. gondii codifica um
unico complexo piruvato desidrogenase, que foi localizado no apicoplasto e ausente
na mitocondria. A troca de metabdlitos entre o citosol e o apicoplasto provavelmente
€ mediada por um translocador de fosfato que foi localizado no apicoplasto. Desta
forma, o conjunto de resultados obtidos na presente dissertagdo, permite aderir a
sugestéo de Fleige e colaboradores (2007) quando propde um modelo que explicaria
o suprimento de ATP pelo apicoplasto, assim como a troca de metabdlitos entre o
citosol e o apicoplasto.

A partir dos dados obtidos neste trabalho, € possivel evidenciar que ha
grandes lacunas sobre o metabolismo do T. gondii e a sua importancia na
cistogénese. Além disso, este trabalho sugere que 3-BrPA pode ser uma importante
ferramenta para o estudo da cistégenese in vitro, assim como para o estudo do

metabolismo do parasito.
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6. CONCLUSOES

O composto 3-BrPA na concentragao de 10 uM com tratamento por 6 dias
de células LLC-MK3nao apresentou efeito sobre a proliferagdo celular e nem mesmo
sobre a viabilidade das células que alcangou 93%. Desta forma, esse modelo celular
pode ser empregado no presente estudo, sem intervir no alvo principal, que erao T.
gondii.

3-BrPA na concentracdo de 10 uyM reduziu a proliferagao intracelular dos
parasitos, que pode ser justificado pela interferéncia na endodiogenia e por morte
celular. E como ja proposto para células de mamiferos, seu mecanismo de agao
seria a inibicdo das fases S e G2/M do ciclo celular, levando
a apoptose.

3-BrPA induz a formacgao de cistos em culturas infectadas com taquizoitos
da cepa RH, como demonstrado pela presenga de vacuolos parasitéforos com
grande quantidade de parasitos desorganizados, a formacao da parede cistica como
visto pela marcacdo com DBA, a presenca de granulos semelhantes aos de
amilopectina, e o espessamento da membrana do vacuolo parasitéforo.

Os parasitos apresentaram maior consumo de oxigénio apods tratamento
in vitro e in vivo com 3-BrPA, evidenciando o efeito do composto sobre o
metabolismo do parasito que poderia também induzir a cistogénese.

A analise do efeito de 3-BrPA e Atovaquona in vitro mostrou que quando
utilizados combinados ndo ha a indugdo da cistogénese. Esses resultados sugerem
que a nao eliminagao total da infeccao pode ocorrer devido a existéncia de outras
formas alternativas para obtencao de energia pelo parasito;

Conclui-se, portanto, que a utilizacao de 3-BrPA pode se apresentar como
uma importante ferramenta para o estudo: (i) da cistdgenese in vitro; (ii) do
metabolismo do parasito, necessitando de maior aprofundamento do alvo de acéao
do composto em T. gondii; (iii) das vias metabdlicas alternativas do parasito e, (iv)
dos mecanismos moleculares/celulares desencadeados que levaram a morte dos

parasitos.
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