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RESUMO

SILVA, M.R. Padronizacdo de método colorimétrico para avaliacdo de atividade
bioldgica de substancias sobre formas taquizoitas de Toxoplasma gondii, com
a avaliacdo de triterpenos acidos sobre o parasito. 2009. 46f. Dissertacéo
(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Toxoplasma gondii € um protozodrio pertencente ao filo Apicomplexa, de
distribuicdo mundial, e que infecta diversas espécies hospedeiros, como mamiferos
e aves, possuindo como hospedeiros definitivos o gato e outros felideos, enquanto o
homem e outros animais sdo 0s seus hospedeiros intermediarios. O tratamento é
feito, na maioria das vezes, com uma combinacdo de sulfadiazina e pirimetamina,
agindo na via metabdlica do acido félico, o qual € necessério para a biossintese de
purinas, pirimidinas e certos aminoacidos. Propusemos estabelecer um protocolo de
avaliacdo sobre esse protozoario, assim como padronizarmos uma metodologia por
espectroscopia para uma rapida avaliacdo ou triagem de substancias
potencialmente ativas contra o parasito. Verificamos a atividade das substancias
acido ursdlico e acido oleandico, as quais ja demonstraram atividade biolégica sobre
outras espécies de protozoarios, como Plasmodium, Trypanosoma cruzi e
Leishmania sp. em sistemas in vitro e in vivo. A metodologia colorimétrica pelo MTT,
pelo Alamar Blue®, do kit CyQUANT® NF e a contagem manual em meio liquido das
formas taquizoitas do parasito em ensaios biolégicos in vitro mostram-se inviaveis,
pois ha grande dificuldade em manter a integridade do parasita em meio de cultura
liquido, o qual se mostra sensivel a adicdo de qualquer outro componente que nao
agueles necessarios para manter sua viabilidade em ambiente extracelular. O acido
ursolico mostrou-se potencialmente ativo in vitro sobre formas intracelulares de T.
gondii. Entretanto, o contato de células infectadas com as substancias avaliadas por
um periodo de 48 horas ndo resultou em diminuicAo mais acentuada na
porcentagem de células infectadas do que a ocorrida no tratamento de 24 horas. A
comparacao dos resultados do tratamento pés infecgdo celular por 24 horas e do
pré-tratamento das formas taquizoitas houve diferencas significativas, indicando
principalmente maior acdo do pré-tratamento sobre T. gondii. Quando administrado
na dose de 7 mg/kg/ dia a camundongos infectados, o acido ursélico ndo apresentou
atividade sobre o parasita.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Acido ursélico; Acido oleanoico; Padronizacao;
Método colorimétrico; Avaliacdo de substancias.




ABSTRACT

SILVA, M.R. Standartization of a colorimetric method for evaluation of
substances biological activity on tachyzoite forms of Toxoplasma gondii, with
evaluation of acid triterpenes on parasite. 2009. 46f. Dissertation (Master).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Toxoplasma gondii is an Apicomplexa protozoan, of worldwide distribution,
that infects several species, from mammalians to birds; its definitive hosts are the
cats and other felines, while man and other animals are considered as intermediate
hosts. Treatment is, generally, a combination of sulfadiazine and pyrimethamine,
triggering the metabolic pathway of folic acid, which is necessary for certain purines,
pirimidines and aminoacids biosynthesis. We have proposed an evaluation protocol
on this protozoan, and also to establish a methodology by spectroscopy for rapid
evaluation of pottentialy bioactive substances against the parasite. The ursolic acid
and oleanoic acid bioactivity were tested. These substances have already
demonstrated to be effective on another protozoan species, like Plasmodium,
Trypanosoma cruzi e Leishmania sp., either in vitro or in vivo. The colorimetric
methodology by MTT, Alamar Blue®, CyQUANT® NF kit and manual counting of
tachyzoite forms in liquid culture medium showed to be unviable, because there is a
great difficult to maintain the parasite viability in liquid culture medium, wich one is
sensible to addition of any other component different of that necessary for its survival
in extracelular ambient. Ursolic acid was pottentialy active on T. gondii intracellular
forms. However, the infected cells in contact with the tested substances for a period
of 48 hours did not show a statistical greater reduction as compared to infected cells
which underwent treatment for 24 hours. Significant results were observed when
comparing pre-treatment of tachyzoite forms and treatment for 24 hours post-cellular
infection. Our data pointed in the direction that pre-treatment exerted a higher
effectiveness. Any parasiticidal activity was observed when ursolic acid on a
concentration of 7 mg/kg/day was administered to infected mice.

Keywords: Toxoplasma gondii; Ursolic acid; Oleanoic acid; Standartization;
Colorimetric method; Substances evaluation.
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1. INTRODUCAO

7

Toxoplasma gondii € um protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, de
distribuicdo mundial, e que infecta diversas espécies de hospedeiros, como
mamiferos e aves, possuindo como hospedeiros definitivos o gato e outros felideos,
enquanto o homem e outros animais sdo 0s seus hospedeiros intermediérios
(KAWAZOE, 2003).

O ciclo biolégico de T. gondii possui duas fases: assexuada, onde o
hospedeiro intermediario pode se infectar ao ingerir oocistos nos alimentos ou nas
maos, cistos com bradizoitos em carne crua ou mal cozida ou taquizoitos livres
encontrados nos liquidos somaticos. Apos invasao inicial das células intestinais, o
parasita multiplica-se e invade diversos tipos de células, principalmente macrofagos,
disseminando assim para varios 6rgados. Se o hospedeiro desenvolve imunidade, T.
gondii sofre encistamento nos tecidos, com bradizoitos que se multiplicam
lentamente; e sexuada, em que o hospedeiro definitivo se infecta por ingestdo de
cistos presentes na carne de outro animal, oocistos maduros do solo ou macréfagos
com taquizoitos. A mulher gestante podera transmitir taquizoitos ou bradizoitos ao
feto através da circulagéo placentaria.

A gestante que sofre infeccdo primaria durante a gravidez pode transmitir T.
gondii ao feto, causando lesdes inflamatérias que podem resultar em danos
neurolégicos permanentes, apresentando ou ndo hidrocelafia, e coriorretinite, com
grave perda da visdo. Tanto a mée quanto o feto sdo assintomaticos, porém, é
possivel que a crianca manifeste coriorretinite recorrente ao longo da vida
(PETERSEN, 2007).

Um conjunto de organelas apicais do parasita, chamadas roptrias,
desempenham importante papel na invasdo das células do hospedeiro e também
agem no controle dos processos celulares da célula parasitada. Ha evidéncias de
gue estas organelas secretam seu conteudo através de reconhecimento direto entre
a superficie apical de T. gondii e uma ou mais moléculas receptoras da célula
hospedeira, por mecanismos ainda nao esclarecidos (BOOTHROYD &
DUBREMETZ, 2008).

Pacheco-Soares et al. (1998) relatam que, durante a interacdo de T. gondii

com a célula hospedeira, alguns componentes da membrana desta sao
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internalizados, tornando-se parte da membrana do vacuolo parasitoforo em
formacdo. Ocorre também troca de componentes de superficie entre ambas, como
lipidios, proteinas e sialoglicoconjugados; porém, no processo de internalizagdo do
parasita e formagcdo da membrana do vacuolo parasitéforo, eles sdo excluidos, pois
ndo se observam presenca destes componentes na membrana plasméatica do
parasita, nem na membrana do vacuolo parasitoforo formado.

No hospedeiro definitivo o parasita penetra as células epiteliais intestinais,
onde passa para a forma trofozoita e se multiplica (formacdo dos merozoitos). Ao
ser liberado na luz intestinal infecta novas células, continuando a multiplicacéo
assexuada ou sexuada. Nesta, merozoitos se transformam em macrogametas
(femininos) e microgametas flagelados (masculinos). A fusdo destes origina cistos
imaturos, que apos amadurecimento séo liberados nas fezes e para o meio exterior.
No solo ocorre a esporogonia, que torna os oocistos infectantes (KAWAZOE, 2003).

A manifestacdo da doenca em humanos € variavel, desde casos
assintomaticos, na maioria dos individuos imunocompetentes, até severos em fetos
humanos e de véarios mamiferos, e em individuos imunodeprimidos, como o0s
portadores de AIDS (BOOTHROYD & GRIGG, 2002).

Os sintomas oculares variam de acordo com a idade do paciente, sendo que
o tratamento é feito com medicagdo especifica e corticosteréides. Algumas das
medicacbes usadas sdo pirimetamina, sulfadiazina, clindamicina, trimetroprim-
sulfametaxazol, espiramicina, azitromicina, atovaquona, tetraciclina e minociclina
(BONFIOLI & OREFICE, 2005). A manifestacdo visceral aguda da doenca é rara,
mas ja foi observada em pacientes adultos saudaveis na Guiana Francesa (CARME
et al., 2002).

A toxoplasmose € uma infeccdo oportunista em individuos imunodeprimidos,
porém em individuos sadios a infeccdo geralmente é assintomatica ou pouco se
manifesta devido a resposta imune contra 0s taquizoitos, os quais séo eliminados ou
se transformam em bradizoitos que permanecem encistados no mausculo
esquelético, cardiaco e no sistema nervoso central (ALEXANDER et al., 1997).

Andlises genéticas vieram a confirmar a existéncia de um pequeno numero de
cepas de T. gondii que se enquadram em trés gendtipos distintos, conhecidos como
tipo I, 1l e lll. H&, ainda, um namero crescente de cepas pertencentes a outras duas
classificacOes: as cepas recombinantes, as quais possuem genotipos relacionados

aos trés tipos anteriores, e as cepas exoticas, de hospedeiros pouco comuns do
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parasita. As evidéncias de que o desenvolvimento e a gravidade da doenca
depende, entre outros fatores, da cepa que infectou o hospedeiro sdo cada vez
maiores. Alguns estudos relatam que as cepas do tipo Il estdo presentes na maioria
dos casos de infec¢do congénita e pacientes imunocomprometidos.

Em pacientes imunocompetentes com toxoplasmose aguda e grave
comprometimento ocular, que nao responderam a tratamento apropriado, foram
identificadas cepas do tipo I, que se mostraram bastante virulentas também em
camundongos (BOOTHROYD & GRIGG, 2002).

Quando se inicia a infeccdo por T. gondii os macrofagos albergam os
taquizoitas, os quais tém sua multiplicacdo inibida ao ocorrer a fusdo entre
fagossomos e lisossomos (KAWAZOE, 2003). Estudos demonstram que o controle
da infeccdo aguda por T. gondii € dependente da acdo da interleucina 12 (IL-12) e
interferon y (IFN- y), sendo que o 6xido nitrico (NO) também desempenha um papel
importante no controle da infeccéo persistente. Porém, € importante que exista um
equilibrio entre a producéo de citocinas pro-inflamatdrias que controlam a infeccéo e
citocinas regulatorias da inflamagédo, a fim evitar danos maiores ao hospedeiro. A
deficiéncia de qualquer destas citocinas resulta em menor sobrevida do hospedeiro
infectado (ALEXANDER et al., 1997).

O tratamento € feito, na maioria das vezes, com uma combinacdo de
sulfadiazina e pirimetamina, agindo na via metabdlica do &cido fdlico, o qual é
necessario para a biossintese de purinas, pirimidinas e certos aminoacidos. Os
metabolitos da sulfadiazina que possuem um grupo para-amino-fenil interferem na
sintese do acido félico de T. gondii. A presenca do grupo -OH nos metabolitos
hidroxilados lhes conferem um carater hidrofilico que permite menor passagem
através da membrana lipofilica do parasita e maior excre¢cdo pelo organismo. Um
dos metabdlitos ndo possui o grupo para-amino-fenil, portanto, ndo tem agdo contra
O parasita.

A pirimetamina, neste estudo realizado por van de Ven et al. (1995) fez com
que a ICsp da sulfadiazina fosse semelhante a sua concentragdo plasmatica in vivo
efetiva sobre T. gondii, evitando, assim, possiveis efeitos toxicos devido a altas
concentracdes de sulfadiazina.

Ainda nao existe um medicamento eficaz no tratamento da toxoplasmose. As
drogas utilizadas atuam sobre as formas proliferativas, mas ndo nos cistos. Como a

maioria das pessoas com sorologia positiva ndo apresenta a doenca, e pelo fato de




Introducdo 5

as drogas empregadas serem toxicas em usos prolongados, recomenda-se o
tratamento apenas dos casos agudos, da toxoplasmose ocular e dos individuos
imunodeficientes com toxoplasmose de qualquer tipo ou fase (KAWAZOE, 2003).

A partir da observacdo de que pacientes infectados pelo virus HIV,
submetidos a terapia antiretroviral eram menos suscetiveis a infec¢cdes oportunistas
causadas por protozodrios, e de estudos 0s quais relatavam que as drogas
inibidoras da enzima HIV-protease provavelmente também agiriam sobre as
proteases presentes em protozodrios, Pozio (2004) considera, apesar da toxicidade
de tais farmacos para os humanos, principalmente em tratamentos prolongados, que
esta deve ser uma alternativa melhor analisada e estudada, possibilitando o
desenvolvimento de novos farmacos efetivos nestas infecgbes oportunistas.

No estudo de Derouin & Santillana-Hayat (2000), drogas antiretrovirais, sendo
cinco analogos de nucleosideos e quatro inibidores da enzima protease (evidéncias
sugerem que esta seja a enzima aspartil protease, a qual parece ter grande
importancia na replicagédo do parasita), foram testadas in vitro em associagdo com
pirimetamina e sulfadiazina. Os resultados se mostraram favoraveis, com
coeficientes de inibicdo de 50% dos parasitas (ICsp) sem toxicidade significativa para
as células utilizadas nos ensaios. Os autores sugerem, com bases nos dados
obtidos, que a enzima protease esta presente em T. gondii e participa do seu
processo de replicacao.

A avaliacao feita por Lescano et al. (2004) demonstra bons resultados da
associacdo de azitromicina e pirimetamina no tratamento de camundongos
infectados por T. gondii.

Outras associacdes de drogas ja foram testadas, porém, nem todas foram
efetivas no combate a T. gondii, como relatado por Romand et al. (1993). O autor
observou que a atovaquona nao apresenta maior atividade sobre o parasita quando
administrada juntamente com sulfadiazina, minociclina, claritomicina ou pirimetamina
a camundongos experimentalmente infectados. Esta ultima mostrou, na verdade, um
efeito antagonista significante sobre a acdo da atovaquona.

Uma alternativa que tem sido bastante explorada por diversas pesquisas
(XUE et al., 2008; CUI et al., 2008; ZHANG et al., 2007; ZHOU et al., 2007; LIU et
al., 2006; MEVELEC et al., 2005) € o desenvolvimento de vacinas que utilizam
antigenos recombinantes do parasita, como a SAGl e SAG2 (antigenos de

superficie), ROP2 (antigeno de roéptria), GRA2 (antigeno de granulos densos), ou
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vacinas de DNA, que contém as sequéncias codificantes de tais antigenos. Em
associagdo administram-se adjuvantes, tal como a IL-12 e o IFN-y, importantes na
resposta imune contra T. gondii. Os resultados sdo favoraveis, principalmente
guando mais de um antigeno ou DNA codificante sao inoculados, juntamente com
um adjuvante, na mesma vacina, prolongando a sobrevida e os niveis de anticorpos
produzidos pelos animais durante o experimento.

A atividade bioldgica de substancias naturais originarias de espécies vegetais
e seus derivados sobre agentes parasitarios também tem sido alvo de diversas
pesquisas. Mas muito pouco tem se pesquisado em relacdo as substancias de
origem natural sobre o agente da toxoplasmose.

A falta de historico etnofarmacoldgico sobre a utilizacdo popular de plantas
contra esse agente etiolégico causa pouco interesse nos grupos de pesquisa na
procura de potenciais vegetais que possuam esse tipo de atividade.

Exemplo claro disso € que dos poucos trabalhos publicados referentes ao
tema, a maioria esta relacionada com a aplicacdo de produtos vegetais com
atividade ja confirmada sobre espécies pertencentes ao género Plasmodium,
protozodrios também pertencentes ao Filo Apicomplexa, tal qual T. gondii.

Nesse sentido, apenas dois trabalhos se destacam em termos de avaliacao
anti-toxoplasma, em sistema in vitro.

Benoit-Vical et al. (2000) demonstraram o efeito in vitro de extratos em
solventes organicos de Vernonia colorata sobre T. gondii, sendo essa espécie
vegetal originaria da regido oeste da Africa e utilizada pela medicina popular contra a
infeccdo por Plasmodium falciparum. Para os extratos em diclorometano, acetona e
etanol os ICs, foram, respectivamente, de 1,7; 2,6 e 2,9 mg/mL.

Mais recentemente, Vilela & Melo (2006) verificaram a atividade biolégica de
extratos das folhas de Azadirachta indica e Melia azedarach, observando que
somente em elevadas concentragcbes € possivel a observacdo de atividade
significativa sobre o parasita (5.000 ug/mL), mesmo assim sem determinar atividade
citotoxica.

Em virtude da inexisténcia de estudos referentes a atividade biologica de
novas substancias sobre T. gondii, e aproveitando a experiéncia existente em nosso
grupo de pesquisa em avaliacdo desse tipo sobre outros agentes parasitarios
humanos, é nossa meta estabelecermos um protocolo de avaliacdo sobre esse

protozoario, assim como padronizarmos uma metodologia por espectroscopia que
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possibilite uma rapida avaliacdo ou triagem de substancias potencialmente ativas
contra o parasito.

Para tanto estamos propondo definirmos uma estratégia de cultivo,
caracterizacdo do efeito bioldgico in vitro sobre o parasito, além de estarmos
também definindo estratégias de avaliacdo da atividade de substancias em sistemas
in vivo, observando o desenvolvimento do parasita em modelo experimental
altamente suscetivel a infeccgéo.

Como amostras de avaliagdo do presente trabalho, estaremos trabalhando
com os triterpenos acidos ursolico e oleandico.

Sao varias as aclfes benéficas ja relatadas destas substancias, tais como
acdo hepatoprotetora, antitumoral, beneficios para o sistema cardiovascular (LIU,
2005; LIU, 1995), acdo antiinflamatoria, anti-hiperlipidémica (LIU, 1995), e atividade
anti-oxidante (YIN & CHAN, 2007), entre outras existentes na literatura.

Essas amostras ja demonstraram, recentemente, atividade antiparasitaria em
diferentes espécies de protozoarios, como contra Plasmodium falciparum (STEELE
et al., 1999), Trypanosoma sp. (CUNHA et al., 2003; TAKETA et al., 2004) e
espécies de Leishmania (TORRES-SANTOS et al.,, 2004), o que pode ser
considerado como fator precedente a suas escolhas como objeto de estudo de
padronizacdo metodoldgica, mesmo tendo a utilizagdo em paralelo de substancias
utilizadas na terapéutica de casos agudos de toxoplasmose.




2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

Sao objetivos deste trabalho:

1. Padronizar a metodologia colorimétrica pelo MTT (3, (-4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolium brometo) sobre as formas taquizoitas do parasito em
ensaios biolégicos in vitro;

2. Avaliar as atividades biologicas in vitro, sobre as formas intracelulares do
parasito, de diferentes extratos de espécies do género Miconia e dos
triterpenos acidos ursélico e oleandico;

3. Avaliar em sistema in vivo as atividades dos acidos ursdlico e oleandico.




3. MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cepa do parasito

s

No presente estudo € utilizada uma cepa isolada de caso humano de
toxoplasmose aguda (RH) e que vem sendo mantida em nosso laboratério por meio
de repiques semanais em camundongos Swiss.

3.2. Amostras para avaliacdo biolégica

Estdo sendo utilizadas as seguintes substancias: acido oleandico (a), e acido

ursolico (b), cujas estruturas seguem abaixo:

HO

o . Acido ursdlico
Acido oleandico

Figura 1. Estruturas quimicas dos acidos ursdlico e oleandico.

3.3. Ensaios biolégicos in vitro

3.3.1. Avaliacéo da citotoxicidade dos acidos ursolico e oleandico sobre células Vero

Células da linhagem Vero, obtidas de cultivo em RPMI 1640 incolor
suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado foram centrifugadas e
ressuspendidas no mesmo meio de cultura, a seguir fez-se a contagem em camara

de Neubauer para ajustar o valor da suspensdo para 5 x 10° células/mL. Em
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microplaca de 96 pocos (100 uL/poco), as células foram incubadas com as
substancias nas concentragdes de 0,5; 2,0; 8,0; 32,0 e 128,0 uM por 24 horas em
estufa de 5% de CO, a 37°C. Apés este periodo adicionou-se 10 uL por poco de
MTT dissolvido (5 mg/mL) em PBS, sendo entédo incubado por 4 horas. A seguir 90
uL de isopropanol acido foi adicionado por poco, e a placa mantida a temperatura
ambiente por 1 hora, até que os cristais formados fossem dissolvidos e a leitura
realizada em espectrofotdmetro (Sunrise Tecan) a 570 nm, com valores processados
pelo programa Magellan 3. Como controle positivo utilizamos Triton X-100 a 20%, e
como controle negativo solucéo fisiolégica com 1,0% de dimetilsulféxido (DMSO). O

calculo foi feito da seguinte maneira:

Y= 100-([Y/(CN-CP)] x 100), onde:

Y= absorvancia do poco tratado;
CN = absorvancia dos poc¢os controle negativo (com DMSO);

CP = absorvancia dos pocos controle positivo (com Triton X-100).

Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.3.2. Preparacéao dos parasitos

Inicialmente, células da linhagem Vero foram infectadas na proporcao de
10:1, ou seja 10 formas taquizoitas de T. gondii para 1 célula Vero. As formas
taquizoitas foram obtidas da lavagem peritoneal de camundongos previamente
infectados. ApoOs um periodo de 72 horas, era esperado obter grandes quantidades
de formas taquizoitas do sobrenadante dessas culturas, em consequéncia da lise
das células repletas de parasitas. Porém, a quantidade de formas taquizoitas
presentes no meio de cultura foi insuficiente para ser utilizado no ensaio in vitro.
Assim, optou-se por utilizar o parasita obtido diretamente do lavado peritoneal, apos
centrifugagdo (1000 rpm, 5 min, a 27°C) e separagdo do sobrenadante do
sedimento, sendo que as formas taquizoitas estavam presentes em abundancia no

sobrenadante, o qual foi submetido a contagem em hemocitémetro de Neubauer,
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para ajustar as quantidades de parasitas utilizadas nos procedimentos

experimentais.

3.3.3. Avaliagéo do acido ursdlico e oleandico sobre formas taquizoitas livres in vitro

por contagem manual

Os ensaios seriam realizados utilizando-se as formas taquizoitas (entre 1 e
5x10%/mL), obtidas do lavado peritoneal de camundongos infectados. Para os
ensaios foram utilizadas as concentragfes finais das substancias de 0,5; 2,0; 8,0;
32,0 e 128,0 uM, diluidas em solucdo de 1% de Dimetil-sulfoxido (DMSO) em
solucao fisioldgica. Os parasitos foram avaliados apés um periodo de 24 horas de
incubagcdo do material, em estufa a temperatura de 37°C, por contagem pelo método
de Brener (1962). Foram contados os parasitas em 50 campos microscépicos, no
aumento de 40 vezes, e 0 numero obtido foi multiplicado pelo fator 20.214,
determinado para o microscépio; temos assim o numero de parasitas por mL. A
quantificacdo da porcentagem de lise foi feita de acordo com a férmula abaixo
descrita:

% lise = [(EB-E)/(EB)] x 100 , onde:

EB = n°. de parasitos encontrados nos poc¢os de controle negativo (meio de cultura
contendo parasitas e DMSO);

E = n°. de parasitos encontrados nos poc¢os tratados.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.3.4. Avaliacdo da concentracdo de MTT e do numero de formas taquizoitas

empregadas no ensaio colorimétrico

Foram testadas, antes do ensaio com as substancias a serem avaliadas, as
concentracbes de 1,0; 2,5 e 5,0 mg/mL de MTT, dissolvido em PBS. As formas
taquizoitas utilizadas nesta avaliacdo foram obtidas do lavado peritoneal com meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado, o qual foi
centrifugado (1000 rpm, 5 minutos, 27°C) e, em seguida, o sobrenadante contendo
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parasitas foi separado do sedimento. Além da variacdo da concentracdo de MTT,
também foi variada a quantidade de formas taquizoitas em suspensdo: 5x10% 5x10°
e 5x10° taquizoitas/mL, sendo que estas suspensées tiveram suas quantidades de
formas ajustadas por contagem em céamara de Neubauer. As suspensfes foram
distribuidas em placas de 96 pocos (100 uL/poco). Adicionou-se 10 uL de MTT e
apos 4 horas de incubacdo a 37°C foram adicionados 90 uL de isopropanol acido
para que os cristais resultantes da reacao fossem dissolvidos. Apés 1 hora fez-se a
leitura em 570 nm em leitor Sunrise Tecan, com valores processados pelo programa

Magellan 3. Os ensaios foram realizados em triplicata.
3.3.5. Ensaios sobre formas taquizoitas por avaliacdo colorimétrica
3.3.5.1. Ensaio colorimétrico do MTT

Inicialmente, a proposta para validacdo do ensaio colorimétrico foi baseada na
metodologia descrita por Muelas-Serrano et al. (2000). As formas taquizoitas de T.
gondii (entre 1 e 5x10%mL), obtidas do lavado peritoneal de camundongos
infectados, com RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado, ,
foram incubadas em placas de 96 poc¢os (100 uL/poc¢o), a 37° C, por um periodo de
24 horas, utilizando-se como base de diluicdo das amostras a serem avaliadas as
mesmas concentracdes descritas para o ensaio do item 3.3.3.

Apos o periodo de incubacéo, foi realizada a verificacao da atividade bioldgica
utiizando a técnica colorimétrica pelo - 3, (-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolium brometo (MTT- ACROS Organics), a qual se baseia na interagdo do sal
tetrazolium com mitocondrias ativas, produzindo o composto formazan. De acordo
com a técnica foram adicionados 10 pL de solucdo de MTT na concentracdo de 5
mg/mL, dissolvido em PBS, com incubacéo a 37°C, por 4 horas. Apos esse periodo,
foi adicionado 90 puL de isopropanol acido (100 uL de HCI 0,04N em isopropanol) e 1
hora depois realizada a leitura da microplaca em leitor Sunrise Tecan, em filtro de
570 nm, com valores processados pelo programa Magellan 3.

Os ensaios foram realizados em triplicata e expressos em porcentagem de

atividade (%AE) de acordo com a seguinte formula:
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%AE = {1- [(AE-CP)/(CN-CP)]} x 100 , onde:

AE = absorvancia dos pocos tratados;

CP = absorvancia dos pog¢os contendo controle positivo (apenas meio de cultura);
CN = absorvancia dos poc¢os contendo controle negativo (meio de cultura contendo
parasitas e DMSO);

Este mesmo ensaio foi repetido, modificando apenas a composi¢do do meio
RPMI utilizado no inicio, cuja composi¢cao era: suplementacdo com 10% de soro
bovino fetal inativado, penicilina (5,0 mL/L) e HEPES (2,8 g/L) . As modificacdes, em
cada ensaio, feitas neste meio, foram: retirada da penicilina e retirada do HEPES.

Outras duas modificacdes do meio RPMI, baseadas no estudo de Raisanen
(1978), também foram testadas neste ensaio: suplementacdo do meio contendo

penicilina e HEPES com 30% e 50% de soro bovino fetal inativado.

3.3.5.2. Ensaio colorimétrico do Alamar Blue®

A metodologia aqui empregada utilizou a resazurina (Alamar Blue®), também
utilizada por Bénéré et al. (2007), Roldn et al. (2006), Pettit et al. (2005) e O'Brien et
al. (2000). A resazurina, de cor azul e ndo fluorescente, é reduzida a resofurin, de
cor rosa e fluorescente, e ndo precipita apés ser reduzida; porém o mecanismo pelo
qual este processo ocorre ainda ndo estd bem esclarecido, o qual pode ocorrer por
reacbes enzimaticas ou quimicas em células viaveis. O Alamar Blue® é empregado
em ensaios de citotoxicidade, proliferacdo e viabilidade celular, determinacédo da
funcdo mitocondrial (ROLON et al. 2006; O’'BRIEN et al. 2000). Inicialmente, as
formas taquizoitas de T. gondii (entre 1 e 5x10°/mL), obtidas do lavado peritoneal
foram incubadas em placas de 96 pogos (200 uL/pogo), a 37° C, por um periodo de
24 horas, com o acido ursélico e o acido oleandico, nas concentragdes 0,5; 2,0; 8,0;
32,0 e 128,0 uM. A seguir, foram adicionados 20 pL de Alamar Blue®, dissolvido em
PBS, na concentragdo de 1,5 mM. Apés 5 horas de incubacdo a 37°C, fez-se a
leitura em leitor Sunrise Tecan, em filtro de 570 nm, com valores processados pelo
programa Magellan 3. Os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando-se

inicialmente o mesmo procedimento de padronizacdo determinado para o MTT.
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3.4. Verificacdo da viabilidade dos taquizoitas livres pelo Azul de Tripan

Em todos os meios RPMI modificados utilizados nos ensaios do MTT
verificou-se a viabilidade dos taquizoitas livres misturando-se partes iguais da
suspensao de parasitas e de Azul de Tripan a 0,4%. Fez-se entdo a contagem nos
quatro quadrantes laterais da camara de Neubauer, diferenciando-se as formas
viaveis, que permaneciam translicidas, das formas mortas, que se coravam de azul.

Para o célculo da viabilidade utilizou-se a seguinte formula:

% células viaveis = numero de células vivas nos 4 guadrantes x 100
total de células contadas nos 4 quadrantes

3.5. Avaliagcdo da quantidade de formas taquizoitas e do tempo de incubacao
empregados no ensaio do kit CyQUANT NF® (Invitrogen)

Este ensaio é baseado na medida do conteido do DNA celular, por meio da
ligacdo de um reagente fluorescente, ndo revelado pelo fabricante, ao DNA. A
quantidade de DNA presente na célula é altamente regulada, sendo proporcional e
muito proxima ao numero de ceélulas que estejam presentes no ensaio. Nao ha
dependéncia de atividades fisiologicas celulares, as quais podem variar
independentemente do numero de células. A entrada do reagente fluorescente na
célula ocorre devido a acdo de um reagente de permeabilizacdo da membrana
plasmatica durante a realizacéo do ensaio.

Com a finalidade de evitar a interferéncia de proteinas presentes do meio de
cultura RPMI 1640 suplementado com 50% de soro bovino fetal inativado na leitura
da fluorescéncia, como relatado pelo fabricante, mantiveram-se as formas

taquizoitas viaveis na solucdo de Tyrode, com a seguinte composicao:

Tabela 1. Composicao da solucdo de Tyrode
Componente Concentracao (g/L)

NacCl 8,0
KCI 0,2
MgCl,.6H,0 0,26
CaCl,.2H,0 0,20
NaH;PO,4.H,0 0,065
NaHCO; 1,0

Glicose 1,0
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Antes do ensaio com as substancias, realizamos avaliacdo semelhante a
aquela feita para o MTT no item 3.3.4., a fim de verificar qual a quantidade de
formas taquizoitas mais adequada a ser utilizada nos ensaios. Os reagentes do kit
foram preparados de acordo com as instru¢des do fabricante, portanto, modificamos
apenas 0 numero de formas taquizoitas presentes, sendo que 0 reagente
fluorescente permaneceu na mesma concentracdo determinada pelo fabricante. A
variacdo de formas taquizoitas foi de 250 a 2,5x10* formas/poco, sendo que estas
suspensdes tiveram suas quantidades de formas ajustadas por contagem em
camara de Neubauer.

As suspensodes foram distribuidas em placas de 96 pogos (100 pL/pogo). Para
ocorrer a sedimentacdo dos parasitas nos pocos da placa, esta foi centrifugada a
300 g por 7 minutos, e 0 sobrenadante retirado e substituido por 50 uL do reagente
de permeabilizacdo da membrana plasméatica (tampao HBSS, Hank’s Buffered Salt
Solution). A seguir adicionou-se 50 mL da solucdo do reagente fluorescente. Apds
30 minutos de incubagdo a 37°C fez-se a leitura em leitor de fluorescéncia nos
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 485 nm e 530 nm,
respectivamente. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Avaliou-se também qual o tempo de incubagdo adequado apds a adicdo do
reagente fluorescente, seguindo o mesmo procedimento acima descrito, variando

apenas o tempo de incubacao de 30 a 60 minutos.

3.6. Ensaio in vitro sobre as formas intracelulares de Toxoplasma gondii
3.6.1. Tratamento pés infeccdo de células Vero por 24 e 48 horas

Os ensaios foram realizados seguindo metodologia semelhante a de Bastos
et al. (2008). Em microplacas de 24 poc¢os contendo laminulas arredondadas,
células da linhagem Vero (1x10° células/poco), foram cultivadas com meio RPMI
1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado, por 24 horas, a 37°C
em ambiente a 5% de CO, e umidade de 95%. Formas taquizoitas obtidas do lavado
peritoneal de camundongos Swiss previamente infectados foram adicionadas na
proporcdo de 10:1 (parasitas : células) e incubadas por 24 horas. Apés este periodo,

0s pocos foram lavados com RPMI 1640 para a retirada dos taquizoitos restantes e
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as substancias em andlise foram adicionadas nas concentracdes de 0,5; 2,0; 8,0;
32,0 e 128,0 uM, exceto o acido ursolico, que demonstrou alta citotoxicidade em
128,0 uM, sendo entédo testado até a concentracdo de 32,0 uM. Apos o periodo de
24 e 48 horas de contato das células infectadas com as substéncias, o sobrenadante
foi retirado e as células contidas nas laminulas foram fixadas em metanol por 10
minutos e coradas em Giemsa tamponado, pH 7,2, por 25 minutos. O nimero de
células infectadas em um total de 100 células foi quantificada por observacdo ao
microscopio. A atividade anti-toxoplasma intracelular foi determinada pela
porcentagem de células infectadas em cada uma das concentracfes testadas,
verificando se houve diminuigcdo no numero de células infectadas. Foram aplicados
aos resultados os testes estatisticos One Way ANOVA e o de comparacao multipla
de Bonferroni.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.6.2. Pré-tratamento de formas taquizoitas por 1 hora e posterior infeccdo de

células Vero

Os ensaios foram realizados seguindo metodologia semelhante a de Bastos
et al. (2008). Em microplacas de 24 pocos contendo laminulas arredondadas,
células da linhagem Vero (1x10° células/poco), foram cultivadas com meio RPMI
1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado, por 24 horas, a 37°C
em ambiente a 5% de CO, e umidade de 95%. Formas taquizoitas obtidas do lavado
peritoneal de camundongos Swiss previamente infectados foram incubadas por 1
hora a 37°C com as substancias avaliadas nas concentracdes de 0,5; 2,0; 8,0; 32,0
e 128,0 uM, exceto o acido ursolico, o qual foi testado até a concentracdo de 32,0
uM, e em seguida adicionadas aos pog¢os contendo células, e novamente incubadas
por 24 horas a 37°C. ApoOs este periodo, o meio de cultura foi retirado dos pocos e
as células contidas nas laminulas foram fixadas em metanol por 10 minutos e
coradas em Giemsa tamponado, pH 7,2, por 25 minutos. O numero de células
infectadas em um total de 100 células foram quantificadas por observacdo ao
microscopio. A atividade anti-toxoplasma foi determinada pela porcentagem de

células infectadas em cada uma das concentracfes testadas, verificando se houve
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diminuicdo no numero de células infectadas. Foram aplicados aos resultados os
testes estatisticos One Way ANOVA e o de comparacao multipla de Bonferroni.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.7. Ensaio in vivo

Camundongos Balb/C machos, pesando aproximadamente 20 gramas, foram
infectados via intraperitoneal com 10° formas taquizoitas de T. gondii. Trés horas
apos o inéculo infectante, foram administradas as substéncias avaliadas, conforme a
seguinte divisao:

Grupo I: 6 animais infectados sem qualquer tratamento;

Grupo II: 6 animais infectados tratados via oral com a dose de 7 mg/kg/dia de
acido ursalico;

Grupo lll: 6 animais infectados tratados via oral com sulfadiazina e
pirimetamina, ambas na dose de 7mg/kg/dia.

O tratamento durou 4 dias, sendo que no quinto dia os animais foram
sacrificados, e obtidos o lavado peritoneal de cada um para quantificacdo do niamero
de formas taquizoitas.

Foram aplicados aos resultados os testes estatisticos One Way ANOVA e o
de comparacao multipla de Bonferroni.

3.8. Calculos
Para os diversos calculos matematicos dos resultados utilizamos o software

GraphPad Prism 4.0. A determinacdo do ICsy foi realizada através do meétodo

estatistico de curva dose-resposta sigmoidal.




4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacéo da citotoxicidade in vitro dos &cidos ursélico e oleandico sobre células

Vero

E interessante que as substancias que tenham sua atividade biologica
avaliada tanto sobre formas livres quanto formas intracelulares do parasita nao
sejam toxicas, pois desta maneira ndo causardo morte ou danos as células
hospedeiras. Podemos observar, através da Figura 2, que apenas em concentracao
elevada, de 128,0 uM do acido ursolico, observou-se alta porcentagem de lise
celular (média de 70,54%). Para o acido oleandico ndo foi observada qualquer

citotoxicidade significativa sobre a célula hospedeira.

80~
70
604 ac. ursolico

50 (IC50=202,4 UM)
40+

30+

20 ac. oleandico
104 (ICsg=néo calculado)

0 - i. — — ' ,

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0
Log da dose (uM)

% Lise celular

Figura 2. Porcentagem de lise celular em diferentes concentragdes dos
acidos ursdlico e oleandico.

Dessa forma, estas substancias podem ter suas atividades avaliadas
seguramente sobre formas intracelulares de Toxoplasma gondii, sem determinar
danos a célula hospedeira, considerando-se as concentracfes propostas para o

ensaio.
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4.2. Avaliacdo do acido ursolico e oleandico sobre formas taquizoitas livres in vitro

por contagem manual

A contagem manual, primeiro método utilizado para avaliar a agdo de
substancias sobre diversos parasitas, permitiu observar, através da porcentagem de
lise, que o acido ursolico é potencialmente ativo sobre T. gondii, sendo o valor de
seu ICxp igual a 8,52 uM. O acido oleandico ndo mostra a mesma atividade, pois a
lise é significativa apenas em 128,0 uM. Os valores de porcentagem de lise para

cada um dos acidos estdo apresentados na Tabela 2 e Figura 3.

Tabela 2. Porcentagens de lise das formas taquizoitas livres no ensaio in vitro, determinada
por contagem manual.

% Lise + SD X Concentragao (uM)

Substéancia [Cso (UM)
0,5 2,0 8,0 32,0 128,0
Acido 27,20 + 17,84 + 36,61 + 90,61 + 85,94 +
ursélico 9,95 3,29 3,36 0,00 0,00 852
Acido 7,97 + 41,98 + 19,95 + 17,92 + 80,00 +
oleanéico 5,67 8,54 11,27 14,14 0,00 >4.20

v Ac.ursdlico
100+ . ..
® Ac. oleandico

% Lise

-1 0 1 2 3
Concentracéo (log)

Figura 3. Porcentagens de lise das formas taquizoitas livres no ensaio in
vitro com os acidos ursdélico e oleandico, obtida na contagem manual.
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4.3. Avaliacdo da concentracdo de MTT e do numero de formas taquizoitas

empregadas no ensaio colorimétrico

Antes da realizacdo do ensaio com os &cidos ursoélico e oleandico, foram
testadas diferentes concentracdes do MTT e do parasita, a fim de verificar qual
seriam 0s valores nos quais se obteriam a maior absorvancia. A Figura 4 mostra a

relagéo entre as variaveis.
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Figura 4. Correlacdo entre os valores de absorvancia, nimero de
taquizoitas por mL e diferentes concentracées de MTT apds 4 horas
de incubacéo.

Observamos que a absorvancia foi maior ao utilizar o MTT na concentracao
de 5,0 mg/mL e a suspensdo de taquizoitas em 5 x 10° formas/mL, os quais foram

empregados no ensaio.
4.4. Ensaio sobre formas taquizoitas livres por avaliacdo colorimétrica
4.4.1. Ensaio colorimétrico do MTT
O ensaio colorimétrico foi realizado baseado na metodologia de Muelas-

Serrano et al. (2000). Porém, ao adicionar o isopropanol acido ap6s as 4 horas de
incubacdo dos parasitas com o MTT, foi observado o aparecimento de um
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precipitado, o qual causou forte turvacdo na maioria dos poc¢os. Provavelmente este
precipitado é constituido de proteinas do parasita, pois nos pocos onde havia
apenas meio de cultura ndo ocorreu tal fato. Portanto, a leitura em 570 nm ao final
do ensaio tornou-se inviavel.

Dias et al. (1999), empregando o MTT para avaliacdo da viabilidade de
Tetrahymena pyriformis, propde em sua metodologia a adicdo de DMSO com a
mesma finalidade do isopropanol, porém, sem que ocorresse qualquer precipitacao.
Desta maneira, em alternativa ao isopropanol, testamos o uso de DMSO como
descrito pelo referido autor (proporcao 1:1, ou seja, adicionou-se volume de DMSO
igual ao existente no poco, considerando o inéculo com a droga e o volume de
MTT), a fim de verificar a possibilidade de ndo formacao de precipitado durante o
ensaio com T. gondii.

Porém, ao comparar a porcentagem de lise obtida neste ensaio e da
contagem manual (Figuras 5 e 6), notamos que ambas ndo correspondem, 0 que
seria necessario para permitir a substituicdo da contagem manual pelo ensaio

colorimétrico.

100- ..
m  Colorimétrico

e Manual

% Lise

Ot—t— o B

0 1 2 3
Concentracéo (log)

Figura 5. Porcentagens de lise das formas taquizoitas livres com o &cido
ursélico, na contagem manual e no ensaio colorimétrico utilizando DMSO em
substituicdo ao isopropanol acido.
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Figura 6. Porcentagens de lise das formas taquizoitas livres com o &cido
oleandico, na contagem manual e no ensaio colorimétrico utilizando DMSO
em substituicdo ao isopropanol acido.

O estudo de Liu et al. (1997) demonstra que a reducao do MTT a formazan
ndo se restringe a mitocondria. Na verdade, este processo ocorre com maior
frequéncia em diversas outras fragdes celulares, especialmente em vesiculas que
foram identificadas como sendo endossomos/lisossomos. Evidéncias indicam que as
enzimas (denominadas MTT redutases) envolvidas na reducdo do MTT contém os

grupos tiol e flavina.
4.4.2. Ensaio colorimétrico do Alamar Blue®

Além do MTT, outro método colorimétrico comumente encontrado na literatura
para determinar viabilidade celular e de parasitas, entre outras aplicacdes ja citadas
(BENERE et al., 2007; ROLON et al., 2006; PETTIT et al., 2005; O'BRIEN et al.,
2000) é o que utiliza a resazurin (Alamar Blue®). Devido aos resultados até o
momento obtidos nos ensaios realizados com o MTT, tentamos empregar uma
metodologia utilizando o Alamar Blue® para T. gondii. Entretranto, como ocorreu com
o MTT, também observamos, através das Figuras 7 e 8, que ndo houve
correspondéncia entre os valores de porcentagem de lise neste ensaio e da

contagem manual.
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Figura 7. Porcentagens de lise do acido ursélico, na contagem
manual e no ensaio colorimétrico com Alamar Blue®.
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Figura 8. Porcentagens de lise do acido oleandico, na contagem
manual e no ensaio colorimétrico com Alamar Blue®.

Considerando os resultados acima apresentados, 0s quais demonstram que
T. gondii ndo metabolizou 0 MTT e o Alamar Blue®, e que possibilitamos, através do

meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado, as condicdes

para manter a viabilidade do parasita durante o periodo de incubacdo com as drogas

testadas, com a finalidade de que sua morte resultasse apenas da ac¢do dos acidos

ursélico e oleandico, seria possivel que algum componente do meio de cultura

estivesse inibindo o metabolismo do parasita, impedindo a realizagdo dos ensaios

colorimétricos.
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Assim, modificacdes no meio RPMI 1640 utilizado na metodologia foram
realizadas, a fim de verificar se tais interferéncias poderiam ser eliminadas. As
modificagdes testadas foram: meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
bovino fetal inativado, HEPES, sem antibi6tico; meio RPMI 1640 suplementado com
10% de soro bovino fetal inativado, com antibiotico, sem HEPES. Porém, nas duas
tentativas o parasita continuou a ndo metabolizar o MTT, ou seja, ndo houve
formacgao de cristais de formazan nem mesmo nos pog¢os controle, que indicariam
que o método estaria funcionando corretamente.

Eliminada a possibilidade da inibicdo do parasita por algum componente do
meio de cultura, optou-se por verificar sua viabilidade no RMPI inicialmente utilizado
e na suas modificacdes. Era esperado que T. gondii permanecesse vivo no meio de
cultura liquido, ja que ele é encontrado viavel nos fluidos corporais. Para isto
empregou-se a coloracdo pelo Azul de Tripan, e foi observado que em qualquer dos
meios testados o parasita ndo se manteve viavel por mais de 24 horas, 0 que é
desejavel para podermos afirmar que, se houver morte do parasita, que esta seja
devido a acao da substancia em teste, e ndo devido a falta de condi¢cdes do meio de
cultura para manté-lo viavel. Sendo assim, realmente n&o seria possivel ocorrer a
metabolizacdo do MTT, explicando a auséncia dos cristais de formazan. Além do
ensaio colorimétrico, a contagem manual realizada (item 4.2., Tabela 2) também néao
é valida, pois nesta mesmo as formas visiveis ao microscopio encontravam-se
inviaveis, ja que o meio utilizado foi o RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
bovino fetal inativado, que ndo mantém a viabilidade do parasita.

Réaisanen (1978) avalia a viabilidade de formas taquizoitas livres de T. gondii
em diferentes substratos, tal como soro de coelho em diferentes concentragoes,
colostro e solucdo fisiolégica. Baseado em seus estudos realizamos nova
modificacdo no meio RPMI 1640, sendo este suplementado com 30% de soro bovino
fetal inativado, com HEPES e antibi6tico, e com 50% de soro bovino fetal inativado,
com HEPES e antibidtico, a fim de manter a viabilidade do parasita durante o ensaio
com MTT. Antes, verificou-se novamente a viabilidade do parasita. Apds 24 horas
90,47% encontravam-se viaveis no meio com 50% de soro e 78,40% viaveis no meio
com 30% de soro. No ensaio do MTT utilizou-se entdo o meio suplementado com
50% de soro, porém neste também ndo houve metabolizacdo do MTT, apesar da

viabilidade do parasita estar garantida.
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Duas possiveis explicacdes para este fato sdo: a membrana plasmatica do
parasita ndo permite a passagem do MTT para o seu interior; 0 parasita hdo possui
a enzima envolvida no processo de metabolizagcdo do MTT a formazan, entretanto,
nenhum trabalho relacionado foi encontrado para confirmar estas possibilidades.

A turvacédo ocorrida no ensaio colorimétrico do MTT, ja anteriormente descrita,
de acordo com Denizot et al. (1986), deve-se a adicdo do isopropanol com a
finalidade de dissolver os cristais de formazan, porém, este causa a precipitacdo das
proteinas presentes no soro bovino fetal. Para eliminar esta interferéncia o ideal
seria nao utilizar este complemento no meio RPMI, entretanto, observamos sua
grande importancia para a manutencdo da viabilidade de T. gondii durante a

realizacdo de ensaios com formas taquizoitas livres.

4.5. Avaliacdo da quantidade de formas taquizoitas e do tempo de incubacéo

empregados no ensaio do kit CyQUANT® NF (Invitrogen)

Observando a Figura 9, nota-se que h& aumento direto e proporcional ao
namero de taquizoitas, ja que a quantidade de DNA a ser marcada pelo reagente
fluorescente também aumenta. Para o ensaio estabelecemos a utilizacdo de 1,5x10*
formas taquizoitas por po¢o, mostrando esta uma detec¢éo da fluorescéncia emitida

adequada para o leitor da microplaca de 96 pocos.

Fluorescéncia

] ] ] J
0 5000 10000 15000 20000
Numero de taquizoitas

Figura 9. Curva de regresséo linear da avaliacdo da determinacéao
guantitativa de formas taquizoitas de Toxoplasma gondii empregadas
no ensaio utilizando-se o Kit CyQUANT® NF (Invitrogen) (r* = 0,9565).




Resultados e Discussao 29

A variacdo da fluorescéncia mostra-se minima nos diferentes tempos de
incubacdo, como demonstrado na Figura 10. Apenas ligeiro aumento desta ocorre
de 30 para 40 minutos de incubacdo apds a adicdo do reagente fluorescente ao
ensaio, mantendo-se inalterada até os 60 minutos de incubacdo. Portanto,

determinou-se 40 minutos como o tempo de incubacao ideal empregado.

2500+
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Figura 10. Avaliacdo do tempo de incubacdo ideal empregado no
ensaio utilizando-se o kit CyQUANT® NF (Invitrogen).

Estabelecidos o nimero de formas e o tempo de incubacao, prosseguiu-se
com o ensaio utilizando os acidos ursolico e oleandico. Porém, a partir deste
momento passamos a notar em parte das repeticdes do ensaio a ocorréncia de lise
das formas taquizoitas, mesmo nos pog¢os controle, onde havia somente o solvente
das substancias (DMSO) em baixa concentracdo e n&o deveria, portanto, ser
observado tal fato. Assim, pode-se afirmar que tanto este ensaio, como a contagem
manual ndo sdo reprodutiveis, devido a dificuldade em manter a integridade do
parasita em meio liquido, o qual se mostra sensivel a adicdo que qualquer outro
componente que ndo aqueles necessarios para manter sua viabilidade em ambiente

extracelular.
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4.6. Ensaio in vitro sobre formas intracelulares de Toxoplasma gondii
4.6.1. Tratamento pés infeccdo de células Vero
4.6.1.1.Tratamento por 24 horas

Inicialmente foi proposto avaliar as concentracdes de 0,5 a 128,0 uM do acido
ursélico, entretanto, como esta Ultima apresentou elevada citotoxicidade, a atividade
sobre as formas intracelulares foi verificada até a concentracdo maxima de 32,0 uM.

Como podemos notar na Figura 11, o acido ursélico apresentou as maiores
reducdes na porcentagem de células infectadas, estatisticamente significativa
qgquando comparada as concentracdes correspondentes das demais substancias
avaliadas, com valores de p<0,05 e p<0,001. A combinacédo sulfadiazina +
pirimetamina mostrou-se mais efetiva apenas na concentragdo de 128,0 uM, porém

sem reducao significativa se comparada ao acido oleandico.

125-
2 I Controle
@ 100 " B Ac. ursélico
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Figura 11. Relacdo entre a porcentagem de células infectadas no controle
negativo (sem substancias) e em cada uma das concentragfes do acido
ursdlico, acido oleandico e da combinacao sulfadiazina+pirimetamina, apos
tratamento por 24 horas.

Todas as substancias apresentaram diminuicdo estatisticamente significativa
guando comparada ao controle infectado, sem qualquer tratamento, sendo que para
0 acido ursdlico isto ocorre a partir da concentragdo de 2,0 uM, para o acido
oleanoico a partir de 8,0 uM e para a combinagédo sulfadiazina + pirimetamina a

partir de 32,0 uM, com valores de p demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 3. Teste de comparagdo multipla de Bonferroni. Tratamento pés infeccao de células
Vero por 24 horas. Diferenca estatisticamente significativa quando p<0,05.

Comparacéao Valor de p
2,0 uM; 8,0 uM e 32 uM A&cido ursdlico p <0,001
8,0 uM &cido oleanoico p<0,01
Controle vs 32,0 uM e 128,0 uM &cido oleanoico p<0,001
32,0 uM sulfadiazina+pirimetamina p<0,05
128,0 uM sulfadiazina+pirimetamina p<0,001

Observando o valor de ICsp (Tabela 4), calculado através do grafico (Figura
12) podemos afirmar que o &acido ursdlico € a substancia que se mostra

potencialmente ativa sobre formas intracelulares de T. gondii.

Tabela 4. Valores de ICsy das substancias avaliadas in vitro.

Substancia ICs0 (UM)
Acido ursoélico 4,87
Acido oleandico 351,40
Sulfadiazina + Pirimetamina 80,50

Podemos notar na Figura 12 a atividade do acido ursélico sobre formas
intracelulares de T. gondii, indicando o aumento da porcentagem de células néo
infectadas, acompanhando o aumento da concentragéo desta substancia, ocorrendo

0 mesmo para as demais substancias.
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Figura 12. Curva de atividade do &cido ursélico, acido oleandico e da
combinacéo sulfadiazina + pirimetamina sobre formas intracelulares de T. gondii.
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4.6.1.2.Tratamento por 48 horas

O tempo maior de contato com as substancias avaliadas n&o resultou em
diminuicdo mais acentuada na porcentagem de células infectadas do que a ocorrida
no tratamento de 24 horas. Notamos nas concentragdes de 32,0 uM e 128,0 uM da
combinacdo sulfadiazina + pirimetamina que o numero de células infectadas
extrapolou o nimero destas no controle infectado (Figura 13). E possivel que os
parasitas ndo eliminados pela substancia tenham se multiplicado no meio
intracelular, o que explicaria 0 aumento da quantidade de células infectadas.
Portanto, ao comparar os resultados obtidos nos tratamentos de 24 e 48 horas, nao

encontramos diferencas significativas.
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Figura 13. Relacdo entre a porcentagem de células infectadas no controle
negativo (sem substancias) e em cada uma das concentragbes do &cido
ursolico, acido oleandico e da combinacéo sulfadiazina + pirimetamina, apos
tratamento por 48 horas.

Assim como no ensaio de 24 horas (item 4.6.1.1), o acido ursodlico apresentou
as maiores reducdes estatisticamente significativas na porcentagem de células
infectadas, quando comparado ao controle infectado (Tabela 5). A combinacgao
sulfadiazina + pirimetamina ndo mostrou diminuicdo significativa em nenhuma das

concentracdes testadas.
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Tabela 5. Teste de comparagdo multipla de Bonferroni. Tratamento pés infeccao de células
Vero por 48 horas. Diferenca estatisticamente significativa quando p<0,05.

Comparacdao Valor de p

2,0 uM; 8,0 uM e 32 uM A&cido ursdlico p <0,001
Controle vs 8,0 uM &cido oleanoico p<0,01
32,0 uM e 128,0 uM &cido oleandico p<0,001

4.6.2. Pré-tratamento de formas taquizoitas por 1 hora e posterior infeccdo de

células Vero

O objetivo deste ensaio foi avaliar a acdo das substancias sobre formas
taquizoitas e a posterior capacidade destas de infectar células.

A substancia que mostra maior atividade sobre o parasita ainda é o acido
ursolico, com diminuicdo mais acentuada na porcentagem de células infectadas que

as demais substancias (Figura 14) e estatisticamente significativa, demonstrada na

Tabela 6.
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Figura 14. Relacdo entre a porcentagem de células infectadas no controle
negativo (sem substancias) e em cada uma das concentracbes do acido
ursolico, &cido oleandico e da combinacdo sulfadiazina + pirimetamina, apos
pré-tratamento de formas taquizoitas e posterior infec¢éo de células Vero.
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Tabela 6. Teste de comparacdo mdultipla de Bonferroni. Pré-tratamento de formas
taquizoitas e posterior infeccdo de células Vero. Diferenca estatisticamente significativa

quando p<0,05.

Comparacéo Valor de p
2,0 uM; 8,0 uM e 32 uM acido ursalico p <0,001
Controle vs 8,0 uM; 32,0 uM e 128,0 uM &cido oleanoico p<0,001
2,0 uM; 8,0 uM; 32,0 uM e 128,0 uM sulfadiazina+pirimetamina p<0,001

Vemos também na Figura 14 que o acido oleandico e a combinacéo sulfadiazina

+ pirimetamina, apesar de ndo apresentar redugcdo acentuada como o acido ursolico,

esta é significativa quando comparada ao controle infectado (Tabela 6). Comparando os

resultados do tratamento pés infeccao celular por 24 horas e do pré-tratamento das

formas taquizoitas (Figura 15) houve diferencas significativas, mostrando principalmente

maior acéo do pré-tratamento sobre o parasita, indicadas na Tabela 7.

Tabela 7. Teste de comparagédo mdultipla de Bonferroni. Relagdo entre o ensaio in vitro de
tratamento pds infeccao celular por 24 horas e o de pré-tratamento das formas taquizoitas.

Diferenca estatisticamente significativa quando p<0,05.

Comparacéao Valor de p
0,5 mM acido oleandico — p6s infec¢ao
VS p <0,001*
0,5 mM &cido oleandico — pré-tratamento
0,5 mM sulfadiazina+pirimetamina — pos infeccéo
VS p<0,001**
0,5 mM sulfadiazina+pirimetamina — pré-tratamento
2,0 mM sulfadiazina+pirimetamina — pés infeccéo
VS p<0,001**
2,0 mM sulfadiazina+pirimetamina — pré-tratamento
32,0 mM sulfadiazina+pirimetamina — pds infec¢éo
VS p<0,001**
32,0 mM sulfadiazina+pirimetamina — pré-tratamento
128,0 mM &cido oleandico — pos infecgéo 0<0,001*

Vs
128,0 mM &cido oleandico — pré-tratamento

* Tratamento pds infeccdo celular apresenta maior reducao de células infectadas
** Pré-tratamento de formas taquizoitas apresenta maior reducao de células infectadas
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Figura 15. Relacdo entre a porcentagem de células infectadas no tratamento
pos infeccdo celular por 24 horas e do pré-tratamento das formas taquizoitas
de T. gondii.

A busca de metodologias para avaliacdo da bioatividade de substancias
sobre T. gondii disponiveis na literatura permite notarmos a limitacdo de protocolos
para esta finalidade, principalmente devido a dificuldade em manter a viabilidade do
parasita, o qual ndo suporta permanecer por longos periodos de tempo em
ambiente extracelular. Assim, a contagem manual em células infectadas, utilizada
neste trabalho e em outros estudos publicados, como de Bastos et al. (2008) e
Dantas-Leite et al. (2004), é ainda a mais empregada. Outra metodologia disponivel
para este fim, a incorporacdo de timidina *H, presente no estudo de Mui et al.
(2008), € uma alternativa possivel, porém ndo comumente utilizada, pois esta base
nitrogenada € radioativa, 0 que exige adequacdo especial para realizacdo do
ensaio. Alguns estudos determinam a atividades de substancias diversas através de
procedimentos onde o parasita permanece em contato com a substancia a ser
avaliada em uma suspensdo liquida, por curtos intervalos de tempo, como por
exemplo, de apenas 6 horas, descrito por Wei et al. (2008), garantindo que a morte
do parasita tenha ocorrido apenas por acdo da substancia. Entretanto, seria
interessante que este tempo de contato fosse maior, como proposto no presente
estudo. Concluimos, todavia, que isto ndo € possivel, em vista dos resultados

obtidos.
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4.7. Ensaio in vivo

Os ensaios in vitro mostram a potencial atividade do &cido ursoélico sobre T.
gondii, sugerindo desta forma verificar sua atividade in vivo em camundongos
infectados. Porém, os resultados foram diferentes, pois a substancia ndo foi capaz
de diminuir o nimero de formas taquizoitas presentes no lavado peritoneal dos
animais tratados, sendo este nimero ainda maior que o presente nos animais do

grupo controle sem tratamento, o que observamos na Figura 16.

7.0x105+
] I Controle
6.0x10°1 B Ac.ursdlico
5.0x10°4 3 Sulfadiazina+Pirimetamina

4.0x10°4
3.0x10°-
2.0x10°-
1.0x10°-

Formas taquizoitas/mL

O

Figura 16. Numero de formas taquizoitas encontradas em cada grupo de animais da
avaliacdo in vivo da atividade do acido ursélico e da combinacdo sulfadiazina +
pirimetamina, comparados ao grupo controle (sem tratamento).

Este fato é confirmado também pela Tabela 8, onde vé-se que h& reducao
significativa no numero de formas taquizoitas do lavado peritoneal apenas quando
se compara a combinacao sulfadiazina + pirimetamina ao controle infectado e ao

acido ursdlico.

Tabela 8. Teste de comparacdo multipla de Bonferroni. Ensaio in vivo. Diferenca
estatisticamente significativa guando p<0,05.

Comparacéo Valor de p
Acido ursdlico p >0,05
Controle vs
Sulfadiazina + Pirimetamina p<0,05

Acido ursélico Sulfadiazina + Pirimetamina p<0,01
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Para os resultados obtidos, é possivel que duas situacdes estejam ocorrendo
no sentido de se explicar a ineficacia do acido ursdlico: no ensaio in vivo € possivel
que o acido ursdlico sofra inativacdo em sua molécula inicial, ou seja, sofra
metabolizacdo, e seus metabdlitos ndo possuam acdo sobre o parasita, 0 que
explicaria os resultados tao diversos dos ensaios in vitro.

A resposta imune ndo especifica (tipo Thl) tem como principais citocinas o
interferon gama (IFN-y), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e a interleucina 12
(IL-12), sendo de grande importancia na infeccdo por T. gondii, pois limita a
proliferacéo do parasita no organismo hospedeiro, promovendo também a resposta
imune especifica (Th2).

O IFN-y é produzido principalmente por células NK (natural killer) e linfocitos
T CD4" e CD8", e tem diversas acoes, entre elas ativacdo de macréfagos e células
NK contra o parasita, a0 mesmo tempo que promove a conversdo de formas
taquizoitas em bradizoitas, prevenindo a ruptura dos cistos teciduais por estas
formadas.

O TNF-a é produzido por macrofagos, linfocitos T e mastécitos basofilos.
Atua elevando a capacidade microbicida de macrofagos sobre T. gondii e induzindo
a secrecao de IFN-y pelas células NK. Sua acdo é essencial para ativacdo de
macrofagos e inibicdo da multiplicacdo parasitaria, porém estas ocorrem somente
em sinergia com o IFN-y.

A IL-12 é secretada por macrofagos e células dendriticas durante a
estimulacdo por antigenos de T. gondii, ativando a producéo de IFN-y por células
NK (FILISETTI & CANDOLFI, 2004).

Em modelo de artrite induzida em camundongos Balb/C fémeas, Ahmad et al.
(2006) relata a capacidade imunomodulatoria do acido ursélico sobre a exacerbada
resposta Thl responsavel pelos efeitos deletérios da artrite. O autor mostra que
houve diminuicdo significativa de IFN-y e TNF-o, proporcional ao aumento das
doses de acido ursolico administradas por via oral, de 10; 20; 40; 80 e 160 mg/kg,
indicando por consequéncia o efeito benéfico da substancia no quadro de artrite.

Assim como na infeccdo por T. gondii, a resposta Thl tem a mesma
relevancia na infeccdo por Trypanosoma cruzi. Estudos da atividade in vivo do acido
ursolico em nosso laboratério de pesquisa (dados nédo publicados) indicam a

diminuicdo da parasitemia quando animais infectados séo tratados com baixas
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doses, de 2,0 mg/kg/dia, porém, o aumento da dose eleva a parasitemia. Isto se
explica pelo efeito imunomodolatdrio inibitério sobre a resposta Thl anteriormente
descrita. Entretanto, ao contrario dos beneficios obtidos na artrite pelo controle da
exacerbacgéo desta resposta imune, a inibi¢cdo, tanto na fase aguda da infec¢ao por
T. cruzi quanto por T. gondii, torna-se prejudicial, pois compromete as defesas do
organismo contra a proliferacdo do parasita. Talvez a dose de 7 mg/kg/dia seja alta

o suficiente para causar o efeito previamente relatado.
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5. CONCLUSOES

1. A metodologia colorimétrica pelo MTT, pelo Alamar Blue®, do kit
CyQUANT® NF e a contagem manual em meio liquido das formas taquizoitas do
parasito em ensaios bioldgicos in vitro mostram-se inviaveis;

2. Ha grande dificuldade em manter a integridade do parasita em meio liquido,
0 qual se mostra sensivel a adicdo que qualquer outro componente que ndo aqueles
necessarios para manter sua viabilidade em ambiente extracelular;

3. O acido ursolico mostra-se potencialmente ativo in vitro sobre formas
intracelulares de T. gondii.

4. O tempo maior de contato in vitro de células infectadas com as substancias
avaliadas por um periodo de 48 horas ndo resultou em diminuicdo mais acentuada
na porcentagem de células infectadas do que a ocorrida no tratamento de 24 horas.

5. O acido ursodlico ndo apresenta atividade sobre o parasita, quando

administrado a camundongos infectados na dosagem de 7,0 mg/Kg/dia.
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