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“A mente que se abre a uma nova idéia
jamais volta ao seu tamanho original."

(Albert Einsten)

Toda manha na Africa, uma gazela acorda

Ela sabe que terd que correr mais do que o ledo, ou morrera.

Toda manha na Africa, um ledo acorda
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RESUMO

Considerando que o tratamento da toxoplasmose € baseado em drogas que
apresentam uma limitada eficidcia devido aos seus substanciais efeitos colaterais, a
proposta do presente estudo foi avaliar os efeitos do extrato total de Artemisia annua in
vitro e in vivo, na infeccdo por Toxoplasma gondii. O extrato total de A. annua foi
preparado a partir de partes aéreas da erva seca, e testado em cultura celular ou em
camundongos C57/BL6 que foram infectados com o parasito, em comparagdo ao
tratamento com sulfadiazina, uma droga comercial existente. Considerando valores de
citotoxicidade (DT50) e de inibicao (DT50) para o pré-tratamento dos parasitos com A.
annua foi determinado um indice terapéutico (IT). O extrato total de A. annua
apresentou maior valor (IT= 544,5) quando comparado com a sulfadiazina (IT= 194,4).
Quando o tratamento de fibroblastos humanos com as drogas foi realizado apds a
infeccdo com 7. gondii, IT de ambas as drogas foram similares. Em experimentos in
vivo utilizando cepa cistogénica do parasito foi demonstrado um eficiente controle da
infecgdo pela utilizacdo de extrato total de A. annua. Em conclusdo, nossos resultados
indicam uma potencial utilizacdo do extrato total de A. annua no controle da infec¢ao
por T. gondii devido a sua baixa citotoxicidade e sua acao inibitdria diretamente contra

o0 parasito, resultando em uma ferramenta terapéutica bem tolerada.

Palavras chave: Toxoplasma gondii; Artemisia annua L; extrato total; efeito in vitro;

efeito in vivo.



ABSTRACT

Considering that the treatment toxoplasmosis are based on drugs that show limited
efficacy due to their substantial side effects, the purpose of the present study was to
evaluate the in vitro and in vivo effects of Artemisia annua crude extract on Toxoplasma
gondii infection. A. annua was prepared from crude extract of dried herb and tested in
cell cultures or C57/BL6 mice that were infected with the parasites by comparison with
sulfadiazine, a commercially available drug. Considering citotoxicity (TDsp) and
inhibition (TDsp) values for pre-treatment of parasites, the therapeutic index (TI) was
determined. The A. annua crude extract showed a higher value (TI = 544.5) as
compared to sulfadiazine (TI = 194.4). When treatment of human fibroblasts with drugs
was performed after 7. gondii infection, TI of both drugs was similar. In vivo
experiments with cystogenic parasite strain demonstrated that an effective control of
infection by using A. annua crude extract. In conclusion, our results indicate a potential
use of A. annua crude extract to control 7. gondii infection, due to its low toxicity and
its inhibitory action directly against the parasite, resulting in a well tolerated therapeutic

tool.

Keywords: Toxoplasma gondii; Artemisia annua L.; Crude extract; In vitro effect; In

vivo effect.
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1. Introducao

1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozodrio parasito intracelular obrigatério, pertencente
ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoea, Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidiida,
Subordem Eimeriina, Familia Sarcocystidae, Subfamilia Toxoplasmatinae, Género
Toxoplasma e Espécie Toxoplasma gondii (NEVES., 2002). O parasito foi
primeiramente indentificado no Instituto Pasteur da Tunisia no ano de 1908, em células
do baco e do figado de um pequeno roedor norte-africano, Ctenodactylus gondi
(NICOLLE; MANCEAUX, 1908). No mesmo ano, foi também isolado de coelhos
mantidos no Instituto Biolégico de Sdao Paulo, Brasil (SPLENDORE, 1908). O primeiro
relato de doenga em humanos, entretanto, s6 foi descrito em 1923 por um oftalmologista
que relatou a presenca do parasito na retina de uma crianga que apresentava hidrocefalia

congénita (REMINGTON; KLEIN, 2001; SUKTHANA, 2006).

1.2 Caracteristicas morfolégicas e ultraestruturais

T. gondii assemelha-se as demais células eucaridticas, com a presenga de um
nucleo, mitocondrias, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e lisossomos. Assim
como outros membros do filo Apicomplexa (Plasmodium e Criptosporidium) T. gondii
apresenta forma de arco, com a extremidade anterior ou apical forma pontiaguda
(conoidal) e na extremidade posterior forma arredondada (BLACK, BOOTHROYD,
2000). O revestimento do parasito € formado por uma pelicula composta por trés
membranas, a membrana plasmdtica propriamente dita, externa e continua, € um
conjunto de duas membranas internas que possuem aberturas denominadas microporos,
que podem estar envolvidas na passagem de nutrientes a partir da célula hospedeira. A

extremidade anterior ou apical do parasito é caracterizada pela presenca do complexo
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apical, onde se localiza o conoide, dois anéis apicais, dois anéis polares e microtibulos
subpeliculares. Do anel polar 2, partem uma rede de citoesqueleto subpelicular,
composto por 22 microtibulos que se dispdem de maneira espiral sob o complexo da
membrana interna e se estendem em sentido 4 regido posterior do parasito. Além de
manter a forma do parasito estas estruturas estdo envolvidas com a motilidade e
direcionamento de vesiculas secretérias durante o mecanismo de invasao (Figura 1).
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998 ; BLACK; BOOTHROYD, 2000; HU et al, 2006).

T. gondii possui também organelas secretérias, como micronemas, roptrias e
granulos densos que estdo envolvidos nos processos de ataque, adesdo e invasdao do
parasto nas células hospedeiras. Micronemas sao organelas que aparecem concentradas
ao longo da regido anterior do parasito. Apresenta como conteido uma diversidade de
moléculas adesivas importantes na adesdo do parasito nas células (CARRUTHERS,
2002). Onze proteinas de micronemas ja foram descritas (MIC1 a MIC11). MIC1 € uma
lectina que se liga de modo especifico a lactose presentes na superficie da célula
hospedeira (LOURENCO et al, 2001). MIC2 € uma proteina que participa diretamente
do processo de adesdao de 7. gondii a célula hospedeira sendo capaz de se ligar a
glicosaminoglicanas e moléculas de adesdo como ICAM-1. Esse processo permite com
que o parasito migre até sitios imunologicamente privilegiados como o cérebro e retina,
utilizando-se de uma via paracelular. Esse componente € secretado apenas quando o
parasito ja estd em contato com a célula hospedeira (BLACK; BOOTROYD, 2000;
BARRAGAM; BROSSIER; SIBLEY, 2005).

As roptrias, em nimero de 4 a 10 unidades, sdo encontradas na regido anterior ao
nicleo do parasito. Essas organelas estdo intimamente relacionadas com o processo de
invasdo propriamente dito do parasito e estabilizacdo do vactolo parasitéforo dentro da

célula hospedeira. Enzimas proteoliticas como ROP1 e PEF (fator de intensificacdo da
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penetracdo) atuam na digestdo de proteinas da membrana da célula hospedeira
(BLACK; BOOTROYD, 2000).

Os granulos densos, apesar de serem encontrados por todo o citoplasma,
concentrando-se na extremidade anterior do parasito. Seu conteido protéico (GRA1 a
GRA10) € liberado dentro do vactolo parasitéforo, impedindo a ligacdo do lisossomo
ao mesmo (CARRUTHERS, 2002).

O processo de invasao celular de 7. gondii € répido, levando cerca de 15 a 20
segundos, entretanto a a¢do sinérgica de um conjunto de fatores € fundamental para que
esse processo se complete. O citoesqueleto do parasito é fundamental para a motilidade
e polarizacdo do mesmo na célula hospedeira. Stokkermans e colaboradores (1996)
demonstraram que quando os microtibulos subpeliculares sao rompidos, a forma e a
polaridade apical do parasito sdo perdidas. O processo de reconhecimento e adesdo do
parasito a célula hospedeira requer moléculas e receptores especificos, bem como a
secrecdo de moléculas adesivas pelas micronemas. A invasdao da célula alvo ocorre
através da liberacdo de enzimas proteoliticas pelas roptrias e pelo continuo movimento
de rotagdo do parasito. Em seguida ocorre a formacdo do vactolo parasitéforo, um
mecanismo de defesa do parasito, que através da liberacdo de proteinas presentes nos
granulos densos, impede a fusdo com lisossomos celular. Assim, a integridade do
parasito fica garantida, possibilitando a multiplicacio e permanéncia na célula

hospedeira (BLACK, BOOTROYD, 2000).
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Anéis apicais 1 &2
Anel polar 1
Condide
Micronema
Roptria
Plasmalema

— Membrana interna

Granulo de amiopectina

Mitocdndna

Apicoplasto

Complexo de Golg

Centriolos

Reticulo endoplasm. magoso

Hicleo

Crranulo denso

Corpo lipidico

Foro posterior

Figura 1 - Desenho esquematico de taquizoita de 7. gondii indicando suas
principais organelas.

Fonte: DUBEY; LINDSAY; SPEER (1998).

1.3 Linhagens Clonais de 7. gondii
O genoma de 7. gondii é hapléide, exceto durante a fase de reproducdo sexuada
que ocorre no interior das células intestinais de seus hospedeiros definitivos, contendo

cerca de 8 x 10’ pares de nucleotideos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). A maioria
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dos isolados identificados na Europa e América do Norte pertence a um dos trés
genotipos, Tipo I, Tipo II ou Tipo III. A diferenga genética entre essas linhagens clonais
¢ de uma taxa de aproximadamente 1% de seus genes. Andlises genéticas detalhadas
evidenciam que a variacdo génica dentro de cada gendtipo de 7. gondii é extremamente
rara (BOOTHROYD; GRIGG, 2002). Entretanto, h4 um aumento no nimero de cepas
descobertas que ndo pertencem a estes trés genotipos. Essas cepas sdo denominadas
recombinantes ou exdticas pelo fato de seus gendtipos serem diferentes ou por
representar uma mistura dos trés genétipos existentes. Estudo recente demonstrou uma
abundancia de cepas recombinantes em pacientes com retinocoroidite no Brasil
(BOOTHROYD; GRIGG, 2002; PETERSEN, 2007). Atualmente, diversos estudos t€ém
sido conduzidos com o objetivo de investigar a correlagdo entre o genétipo de T. gondii
e as manifestagdes da doenga em humanos, verificando se hd diferencas relacionadas a
linhagem do parasito no que diz respeito a estimulacio da resposta imune do hospedeiro
e gravidade da doenca (SAELl; BOYLE; BOOTHROYD, 2005).

Diferencas nos padrdes de viruléncia e epidemiologia sdo observadas nas trés
linhagens clonais. Linhagens do tipo I, como a RH, sao altamente virulentas para
animais susceptiveis, linhagens do tipo II, como a ME49 sdo menos virulentas, podendo
causar mortalidade dependendo da carga parasitaria e da resposta imune do hospedeiro.
As linhagens do tipo III sdo consideradas moderadamente virulentas. Em geral, as
linhagens do tipo II sdo cistogénicas, enquanto as linhagens tipo I t€m uma capacidade
bem reduzida de formar cistos em cultura de células ou em animais infectados
(BOOTHROYD; GRIGG, 2002; KIM; WEISS, 2004; SAELJ; BOYLE; SWITAIJ et al.,
2005). Em humanos, linhagens clonais do tipo II sdo mais comumente isoladas de
infeccdes cronicas e congénitas na Europa, enquanto que linhagens isoladas de

pacientes com toxoplasmose ocular na América do Sul sdo predominantemente do tipo I
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e linhagens do tipo III sdo mais comumente isoladas de animais (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; PETERSEN, 2007). Esses resultados confirmam achados
anteriores de estudos realizados em gatos (DUBEY et al., 2004; PENA et al., 2006) e
galinhas caipiras da América do Sul (DUBEY et al., 2002; 2003 a,b,c; 2005a), que
mostraram a predominancia dos tipos I e III e auséncia do tipo II, em contraste a grande

predominancia de linhagens do tipo II em animais nos paises da América do Norte.

1.4 Estagios Evolutivos e Ciclo Biolégico

Durante o ciclo biol6gico s@o encontrados trés estagios evolutivos denominados
taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas. Os taquizoitas medem de 4 a 8um de
comprimento € 2 a 4 um de largura e apresentam nticleo na posi¢do central. Podem
invadir e multiplicar-se em qualquer célula nucleada, no interior de vacuiolos
parasitéforos onde sofrem rdpida multiplicacdo, podendo conduzir a célula a morte
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Os bradizoitas apresentam estruturas semelhantes as formas taquizoitas, porém
expressam proteinas de superficie diferentes. Essa forma caracteriza-se por apresentar
nicleo situado préximo a extremidade posterior do parasito, inimeros granulos de
amilopectina, nimero aumentado de micronemas e maior resisténcia a acdo de enzimas
proteoliticas. Essa forma caracteriza-se pela lenta multiplicacdo na célula hospedeira,
levando a formacao de cistos em diversos tecidos, principalmente em tecidos neurais e
musculares (TOMAVO et al., 1991; COPPIN et al., 2003). O tamanho dos cistos €
muito varidvel, dependendo do nimero de bradizoitas no seu interior, de sua forma e do
tecido onde se encontram. Geralmente, apresentam em torno de 50-500 bradizoitas,
apresenta parede fina e lisa em seu interior. Os bradizoitas podem persistir por toda a

vida de seus hospedeiros, entretanto, podem ser liberados e se converterem novamente
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em taquizoitas em situacdes de imunossupressdo do hospedeiro (DUBEY, 2004). No
interior dos cistos, os bradizoitas se dividem por endodiogenia, tipo de reprodugdo
assexuadas onde a cé€lula filha é formada no interior da célula mie, mantendo-se unida a
ela pela regiao posterior (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

Os esporozoitas possuem micronemas, roptrias e granulos de amilopectina mais
abundantes que os taquizoitas e os bradizoitas e estdo contidos em esporocistos no
interior dos oocistos que sdo liberados juntamente com as fezes de felinos (hospedeiro
definitivo). Os oocistos nao esporulados de 7. gondii apresentam dimensodes
aproximadas de 12 pm x 10 um, com formato aproximadamente esférico. A esporulacao
ocorre no ambiente em torno de 1-5 dias apds sua liberacdo nas fezes de felideos
infectados. Oocistos esporulados sdo sub esféricos, medindo aproximadamente 13 pm x
11 pum e contém dois esporocistos cada um medindo 8 um x 6 pum, e cada esporocisto
contém quatro esporozoitas (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Apenas os géneros
Felix e Lynx sdo hospedeiros definitivos de 7. gondii, ou seja, neles, o parasito se
desenvolve por reproducdo sexuada no epitélio intestinal. Durante a fase aguda, um gato
com infeccd@o primdria pelo parasito libera milhdes de oocistos por um periodo de até 28
dias (MONTOYA; LIESENFELD, 2004) e é possivel se detectar oocistos nas fezes de
felinos até um ano apés infeccao (REY, 2001).

T. gondii apresenta um ciclo biolégico heteroxeno, (Figura 2) alternando entre
fases de reproducdo assexuada em seus hospedeiros intermedidrios e fases de
reproducdo sexuada em seus hospedeiros definitivos. Apds a ingestdo de cistos teciduais
por felinos, a parede do cisto € digerida por enzimas proteoliticas do estdbmago e do
intestino do hospedeiro ocasionando a liberagdo de bradizoitas que penetram nas células
epiteliais da mucosa do estdmago ou intestino delgado, multiplicando-se por

esquizogonia, reproducdo assexuada com divisdo nuclear sem a concomitante divisdo
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citoplasmadtica, resultando na formagdo dos esquizontes e liberagdo dos merozoitas
(DUBEY, 2004). Estes por sua vez, iniciam a formagao de gametas, dando inicio a fase
de reproducdo sexuada por gamogonia, resultando na producdo de oocistos nao
esporulados (imaturos), os quais sdo eliminados juntamente com as fezes dos felideos.
A esporulacdo do oocisto ocorre de 1 a 5 dias, dependendo das condi¢des de aeracdo e
temperatura do ambiente. Oocistos esporulados sdao a forma infectante e podem
permanecer vidveis no solo por periodos indeterminados. Quando felinos ingerem
oocistos, os esporozoitas sdo liberados, multiplicando-se assexuadamente nos tecidos.
Alguns parasitos migram para o tecido intestinal, iniciando a fase sexuada da
reproducdo (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Quando um hospedeiro intermedidrio ingere oocistos esporulados, ou cistos
teciduais contendo bradizoitas, sua parede protetora € digerida pelas enzimas digestivas,
resultando na liberacdo dos esporozoitas e bradizoitas respectivamente. Estes invadem o
epitélio intestinal, e apds alguns ciclos de reprodugdo rdpida, sdo liberados diversos
taquizoitas que invadem ativamente qualquer célula hospedeira, multiplicando-se
rapidamente por endodiogenia, gerando inimeros taquizoitas, que rompem a célula
hospedeira e sao liberados nos tecidos, assim, eles invadem novas células, onde ocorrera
novo ciclo de reproducdo. Taquizoitas disseminam-se pelo organismo,
preferencialmente, para nas células do sistema nervoso central, olho, musculos
esqueléticos e musculo cardiaco (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Nesta fase da
infec¢do no hospedeiro intermedidrio (fase aguda), os taquizoitas estimulam uma forte
resposta imune que limita a multiplicacdo dos taquizoitas, levando a conversdo destes
nas formas bradizoitas, que ficam confinadas no interior de cistos teciduais
intracelulares, principalmente em tecidos neurais e tecidos musculares (LYONS;

McLEOD; ROBERTS, 2002; DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).
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Figura 2 — Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii. Ciclo de vida apresentando as
principais formas de transmissdo do parasito para os hospedeiros definitivos e para os
hospedeiros intermedidrios.
Fonte: DUBEY (2004).
1.5 Antigenos de superficie

A superficie do parasito Toxoplasma gondii é coberta por proteinas ancoradas a
membrana via glicosilfosfatidilinositol (GPIs) (NAGEL; BOOTHROYD, 1989;
TOMAVO; SCHWARZ; DUBREMETZ, 1989; TOMAVO; DUBREMETZ;
SCHWARZ, 1992). Essas proteinas sdo estruturalmente relacionadas ao antigeno de
superficie altamente imunogénico da familia SAGI. Coletivamente, esses antigenos sao
conhecidos como superfamilia de proteinas SRS (seqiiéncias relacionadas a SAGI)
(MANGER; HEHL; BOOTHROYD, 1998; JUNG; LEE; GRIGG, 2004). Compartilham

identidade entre si, em aproximadamente 24-99% da seqiiéncia de aminodcidos. A
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seqiiéncia de SAGI apresenta uma configuracdo homodimérica, com dois mondmeros
entrelacados entre si, formando um sulco carregado positivamente que € consistente
com as propriedades de ataque mediado por SAGI1, SAG2 e SAG3 (MINEO et al.,
1993; DZIERSZINSKI et al., 2000; HE et al., 2002). Além do mais, trabalhos com
SAG3 mostraram que esse antigeno € capaz de se ligar a proteoglicanas sulfatadas com
alta afinidade (JACQUET et al., 2001). Esses dados sugerem que a superfamilia SRS
(SRS1, SRS2 e SRS3) pode apresentar receptores redundantes que facilitam a entrada
do parasito em uma grande diversidade de células e hospedeiros (JUNG; LEE; GRIGG,
2004).

A expressao dessas proteinas € regulada de acordo com a fase do desenvolvimento
bioldgico do parasito. SAG1 e SAG2A sdo expressas apenas nos taquizoitas, visto que
SAG2C/D, BSR4 e SRS9 sdo encontradas apenas em bradizoitas (LEKUTIS;
FERGUSON; BOOTHROYD, 2000; CLEARY et al., 2002). Durante a doenca aguda
SAG1 e SAG2A sdo altamente imunogénicos, induzindo uma forte resposta
inflamatéria (LEKUTIS; FERGUSON; BOOTHROYD, 2000). As proteinas da familia
SAGS (SAGS5SA, SAG5B e SAG5C) apresentam similaridade estrutural com as proteinas
da familia SAGI1. Anélise das cepas RH (virulenta) e 76K (avirulenta) mostrou que
todos os membros de SAGS5 sado transcritos em taquizoitas e bradizoitas de 7. gondii.
Entretanto, andlises por Immunoblotting com a cepa RH revelaram que a sintese de
SAGSA ndo ocorre em taquizoitas, possivelmente sendo controlado a nivel pOs-
transcripcional. Ao contrario, SAG5B e SAGSC foram detectados em lisados de
taquizoitas, com um padrdo de migracdo na faixa de 40-45 kDa sob condi¢des redutoras
e a 34 kDa sob condi¢cdes ndo-redutoras (SPANO et al., 2002). Alguns antigenos

especificos a forma bradizoita também té€m sido identificados, tais como os antigenos
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BAG e o antigeno MAGI, que € secretado pela matriz do cisto e € reconhecido por

soros imunes do hospedeiro (PARMLEY; SGARLATO; REMINGTON, 1993).

1.6 Interacao parasito-hospedeiro

Ap6s a infecc@o por via oral, T. gondii invade ativamente as células do epitélio
intestinal, iniciando o processo de multiplicacao (Figura 3). O processo de invasdo da
célula hospedeira € crucial para o sucesso da infeccdo e se assemelha muito a outros
protozodrios pertencentes também ao filo Apicomplexa. Esse evento, que acontece em
menos de 10 segundos (MINEO et al., 1993; KASPER; MINEO, 1994) envolve a
participacao de receptores especificos presentes na superficie da célula hospedeira, bem
como de proteinas liberadas por organelas secretérias do parasito. Desse modo, o
processo de invasdo inicia-se com a adesdo do parasito a célula hospedeira. Para tal,
antigenos imunodominantes do parasito, como a SAGI se ligam a receptores na
superficie da célula hospedeira, como a laminina, lectina e receptores de SAGI
(KASPER; MINEO, 1994). Ocorre entao, uma mobilizacdo do citoesqueleto do parasito
e uma orientacdo de modo que a extremidade anterior se posiciona na célula para a
protusdo do condide e invaginacdo da membrana plasmatica para posterior formagao do
vacuolo parasitéforo. A entrada de 7. gondii na célula hospedeira € um processo ativo,
que envolve os motores de actina e miosina para penetragdo ativa por meio da rotagdo
do parasito ao longo de seu eixo, oscilagdo e ondulacdo e proteinas excretadas pelas
micronemas, que possuem funcdo de adesdo do parasito a célula (BLACK;
BOOTHROYD, 2000). Uma vez no interior da célula, o parasito é protegido da
degradacdo intracelular dentro do vacuolo parasitéforo. Em seguida, proteinas de
roptrias sdo liberadas simultaneamente a formacgdo desse vacuolo e entdo proteinas dos

granulos densos sdo secretadas e modificam a membrana do mesmo. Esse fato contribui



23

para a remodela¢ao e formagdo de poros, o que permite o trifego de componentes entre
o vacuiolo e o citoplasma da célula hospedeira, com a formacdo de uma rede

intravacuolar metabolicamente ativa para a reproducao e desenvolvimento do parasito.

'.er f: ll‘.i.\Q, Q_,_?,; Foptrias prematuras
\@_& \lﬁ'{--%ﬂnnﬁic}z filho

Figura 3 — Invasao da célula hospedeira por 7. gondii

Fonte: KEELEY; SOLDATI (2004).

1.7 Resposta Imune

A resposta imune a infeccdo por T. gondii € individual, complexa e
compartimentada. A heterogeneidade de resposta imune pode ser explicada pela grande
variabilidade genética. A capacidade de infectar uma grande diversidade de tecidos,
como sistema nervoso e placenta permite a induc@o de respostas com aspectos inerentes
a esses orgdos. O grau de complexidade se reflete na possibilidade de infeccao

recorrente com cepas do parasito com viruléncia varidvel (FILISETTI; CANDOLFI,
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2004). Desse modo, a imunidade contra o parasito é uma incansavel batalha, onde o
corpo humano estd sempre em busca de novas estratégias para eliminar o patégeno,
evitando que este se instale e lhe cause maiores danos. Em contrapartida, o parasito
utiliza todas as armas possiveis para evadir das defesas do hospedeiro e conseguir uma

infeccdo efetiva e duradoura (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003)

1.7.1 Imunidade celular

Sendo T. gondii, um parasito intracelular obrigatério, a principal resposta protetora
contra o parasito € aquela mediada por células. Apds a interacdo com antigenos
parasitarios, macréfagos atuam como células efetoras e apresentadoras de antigenos.
Como efetoras, macréfagos inibem a replicacdo parasitdaria pela producdo de
intermedidrios reativos do oxigénio (ROI) e do nitrogénio (RNI), tais como 6xido
nitrico (NO), que bloqueiam o metabolismo do parasito, impedindo assim sua
sobrevivéncia. Macréfagos ativados secretam altos niveis de fator de necrose tumoral
(TNF-a), que possui atividades microbicidas (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). Como
células apresentadoras de antigenos, produzem altos niveis de interleucina-12 (IL-12)
em resposta a alguns antigenos liberados por taquizoitas, essa interleucina estimula
células NK a produzir e secretar altos niveis de interferon-y (IFN-y), o qual induz a
diferenciagio de linfécitos T CD4" na subpopulacido Thl produtora de IL-2 e IFN-y.
Altos niveis de IFN-y estimulam macréfagos e células dendriticas a liberarem mais IL-
12, amplificando assim a resposta imune. A IL-12 estimula também a producdo IFN-y
por linfécitos T CD8" . Além disso, essas células apresentam atividade citotoxica, o
que leva a lise de células infectadas com conseqiiente liberacdo de taquizoitas. Esses por

sua vez, ficam acessiveis a outros mecanismos da resposta imune, tais como anticorpos,
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sistema complemento, macréfagos ativados e células NK (DENKERS; GAZZINELLI,
1998; HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; ALIBERTI, 2005).

A resposta imune pré-inflamatoria, caracterizada por um perfil Thl, € efetiva no
controle de taquizoitas, entretanto, ela pode ser danosa ao hospedeiro, devido
principalmente a alta produc@o de IFN-y que lesiona os tecidos infectados. Desse modo,
€ necessdria a acdo de mecanismos imunomoduladores para o estabelecimento de um
balanco entre um perfil de resposta Th1 e Th2. Esse balanco é mediado por IL-10, que é
produzida por alguns tipos celulares em locais com alta carga parasitaria. A IL-10
apresenta efeitos inibitérios sobre a produgdo de IFN-y por células NK e linfécitos T,
sobre macréfagos ativados, sobre a diferenciacao de clones Thl de células T e sobre a
producdo de IL-12 por macréfagos e células dendriticas. Estudos t€m demonstrado que
camundongos deficientes em IL-10 ndo conseguem controlar a infeccdo e morrem
durante a fase aguda, devido a grande resposta inflamatéria que ocorre principalmente
no figado e no intestino delgado, em virtude da producdo descontrolada de TNF-a e
IFN-y (GAZZINELLI et al., 1996).

A pressao da resposta imune do hospedeiro exercida sobre o parasito promove a
formacdo de cistos nos tecidos. A imunidade nessa fase da doenca é mediada pelos
mesmos mecanismos acima citados.

Como forma de evasao da resposta imune, 7.gondii exibe diversos mecanismos de
escape, como a permanéncia dentro do vacuolo parasitéforo e a invasao de macréfagos,
as principais células efetoras na destrui¢do dos parasitos permitindo assim, o escape de

processo microbicida efetuado por tais células. (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).
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1.7.2 Imunidade Humoral

A imunidade humoral € principalmente direcionada contra taquizoitas. Anticorpos
especificos inibem a ligacdo do parasito a receptores celulares, impedindo assim sua
invasdo. Individuos com infec¢io cronica s@o usualmente resistentes a re-infec¢do por
T. gondii, possivelmente devido a presenca de imunoglobulinas circulantes, as quais
podem ser produzidas tanto na circulacdo quanto nos tecidos infectados (HEGAB; AL-
MUTAWA, 2003).

Anticorpos IgM correspondem a primeira classe a ser produzida apds infeccdo
primdria por 7. gondii e nao é encontrada nas reinfec¢des. No soro de humanos,
anticorpos IgM aparecem 7 dias ap6s infec¢do podendo ser detectada de 1 a 2 meses
ap6s a mesma. Entretanto, seus niveis séricos tendem a decair apds 8 meses de infecgio,
como também pode persistir por tempo indeterminado. A presenga de anticorpos IgM
em recém nascidos € indicativo de infec¢do congénita uma vez que anticorpos IgM
maternos sao incapaz de ultrapassar a barreira placentaria (PETERSEN, 2007; HEGAB;
AL-MUTAWA, 2003)

Anticorpos IgG representam a principal classe envolvida na resposta humoral
contra T. gondii. Em seres humanos, anticorpos IgG especificos a antigenos de 7. gondii
aparecem apos 1-2 semanas de infecc@o e seus niveis aumentam até atingir um pico em
torno de 6-14 meses apds a infec¢do, com uma ligeira queda apds este periodo. Porém,
niveis mais baixos de anticorpos IgG podem permanecer circulantes indefinidamente.
Em infeccdes recentes, a avidez de IgG por seus antigenos especificos € mais baixa e, a
medida que a infec¢do avanga, ocorre a maturacao da resposta imune e estes anticorpos
passam a apresentar avidez crescente pelos seus antigenos. Deste modo, em infec¢des
de maior duracdo, encontra-se um predominio de anticorpos IgG de alta avidez

(CAMARGO et al., 1991). Resultados soroldgicos isolados que mostram altos niveis de
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anticorpos IgG de baixa avidez ndo sdo suficientes para diagnosticar um infec¢ao
recente. Entretanto, altos niveis de IgG de alta avidez podem excluir infec¢des primadrias
ou adquiridas recentemente (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

Durante a fase da infec¢do onde os parasitos se encontram em contato com a
mucosa gastrointestinal ocorre a producio de anticorpos IgA por linfécitos que circulam
pela lamina prépria. Esses linfocitos sensibilizados podem circular para outros locais,
podendo produzir anticorpos IgA em outros sitios ativos de infeccdo, além da mucosa
intestinal. Anticorpos IgA sdo produzidos apenas durante a fase aguda de uma infec¢ao
primdria, ndo sendo observados durante a infec¢cao crdnica, constituindo, portanto, um
bom marcador imunolégico de infeccdo recente. Essa classe de anticorpo persiste
circulante no sangue por cerca de 8-9 meses apds a infecgdo. Niveis persistentes de
anticorpos IgM na auséncia de anticorpos IgA indica uma imunidade ja estabelecida de
uma infec¢ao mais tardia, caracterizando um periodo de transi¢do no perfil imunolégico
de resposta a infeccdo. Apesar de ser secretada no colostro, anticorpos IgA nao
atravessam a barreira placentdria, mas podem ser detectados em recém-nascidos,
quando a infec¢do congénita ocorre no terceiro trimestre de gestagdo. Se a infeccdo
congénita ocorre no primeiro trimestre de gestagdo, esta imunoglobulina estd ausente no

sangue do recém-nascido (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

1.8 Transmissao

Quanto aos processos de infec¢do, 0 homem pode se infectar com 7. gondii, por
seis diferentes maneiras: (1) Ingestdo de 4gua e alimentos contaminados com oocistos
esporulados excretados por felideos infectados. (2) Ingestdo de carne crua ou mal cozida
contendo cistos teciduais, principalmente as carnes de suinos, ovinos e caprinos; (3)

Transmissao vertical ou congénita, por meio da passagem de taquizoitas da mae para o
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feto através da placenta, principalmente na fase aguda da infec¢do; (4) Transplante de
o6rgdos de um doador infectado para um receptor soronegativo; (5) Transfusao
sangiiinea de doadores infectados para receptores soronegativos; (6) Acidentes
laboratoriais ou entre profissionais de satide com objetos contaminados com taquizoitas
viaveis, ou acidentes envolvendo animais infectados (DUBAY, 2004, TENTER;

HECKEROTH; WEISS, 2000).

1.9 A toxoplasmose

Toxoplasmose € uma doenca causada pelo protozoario 7. gondii. Representa uma
das mais comuns zoonoses parasitarias acometendo cerca de um ter¢co da populagdo
mundial (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). A doenca ¢é geralmente
assintomdtica em individuos imunocompetentes, entretanto, em dois grupos especiais,
os individuos imunocomprometidos e gestantes a toxoplasmose pode se configurar
como um problema grave (LUFT; REMINGTON, 1992; REMINGTON et al., 1995).
Os principais fatores que interferem na patogénese de 7. gondii sdo a carga parasitaria
do indculo, a viruléncia da linhagem do parasito, o genétipo do hospedeiro, bem como o

seu sexo e o seu estado imunolégico (DUBEY, 2004).

1.9.1 Individuos Imunocompetentes

Em pacientes imunocompetentes a toxoplasmose € geralmente assintomatica. A
infec¢do é geralmente auto-limitada pelo desenvolvimento da resposta imune celular
protetora. A manifestacdo clinica mais tipica neste grupo de pacientes € a linfadenopatia
cervical, na qual os linfonodos podem permanecer aumentados. Em casos muito raros,
ja foram relatadas miocardite, polimiosite, pneumonia, hepatite ou encefalite

(REMINGTON et al., 2001; REY, 2001).
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1.9.2 Toxoplasmose ocular

A toxoplasmose ocular representa uma das formas clinicas mais comuns entre
pacientes infectados. O parasito possui tropismo por certos 6rgaos como tecido cerebral,
placenta e olho. Nos olhos, o parasito infecta células da retina, provocando coriorretinite
toxoplasmica que pode ser resultante de infec¢do aguda, congénita ou reativagio de uma
infeccdo cronica. Os principais sinais de uma coriorretinite toxopldsmica sdo lesdes
focais brancas visiveis, com uma intensa reacdo inflamatoéria associada (MONTOYA;
REMINGTON, 1996; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; HEGAB; AL-

MUTAWA, 2003).

1.9.3 Individuos Imunocomprometidos

Em pacientes imunocomprometidos uma infeccdo latente adquirida previamente
pode sofrer reativagdo, causando principalmente encefalite toxoplasmica e
toxoplasmose disseminada (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). Atualmente a
toxoplasmose tem sido reconhecida como uma das mais comuns infecgdes
oportunisticas em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS).
Infeccdo ocular nesses pacientes pode ser resultado de uma reativacdo de doenca
congénita ou de disseminacdo do parasito adquirido anteriormante. As manifestacoes
clinicas mais comuns sao: confusido mental, déficits motores focais, distdrbios dos
nervos cranianos, anormalidades sensoriais, sinais cerebelares, desordens dos
movimentos e sinais neuropsiquidtricos. (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; MONTOYA;

LIESENFELD, 2004).
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1.9.4 Toxoplasmose congénita

A passagem transplacentdria de formas taquizoitas em gestantes primoinfectadas é
o fator que permite o desenvolvimento da toxoplasmose congénita, uma vez que 0s
mesmos podem atingir os tecidos fetais. A gravidade da doenca depende do estiagio da
gravidez e do tempo de infec¢io da mae (DUBEY, 2004). A infec¢do congénita
geralmente ocorre durante a fase aguda da infeccdo materna, dessa maneira, quando
adquirida antes da gestacdo normalmente exclui o risco de transmissdo para o feto
(KRAVETZ; FEDERMAN, 2005). Entretanto, estudos relatam a ocorréncia de
transmissdo congénita em gestantes infectadas poucas semanas antes da gestacdo
(CHEMLA, et al, 2002,). Quando a infec¢do materna ocorre no primeiro trimestre da
gestacdo, a taxa de transmissdo parasitdria meterno-fetal é pequena, cerca de 2%,
entretanto, o comprometimento fetal € aumentado. Por outro lado, quanto mais tardia
for a infec¢do materna durante a gestagdo, maior a taxa de transmissdo para o feto, cerca
de 90% (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; MONTOYA; LIESENFELD, 2004).
As conseqiiéncias para o feto sdo, de modo geral, morte fetal intra-uterina, nascimento
de criancas com hidrocefalia, microcefalia, calcificacdes intracranianas, coriorretinite,
estrabismo, cegueira, epilepsia, retardamento mental e motor, trombocitopenia e/ou
anemia. Os recém-nascidos infectados congenitamente, podem apresentar-se
assintomdticos ao nascimento, porém estes individuos virdo a apresentar quadros de
retinocoroidite em algum momento de sua vida, decorrente da infeccdo.
(REMINGTON; McLEOD; DESMONTS 1995; MONTOYA; LIESENFELD, 2004;

KRAVETZ; FEDERMAN, 2005).
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1.10 Diagnostico

Viérios métodos de tem sido desenvolvidos com o objetivo de se obter um
diagnostico mais preciso da infec¢do, bem como a determinagdo da fase da infec¢ao que
o individuo apresenta. Tais métodos sdo baseados na deteccio do parasito ou de
algumas de suas moléculas especificas (métodos diretos) ou na deteccao de anticorpos
especificos a antigenos do parasito presentes no soro de individuos infectados (métodos
indiretos ou soroldgicos). Existem quatro grupos de individuos onde o diagndstico da
toxoplasmose € critico: mulheres gravidas que adquiriam a infeccdo durante a gestacao,
fetos e recém-nascidos infectados congenitamente, pacientes imunocomprometidos e
pacientes com corioretinite (REMINGTON et al., 2004). Um dos maiores desafios no
diagnéstico para toxoplasmose € determinar se a gestante adquiriu o parasito durante a
gestacdo ou anteriormente a mesma, uma vez que uma infeccdo cronica na mae nao

causa riscos a saide do feto ou do recém-nascido (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005).

1.10.1 Métodos diretos

Estes métodos baseiam-se na demonstragdo direta do parasito em amostras
bioldgicas, tais como sangue, liquor, saliva, humor aquoso e fragmentos de 6rgaos
colhidos por bidpsia, através da técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) ou
por imunohistoquimica (IHC). Além destas, ha o isolamento dos parasitos apOs
inoculacdo de materiais bioldgicos em animais de laboratério (bioensaio). A reagdo de
PCR tem sido preferencialmente empregada no diagndstico da toxoplasmose congénita,
ocular e em pacientes imunocomprometidos através da deteccdo de seqii€ncias
especificas do genoma de 7. gondii em amostras de pacientes (REMINGTON;
THULLIEZ; MONTOYA, 2004). A sensibilidade e a especificidade dessa reagdo sdo

geralmente altas, mas dependem de varios fatores, tais como, a destrui¢do do parasito
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durante o processamento ou coleta da amostra pds-terapia, que podem contribuir para a
baixa sensibilidade do teste (SWITAJ et al., 2005). A reagcdo de PCR nao permite
estabelecer em que fase da doenga o paciente se encontra, uma vez que héd detec¢do do
DNA do parasito. Um resultado positivo obtido a partir dessa técnica em amostra de
tecido cerebral, por exemplo, ndo diferencia entre um paciente com encefalite
toxopldsmica ou um individuo com outra patologia cerebral, mas que apresenta infec¢ao
cronica por 7. gondii, com cistos teciduais. Somente o isolamento do parasito a partir de
fluidos corporais pode comprovar que se trata de infeccio aguda (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004).

A técnica de imunohistoquimica € comumente utilizada para demonstrar o parasito
em tecidos ou esfregacos de fluidos corporais (liquor e lavado broncoalveolar).
Taquizoitas podem ser detectados tanto em infec¢ao priméria (aguda) como em casos de
reativacdo de infecc¢ao cronica (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Técnicas de isolamento de parasito em materiais bioldgicos sdo menos sensiveis
uma vez que necessitam de parasitos vidveis para sua realizacao. Bioensaios geralmente
utilizam camundongos, os quais sdo inoculados com amostras de diferentes materiais
bioldgicos extraidos de pacientes com suspeita de infeccdo. Apods a inoculagdo faz-se a
observacao da conversdo soroldgica do animal e a pesquisa quanto a presenca de

parasitos em tecidos do animal (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

1.10.2 Métodos indiretos

O diagnéstico sorolégico da toxoplasmose € baseado na detec¢do de anticorpos
ou antigenos presentes em fluidos bioldgicos, especialmente no soro.

O teste do corante de Sabin-Feldman (SFDT - Sabin-Feldman dye test) foi o

primeiro a ser utilizado como referéncia para sorologia de 7. gondii (SABIN;
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FELDMAN, 1948). Ele apresenta boa reprodutibilidade e alta sensibilidade, porém a
necessidade de parasitos vivos e de soro normal fresco (presenca de fracdes do sistema
complemento) para que ocorra a lise do parasito, dificulta sua ampla realizagdo.
Entretanto, este teste é ainda utilizado em inquéritos soroepidemioldgicos em diversas
espécies animais, inclusive silvestres, pois ndo necessita de anticorpos secunddrios ou
conjugados imunoenzimadticos espécie-especificos (CAMARGO, 1964). Ainda hoje,
este teste € considerado como um método soroldgico padrao para o diagndstico da
toxoplasmose (SUKTHANA, 2006).

O teste de imunofluorescéncia indireta (indirect fluorescent antibody test — IFAT)
¢ amplamente utilizado para o diagndstico da toxoplasmose em animais € humanos
(CAMARGQO, 1964). O antigeno utilizado nesta técnica € constituido por taquizoitas
intactos, formolizados e fixados em laminas de vidro para microscopia, que revelam
uma fluorescéncia periférica e brilhante apds incubagdo com amostras de soro e
anticorpos secunddarios espécie-especificos marcados com fluorocromos (conjugados
fluorescentes). Fluorescéncia somente na extremidade apical (coloracdo polar) €
considerada como reacdo ndo especifica, devido a reagdes cruzadas com outros
parasitos do grupo Apicomplexa. IFAT apresenta alta especificidade, pois apresenta
baixa reatividade cruzada com outros parasitos. Entretanto, a necessidade de um
microscopio de fluorescéncia, técnicos treinados e experientes, resultados relativamente
subjetivos, e maiores dificuldades de utilizacdo em grandes inquéritos
soroepidemioldgicos, sdo algumas desvantagens apresentadas por este método
(CAMARGO, 1964).

O método sorolégico mais utilizado no diagndstico da toxoplasmose € o ensaio
denominado ELISA (enzyme linked immunosorbent assay). Anticorpos IgM podem ser

encontrados na primeira semana apds a infec¢do, seus niveis tendem a aumentar por um
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certo periodo e entdo declinam e desaparecem. A deteccdo de anticorpos IgM
caracteriza a fase aguda da doenca. Entretanto, o nimero de resultados falso-positivos é
grande e, além disso, esse anticorpo pode persistir por anos em alguns individuos,
levando a uma incorreta interpretagdo do quadro clinico (REMINGTON et al., 2004).
Anticorpos IgA também sdo caracteristico de fase aguda e a pesquisa de IgA, associadas
a IgM ¢ utilizadas para se caracterizar infecgcao recente. A deteccao de IgA especifica no
soro pode ser usada para a confirmagdo de resultados, uma vez que geralmente é
detectada em niveis mais elevados durante uma infec¢do recente, desaparecendo
completamente antes da IgM, porém apresenta niveis muito varidveis. O tese ELISA de
captura para IgA € mais especifico e mais sensivel que o tese ELISA indireto, mas um
resultado positivo nem sempre significa infeccdo recente, enquanto um resultado
negativo nem sempre pode excluir uma infec¢do aguda. Quando se tem suspeita de
toxoplasmose congénita e hd uma auséncia de IgM/IgA com presenca de IgG, se deve
realizar o tese de immunoblotting tanto da mae quanto da crianca (MONTOIA;
LISENFELD, 2004). A deteccao dos niveis de imunoglobulina G (IgG) nao auxilia no
diagnéstico da toxoplasmose, uma vez que este anticorpo aparece cerca de 2 semanas
ap6s a infecg¢do e persiste por toda a vida do individuo, ndo permitindo desse modo
diferenciar uma infeccao aguda de uma exposicao pregressa (MONTOIA; LISENFELD,
2004). O teste de avidez de IgG foi desenvolvido para ajudar a discriminar entre uma
infeccao recente e uma infeccdo tardia, uma vez que IgG de baixa avidez € indicativo de
infeccao recente, enquanto que IgG de alta avidez indica que a infec¢@o ocorreu ha mais
de 3 meses. Entretanto, IgG de baixa avidez pode persistir por anos, inviabilizando o
diagndstico da toxoplasmose. O teste € utilizado principalmente em gestantes que

apresentam IgG e IgM positivo, recentemente, também tem sido utilizado para



35

diagnosticar  linfadenopatia  toxopldsmica em  pacientes imunocompetentes
(MONTOYA; LISENFELD, 2004).

A deteccao de anticorpos IgE tem sido proposta para a diferenciacdo do estagio da
infec¢do, uma vez que sdo detectados apenas durante a infec¢do aguda e a duracdo de
sua soropositividade é menor que a de IgM e IgA. Porém, a demonstracdo de que pode
ser detectada em casos de reativacdo de infeccdo cronica e a falta de testes padronizados
para sua detecc@o torna sua pesquisa pouco utilizada no diagnéstico da toxoplasmose
(FOUDRINIER et al., 2003; SENSINI, 2006).

Segundo Camargo et al. (1978) a toxoplasmose pode ser caracterizada em trés
perfis soroldgicos:

Perfil I: Presenca de anticorpos IgM e IgA, com uma rdpida ascensdo de
anticorpos IgG de baixa avidez.

Perfil II: Fase sorolégica de transicdo, onde anticorpos IgG sao detectados em
altos titulos. Os anticorpos IgM sdo encontrados em baixos titulos, tendendo a
desaparecer e ha auséncia de anticorpos IgA.

Perfil III: Anticorpos IgG de alta avidez estdo presentes em baixos titulos e
anticorpos IgM e IgA estdo ausentes.

Na técnica de immunoblotting, antigenos totais de 7. gondii, sdo separados de
acordo com a massa molecular em gel de poliacrilamida, por meio de eletroforese e
imobilizados em membranas de nitrocelulose, sdo incubados com amostras de soro e
com conjugados imunoenzimdticos espécie-especificos. Antigenos especificos estdo
sendo pesquisados a fim de se encontrar marcadores que distingam entre fase aguda e

cronica da doencga.
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1.11 Epidemiologia

Estima-se que cerca de um terco da populacdo mundial esteja infectada por T.
gondii, configurando-se assim a toxoplasmose uma das zoonoses mais comuns no
mundo (DUBEY, 2004). Entretanto, a soroprevaléncia varia enormemente entre
diferentes paises, entre diferentes dreas geograficas do mesmo pais e entre diferentes
grupos étnicos vivendo na mesma area. Assim sendo, anticorpos anti-7. gondii podem
ser encontrados numa taxa que varia de 0-100% da populacdo, dependendo do grupo
analisado (TENTER; HECKEROTH, WEISS, 2000). Uma dificuldade em se
estabelecer a taxa de prevaléncia real da infeccao em diferentes regides reside na grande
diversidade de métodos utilizados nos inquéritos, os quais podem variar muito em
sensibilidade e especificidade. Na década de 1990 a soroprevaléncia em paises da
Europa Central era em torno de 50% da populagdo, enquanto que em paises como
Brasil, Cuba e Alemanha, essa taxa chegou a 70% (TENTER; HECKEROTH, WEISS,
2000; MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Algumas recomendacdes devem ser levadas em consideragdo para a prevengao da
toxoplasmose. Devem ser evitados alimentos preparados com carnes cruas ou mal
cozidas evitando-se assim a contaminac¢do por cistos teciduais, deve-se lavar as maos e
os utensilios utilizados no preparo de carnes. Alimentos que sdo ingeridos crus, tais
como frutas e verduras, devem ser bem lavados para evitar a contaminagcdo com
oocistos, a dgua ingerida deve ser tratada e filtrada, uma vez que alguns surtos de
toxoplasmose t€m sido atribuidos a contaminagdo de fontes de 4gua. Contato com gatos
ou suas excrecdes deve ser evitado, principalmente por mulheres gravidas, bem como o
acesso destes animais a reservatorios de dgua ou plantacdes de hortalicas. Além disso,
devem ser usadas luvas durante procedimentos de jardinagem, tendo-se o cuidado de

lavar as maos apds contato com solo ou com animais, que podem ter 0ocistos presos aos
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pélos (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; HILL; DUBEY, 2002; DUBEY, 2004;
KRAVETZ; FEDERMAN, 2005; SUKTHANA, 20060).

No caso de gestantes, elas devem fazer um exame pré-natal e, caso sejam
soronegativas para toxoplasmose, devem intensificar as medidas de preven¢do a fim de
ndo se infectarem durante a gestacdo. Entretanto, caso a infeccdo ocorra, devem receber
tratamento adequado (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; KRAVETZ; FEDERMAN,
2005).

O desenvolvimento de uma vacina que seja eficiente contra a infec¢do tem sido
alvo de intensas investigacOes. Atualmente apenas uma vacina tem sido utilizada
comercialmente para a imunizacdo de ovelhas (BUXTON; INNES, 1995). Entretanto,
recentes progressos no conhecimento sobre a resposta imune protetora contra 7. gondii
e mecanismos de evasdo do parasito tém contribuido muito para as pesquisas
relacionadas ao desenvolvimento de novas vacinas. VArios componentes parasitirios
como SAGI, SAG2, GRA4 e ROP2 t€m sido alvos de estudos por apresentarem
capacidade de induzir forte imunidade celular e humoral que conferem protecdo

duradoura contra a infec¢do (BHOPALE, 2003).

1.12 Tratamento

A funcdo da terapia em suprimir a infec¢do ativa é de grande importancia visto a
ampla distribui¢do do parasito. Segundo Hegab e colaboradores (2003), um grande e
variado numero de drogas s@o indicadas para o tratamento, porém nenhuma € capaz de
erradicar completamente a infec¢do. As drogas utilizadas no controle da toxoplasmose
podem ser agrupadas nas seguintes categorias:

Antagonistas de Folato: Essas drogas inibem a sintese de enzimas que participam
da via da sintese de folato, impedindo a duplicagdo do DNA celular, em estdgio agudo

da infeccdo. Nesse grupo estdo incluidas as drogas, pirimetamina, trimetropim e
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sulfadiazina, que possuem efeito sinérgico. O uso combinado de pirimetamina e
sulfadiazina tem sido aprovado como tratamento de escolha para a toxoplasmose desde
1950. Seu uso combinado € oitenta vezes mais efetivo que a utilizacdo das drogas
sozinhas. Entretanto, a sulfadiazina ndo € bem tolerada pelo organismo, apresentando
efeitos adversos, principalmente supressao de medula 6ssea (PETERSEN, 2007). Além
do que, € necessdria a concomitante administracao de 4cido folinico, principalmente em
pacientes gravidas, e a administracdo dessa droga em pacientes imunocomprometidos é
motivo de controvérsias (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; MARTINS-DUARTE,
2000).

Macrolideos apresentam efeito toxico ao parasito através da ligacdo a agucares. Os
macrolideos mais comuns utilizados contra a toxoplasmose sido espiramicina,
clindamicina e azitromicina (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). Espiramicina possui
atividade toxoplasmicida intracelular e capacidade de atravessar a barreira placentdria,
portanto ela é principalmente utilizada durante a gestacdo. Entretanto ela ndo € indicada
para o tratamento de toxoplasmose ocular, sendo a clindamicina tratamento de escolha
para esse caso. A clindamicina € utilizada combinada a pirimetamina em pacientes que
sdo sensiveis a sulfadiazina (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Hidroxinaftoquinonas sdo drogas muito usadas no controle de parasitos do género
Plasmodium e os efeitos toxicos ao parasito sdo devido a inibi¢ao do citocromo bcl que
€ um receptor de elétrons de diversas vias metabdlicas e doa esses elétrons para o
citocromo c (inibem a cadeia respiratéria do parasito). A principal droga pertencente a
essa classe € a Atovaquone, que € uma hidroxynaphthoquinone. Estudos em
camundongos indicam que essa droga pode ter efeito sobre cistos teciduais (FERREIRA
et al, 2006; PETERSEN, 2007), representando assim, um alvo potencial em estudos que

visam a reducdo da recorréncia da doenca. Dessa forma pode ser utilizada no tratamento
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de pacientes imunossuprimidos cronicamente infectados (HEGAB; AL-MUTAWA,
2003).

Fluoroquinolonas impedem a proliferacdo do parasito devido a inibicdo de
enzimas envolvidas na replicagdo do DNA. Gatifloxacina e travafloxacina sdo duas
fluoroquinolonas que mostram efeitos no tratamento experimental contra 7. gondii. O
uso combinado de gatifloxacina e pirimetramina tem mostrado bons resultados em
experimentos utilizando camundongos infectados (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

Corticosterdides sdo drogas que inibem a resposta imune do hospedeiro, podendo
assim diminuir uma alta resposta inflamatéria gerada pelo parasito, porém, o uso de
corticosteroides deve ser utilizado com cautela.

A administracdo destas deve ser feita levando-se em consideracdo o estdgio da
infeccdo e o grupo ao qual o paciente pertence; gestante, individuo imunocompetente,
individuo imunocomprometido ou recém-nascido (MONTOYA, LIESENFELD, 2004).
Em infeccdo primdria de gestantes, o tratamento de escolha € iniciado com a
administracdo de espiramicina e posteriormente a associagdo de pirimetamina e
sulfadiazina, com administracdo concomitante de d4cido folinico. Associagdo de
pirimetamina e sulfadiazina € indicada para pacientes imunocomprometidos
(PETERSEN, 2007). Em pacientes imunocompetentes ndo € recomendado tratamento.
Um grande nimero de novas dragas e associacdo de drogas ja existentes estdo sendo
pesquisadas para o tratamento da toxoplasmose, dentre elas, artemisinina, uma droga
comumente utilizado no tratamento de maldria tem sido alvo de estudos quanto a
utilizacdo no tratamento da toxoplasmose (SARCIRON et al., 2001; DJURKOVIM-

DJAKOVIM, et al, 2002; DUNAY, 2004; FERREIRA et al, 2006; JONES-BRANDO et

al, 20006).
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1.13 Artemisia annua L.
Artemisia annua € uma erva de ciclo anual de cerca de 1,80m de altura,

comumente encontrada em regides de vegetacdo de estepes na China (Figura 4)
(HEEMSKERK; SCHALLIG; PITERS, 2006). Taxonomicamente pertence a familia
Asteraceae, cujas indmeras plantas sdo utilizadas na medicina popular como a Artemisia
vulgaris L. e Calendula officinalis utilizadas no controle de verminoses e Achillea
millefolium L utilizada em problemas estomacais (LANS et al., 2007). Atualmente, pode
ser encontrada em outros paises como a Autrdlia, Argentina, Franca, Bulgaria, Hungria,
Italia e USA. Artemisia € utilizada como fonte de Oleos naturais € componentes
aromdticos de grande interesse na indudstria de cosméticos, e como fonte de
artemisinina, uma potente droga antimaldrica (DHINGRA; RAO; NARASU, 1999).
Essa erva tem sido utilizada no tratamento contra febre e malaria na China ha cerca de
150 a.c, entretanto, somente apds a descoberta do metabdlito ativo, artemisinina em
1972, pesquisas sobre seu efeito aumentaram rapidamente. Devido a importincia
concedida a planta apds a descoberta da artemisisnina, folhas de A. annua foram
intensamente coletas o que levou a quase extin¢cdo da planta em determinadas regides
(HEEMSKERK; SCHALLIG; PITERS, 2006). Em resposta a essa grande demanda, A.
annua ja tem sido cultivada na China e no Vietina desde a década de 1970 e em meados
da década de 1990, A. annua passou a ser cultivada na Africa e em outras partes do
mundo. Na Romenia e Bulgéria ela € cultivada para a obten¢ao de 6leo essencial, ja nos
USA € cultivada em pequenas propor¢des para obtencdo de material aromético
(JANICK, 1995). Em 2004 a China anunciou o plantio de 2000ha de A. annua. O
cultivo da erva, entretanto, requer alguns cuidados. As sementes devem ser postas para
germinar em uma estufa muito bem gerenciada, plantulas sdo delicadas e devem ser

plantadas com cuidado em local bem preparado, com uma densidade de 3 a 4 plantas
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por m’ A irrigacdo deve ser realizada se houver risco de escassez de 4gua,
especialmente quatro semanas apds ser transferida para o campo. A colheita é
geralmente realizada manualmente, antes do periodo de floragdo para obtencdo de
maiores quantidades de artemisinina. O material coletado deve ser rapidamente secado,
triturado e estocado protegido de umidade para que se evite a deterioracdo da
artemisinina (HEEMSKERK; SCHALLIG; PITERS, 2006).

A produgdo sintética de artemisinina € muito trabalhosa e requer um alto custo,
desse modo, muitas pesquisas tém sido desenvolvidas no sentido de aumentar a
producido de artemisinina pela A. annua. No Brasil a pesquisa foi iniciada somente apds
1980, por meio da iniciativa de um grupo de cientistas da Universidade Estadual de
Campinas que importou a planta. O trabalho culminou no isolamento da artemisinina. O
hibrido foi desenvolvido para florescimento tardio e maiores teores de artemisinina,
possuindo um significativo ganho no teor de artemisinina (0.02% para 1.4%). Bilia e
colaboradores (2006) demonstraram que um cultivar produzido no Brasil possui altas
concentragdes de artemisinina e flavonoides em relagcdo a um cultivar comercial Chines.

Apesar da grande atenc¢do dada a artemisinina, esse composto nao € o Unico
metabdlito ativo presente em extratos de A. annua. O mesmo possui indmeros
metabolitos secundarios como sesquiterpenos, flavandides, cumarinas, esterdides e
compostos alifdticos. A combinacdo destes constituintes € responsavel pelas atividades

antibacterianas, antiinflamatdrias e antitumorais do extrato (BHAKUNI et al, 2001).
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Fig 4. Foto da planta Artemisia annua. (A) Plantulas cultivadas em casa de vegetacao,

(B) Planta com cerca de 60cm de altura, cultivada em 4rea experimental na UFU.

1.14 Artemisinina

Artemisinina ou quinghaosu € um composto ativo presente em extratos de A.
annua. Quimicamente, € um lactona sesquiterpénica e sua estrutura inclui a presencga de
um endoperoxidase (C-O-O-C) que € unico entre as drogas anti-maldria (Figura 5)
(MESHNICK, TAYLOR, KAMCHONWONGPAISAN, 1996). Dihidroartemisina é
derivado da artemisinina pela reducdo do grupo lactona. Vdrios derivados tém sido
produzidos sinteticamente objetivando uma melhor absor¢do, maior meia vida e acdo
efetiva, além da possibilidade de producdo em larga escala. Essa classe de drogas tem
apresentado muitas vantagens no tratamento da maldria por ndo apresentar parasitos
resistentes a ela e pela rdpida elimina¢do do parasito do sangue periférico. Estudos
recentes t€ém demonstrado a utilizacdo de artemisinina e seus derivados semi-sintéticos
no controle de alguns trematddeos tais como Fasciola hepatica, Schistosoma sp,
Clonorchis sinensis e Opisthorchis viverrini (KEISER et al, 2007a,b; KEISER;

MORSON, 2007; UTZINGER et al, 2007; XIAO et al, 2007; KEISER et al, 2006).

Entretanto, artemisinina e seus derivados possuem meia vida curta, sendo que niveis
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efetivos da droga no plasma s3o sustentados por um curto periodo de tempo. Dessa
forma a utilizacdo desses compostos sozinhos sdo associados a recrudescéncia da
infeccio (MESHNICK, TAYLOR, KAMCHONWONGPAISAN, 1996). Artemisinina e
seus derivados semi-sintéticos sofrem rdpida absor¢do gastro-intestinal e sdo
primeiramente metabolizados no figado, tendo picos plasmaticos em torno de 1h. Esses
compostos sdo entdo rapidamente hidrolisados a dihidroartemisinina e eliminados
rapidamente do plasma com uma meia vida variando de 45 min a 11 horas (DHINGRA;

RAO; NARASU, 1999).

Artemisinin

Figura 5. Representacdo quimica da artemisinina (A) e derivados (B) incluindo a
dihidroartemisinina (R= H), artemether (R= CHj;), arteether (R= CH,CH3), e artesunato
[R= OCO(CH,),CO;,Na].

Fonte: MESHNICK, TAYLOR, KAMCHONWONGPAISAN, 1996.

1.15 Mecanismo de acao em Plasmodium sp e toxicidade

Artemisinina e seus derivados atuam de forma estdgio especifico, agindo
efetivamente sob trofozoitas e gametdcitos. A droga causa mudancas estruturais nos
estagios enterociticos do parasito, pois afetam a estrutura das membranas bioldgicas,

levando a formacdo de vaciolo autofagico e perca de citoplasma o que leva o parasito a
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morte (DHINGRA; RAO; NARASU, 1999). A fun¢do da endoperoxidase € vital para
sua atividade antimaldrica. Tem sido relatado que a morte dos parasitos por artemisinina
e seus derivados € acompanhada pela producdo de compostos toxicos como radicais
livres e aldeidos. Seu mecanismo de acdo € diferente daquele presente em drogas
oxidantes. Ao invés de reagir com o oxigénio e produzir grandes quantidades de radicais
livres contendo oxigénio, a artemisinina € convertida a um radical livre, que é alvo de
proteinas especificas em uma reacdo catalizada por ferro (DHINGRA; RAO; NARASU,
1999).

Nenhuma citotoxidade grave tem sido observada em humanos, possuindo a
artemisinina uma dose letal (DLsp) maior que a da cloroquinona, usualmente utilizada
como medicagdo para tratamento de malaria. Os principais efeitos adversos observados
sdo dores de cabeca, febre, dor abdominal e diarréia. Entretanto, a ingestdao de altas
doses tem sido associada a danos neuroldgicos em experimentos observando caes e
gatos. Em gestantes a administragdo da artemisinina ainda € limitada (DHINGRA;

RAO; NARASU, 1999).

1.16 Efeito da Artemisinina contra 7. gondii

Estudos prévios tém reportado a utilizacdo de artemisinina e seus derivados
sintéticos no controle da infec¢do in vitro por T. gondii. Holfels e colaboradores (1994)
demonstraram uma diminuicdo do nimero de parasitos em células infectadas apds
administra¢do de arteether. Sarciron e colaboradores (2000) mostraram que a utiliza¢ao
da combinacdo de artesunato e dihidroartemisinina induziu uma inibicao do parasitismo
celular in vitro. Em modelo murino houve uma diminuic¢ao de 40% de cistos do parasito
nos animais que foram tratados pela combinacdo das drogas. Um estudo comparando a

eficdcia de quatro diferentes derivados de artemisinina em inibir a multiplicagdo de 7.
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gondii em cultura celular mostrou uma maior eficiéncia do artemether em relacao aos
demais derivados (JONES-BRANDO et al., 2006). Tem sido descrito também a
utilizacdo de artemisinina e seus derivados no controle de infec¢do por Neospora
caninum, um parasito altamente similar ao 7. gondii (KIM et al., 2002).

O mecanismo pelo qual artemisinina inibe a replicagdo de 7. gondii ainda nao
foi totalmente elucidado. Estudos recentes t€ém demonstrado que este mecanismo
envolve a secre¢do de proteinas de micronema que sdo célcio-dependentes. Em estdgios
extracelulares do parasito, o reticulo endoplasmatico € relocalizado para o pdlo apical,
um sitio de alta atividade para a regulacdo da secrecdo de micronemas. Estes estudos
demonstraram que a artemisinina interfere na homeostase de célcio intracelular do
parasito através da inibicdo do armazenamento do mesmo pelo reticulo endoplasmético

(NAGAMUNE, BEATTY, SIBLEY, 2007; NAGAMUNE, MORENO, SIBLEY, 2007).

1.17 Utilizacao do cha de A. annua

A atual farmacopéia da Republica da China lista oficialmente a utilizacdo da
erva seca de A. annua como remédio para febre e maldria pelo preparo de uma infusao
com uma dose didria de 4,5 a 9g da erva seca (RATH et al., 2004). Green e
colaboradores (2000) preconizam o uso de 5g de erva seca por litro de dgua. Estudos
realizados na China mostram que a utilizagao de 72 a 125g de erva seca por dia durante
trés dias consecutivos sdo altamente eficientes. Estudos tém mostrado que a infusao de
A. annua é segura para o tratamento de maldria em gestantes, sendo a LDsy de
162,5g/Kg (WILLCOX et al., 2007). Um recente estudo com a utilizagdo do ché de A.
annua contra malédria, nas condi¢cdes recomendadas pala farmacopéia chinesa
demonstrou um eficiente controle do parasitismo, entretanto, foi observado

recrudescéncia da infeccdo, sugerindo a utilizagcdo de uma combinacdo com outros
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antimalaricos (MUELLER et al, 2004). Pesquisas tém sido desenvolvidas com
utilizacdo de infusdo de A. annua em medicina veterindria. Recentemente, Lans e
colaboradores (2007) apresentaram essa utilizacdo para o tratamento de verminoses e
giardiase em porcos, assim como foi mostrado também uma diminui¢do de 81.6 a
83.2% do desenvolvimento de Cryptosporidium parvum em camundongos. Bhakuni e
colaboradores (2001) demonstraram atividades bioldgicas do extrato de A. annua,
dentre elas, atividade alergénica e controle de muitas infeccdes bacteriana tais como
Salmonella typhi, Proteus vulgares , Staphylococcus aureus.

Nas ultimas duas décadas tem sido sugerido que a eficdcia da planta A. annua é
devido ao efeito sinérgico de seus vdrios componentes € que a combinacdo de
constituintes resulta em uma total atividade antiplasmodial. Muitos polimetoxiflavonas
como a casticin, artemetin, crisosplenetin e circilineol presentes no extrato podem
contribuir para a atividade da artemisinina contra P. falciparum (BHAKUNI et al, 2001
BILIA et al., 2006). Entretanto, ndo ha dados na literatura que comprovem o efeito da
infusdo de A. annua no controle da toxoplasmose, mas sim, relatos de estudos utilizando
a artemisinina e seus derivados. Uma vez que a utilizag@o da infusdo se configura como
uma forma segura e eficaz de tratamento para maldria e outras parasitoses, o presente
trabalho busca avaliar se a infusdo de Artemisia annua tem efeito protetor na infec¢ao
por Toxoplasma gondii em cultura celular e em linhagem de camundongo susceptivel a

infeccao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos dos tratamentos in vitro € in vivo com extrato total da erva

Artemisia annua L. sobre o controle da infec¢ao aguda por Toxoplasma gondii.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar a citotoxicidade do extrato total de A. annua em cultura de fibroblastos
humanos por meio da determinacdo da viabilidade celular e da dose t6xica mediana
(DTso).

Avaliar o efeito do tratamento in vitro com extrato total de A. annua em
diferentes concentracdes sobre fibroblastos humanos infectados com taquizoitas da cepa
RH de T. gondii.

Avaliar o efeito do tratamento in vitro com extrato total de A. annua em diferentes
concentracoes sobre taquizoitas da cepa RH de T. gondii antes da infeccdo de
fibroblastos humanos.

Avaliar o efeito do tratamento in vivo com extrato total de A. annua sobre a
infeccdo aguda com a cepa altamente virulenta (RH) ou cistogénica (ME49) de T.
gondii em camundongos da linhagem C57BL/6.

Avaliar o efeito do tratamento in vitro com extrato total de A. annua em diferentes

concentragdes sobre a producao de citocinas e 6xido nitrico por macr6fagos murinos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Fémeas de camundongos C57BL/6 e BALB/c com seis a dez semanas de idade
foram obtidos do Centro Multidisciplinar para Investiga¢do Bioldgica, da Universidade
de Campinas (UNICAMP) e roedores machos Calomys callosus, da linhagem
Canabrava, com oito a doze semanas de idade foram cedidos gentilmente pela Profa.
Dra. Eloisa Amaélia V. Ferro, Laboratério de Histologia, Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Os animais foram mantidos
no Centro de Bioterismo e Laboratorio de Experimentacdo Animal (LEA) da UFU em
condi¢des padronizadas de criacdo, com ciclos de doze horas de luz e doze horas de
escuro em salas com temperatura controlada (25 £ 2°C), com égua e ra¢do ad libitum.
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas recomendadas pelo

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1991).

3.2 Cultura de Células

Fibroblastos humanos (HFF) foram obtidos de American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, USA) e cultivados em garrafas de cultura de tecidos de 25 cm? até
atingirem a confluéncia. As células foram cultivadas em meio RPMI completo,
consistindo de meio RPMI-1640 (Gibco, Paisley, UK) suplementado com 25 mM
HEPES2 mM L-glutamina, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina (todos
reagentes fornecidos por Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) e 10% soro fetal bovino

(Cultilab, Campinas, Brasil) em estufa umidificada a temperatura de 37°C e 5% CO,.
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3.3 Parasitos

Parasitos da cepa RH de 7. gondii foram mantidos por meio de inoculagcdo
intraperitoneal em camundongos Swiss, através de passagens seriadas a intervalos de
48-72 horas de um indculo de aproximadamente 10° taquizoitas obtidos do exsudato
peritoneal de camundongos previamente infectados (MINEO; CAMARGO;
FERREIRA, 1980). Os exsudatos peritoneais foram obtidos por meio de lavagem da
cavidade abdominal com solucdo salina tamponada com fosfatos a 0,01 M (PBS, pH
7,2) estéril e, em seguida, as suspensOes parasitirias foram submetidas a uma
centrifugacdo rdpida (720 x g, 5 minutos) para remover debris celulares do hospedeiro.
O sobrenadante foi coletado e lavado por duas vezes (720 x g, 10 minutos, 4°C) com
meio RPMI 1640. O sedimento final da suspensdo parasitaria foi ressuspendido em 5
mL de meio RPMI 1640 e os parasitos vidveis foram contados em camara
hemocitométrica usando o corante azul de Tripan (0,4%) por exclusdo vital. Cistos da
cepa avirulenta (ME49) de T. gondii foram obtidos de tecido cerebral de C. callosus
infectados 30-45 dias previamente por via oral com 20 cistos parasitarios (Barbosa et
al., 2007). Cérebros dos animais foram removidos, lavados em PBSe o material foi
homogeneizado com auxilio de seringa e agulha (25 x 7 mm). O macerado foi entdo
lavado por centrifugacdo a 1000 x g por 10 min e entdo, os cistos parasitdrios foram

contados por microscopia Optica em aumento de 10 vezes.

3.4 Drogas

Sementes de Artemisia annua L. foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Pedro
Melillo de Magalhaes, do Centro Pluridisciplinar de pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas da UNICAMP. As sementes foram semeadas em dezembro de 2005. As

mudas foram formadas em bandejas de isopor de 72 células e 120 cm®, com substrato
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enriquecido de adubo organico (esterco curtido, bagacilios de cana, capim volumoso,
farelo de soja e terra vegetal) que foram dispostas em casa de vegetacdo. Trés meses
apoOs a semeadura efetuou-se o plantio de 19 plantulas na 4rea experimental do Instituto
de Ciéncias Agrarias (UFU) com um espacamento de 1,0 x 0,6 m. As plantas foram
colhidas antes do periodo de floracio para se obter a mdaxima eficiéncia no
aproveitamento do principio ativo (artemisinina). As partes aéreas da planta (folhas e
galhos) foram submetidas 4 secagem a 40°C por 48 horas (DUARTE et al, 2004) e, em
seguida, 2 moagem em moinho do tipo Wiley e o material seco e moido foi armazenado
em local de baixa umidade até a preparagdo do extrato total. O extrato total de A. annua
foi preparado como infusdo a partir de dez gramas da planta seca dissolvidos em 100 ml
de 4gua destilada fervida. A mistura foi ligeiramente agitada e coberta com gaze por 10
minutos, o material foi recuperado por filtragdo e a mistura foi resfriada a temperatura
ambiente (RATH et al., 2004).

Sulfadiazina foi obtida comercialmente a uma concentracdo de 80 mg/L

(Biopharma, Uberlandia, Brasil)

3.5 Ensaio de Citotoxicidade

A citotoxicidade das drogas foi avaliada pela viabilidade celular de fibroblastos
humanos utilizando a andlise de MTTcomo descrito por Mosmann e colaboradores
(1983). Fibroblastos (1x10° células/poco) foram cultivados em placas de 96 pogos, em
triplicata, com meio RPMI completo na auséncia ou presenca de diluicdes duplas
seriadas do extrato total de A. annua (2,5 a 0,08 mg/mL) ou sulfadiazina (200 a 1,56
ug/mL) por 24 h a 37°C e 5% CO, Como controle, células foram incubadas somente

com meio. Posteriormente, as células foram lavadas com meio e adicionadas de 10 pL

de azul de tiazolil (MTT, Sigma Chemical Co.) na concentracdo de 5 mg/mL em 90 pl
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de meio RPMI completo, 4 h antes do final da cultura. O sobrenadante foi removido e as
particulas insoliveis de coloracio roxa produzidas por células vidveis que
metabolizaram o MTT foram entdo solubilizadas com 100 pL/pogo de solucdao 10% de
duodecil sulfato de s6dio (SDS) e 50% N, N-dimetil formamida. Apés 30 minutos de
incubacgdo, a densidade 6ptica foi determinada a 570 nm em leitor de placa (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, USA). Os resultados foram expressos
como a porcentagem de células vidveis em relacdo ao controle.

A dose citotoxica mediana (dose toxica de 50% — DTsy) de cada droga foi
calculada por extrapolacdo da curva dose-resposta correspondente em um gréafico log-
linear empregando as por¢des da curva que cruzaram o ponto que corresponde a 50%

(JONES-BRANDO et al., 2006).

3.6 Efeito das drogas na infeccao por 7. gondii in vitro

Fibroblastos (1 x 10° células/po¢o/200 pL) foram cultivados em laminulas de
vidro redondas com 13 mm de didmetro em placas de 24 pocos a 37°C e 5% CO,. As
monocamadas celulares foram entdo lavadas com meio RPMI e infectadas com
taquizoitas da cepa RH de T. gondii (2 x 10 parasitos/poco/200 pL) em uma proporcio
de 2 parasitos por célula (2:1). Apds 3 horas de incubacgado, as células foram novamente
lavadas para remover parasitos ndo aderentes e entdo tratadas com dilui¢des duplas
seriadas do extrato total de A. annua (2,5 a 0,08 mg/mL) ou sulfadiazina (200 a 1,56
ug/mL). Como controle, as células infectadas foram incubadas somente com meio de
cultura por 24horas.

Em outro experimento, parasitos foram pré-tratados por 1 h com as diferentes
concentracoes de drogas como acima descrito ou somente com meio de cultura

(controle) e entdao incubados com monocamadas de fibroblastos em laminulas de vidro
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em uma taxa de infeccdo de 2:1 (parasitos:células) por 24 h a a 37°C e 5% CO,.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS, fixadas com formalina a 10%
tamponada com fosfatos por 2 h e as laminulas foram entdo coradas com azul de
toluidina a 1% (Sigma Chemical Co.) por 5 segundos.

As laminulas foram montadas em laminas de microscopia e as células foram
examinadas em microscopia de luz para avaliagdo dos parametros de indice de infec¢ao
(porcentagem de células infectadas por 100 células examinadas) e replicagdo
intracelular do parasito (média do ntmero de parasitos por célula em 100 células
infectadas) (OLIVEIRA et al., 2006). Resultados foram expressos como a porcentagem
de inibi¢do de cada droga em relacdo ao controle, que foi estabelecido como 100% de
infeccdo. A dose inibitéria mediana (dose inibitdria 50% — Dlsg) de cada droga foi
também calculada como descrito anteriormente para DTsp. Além disso, para cada droga
foi também calculado o Indice Terapéutico (IT) de acordo com a seguinte férmula: IT =

DTsq/ Dlsy.

3.7 Efeito das drogas na infeccao por 7. gondii in vivo

Inicialmente, 30 fémeas de camundongos C57BL/6 foram infectados por via
intraperitoneal com 10 taquizoitas da cepa RH de T. gondii e entdo distribuidos em trés
grupos de 10 animais que foram tratados no mesmo dia do inéculo durante 5 dias, em
intervalos regulares de 8 horas, como segue: (i) 10 mg/Kg/dia do extrato total de A.
annua por via subcutanea; (ii) 400 mg/L/dia de sulfadiazina na 4gua de bebida(Jeroen et
al., 2005); e (iii) PBS (200 pl) por via subcutanea.

Em outra série de experimentos, 15 fémeas de camundongos C57BL/6 foram
infectadas por via intraperitoneal com 20 cistos cerebrais da cepa ME49 de T. gondii e

entdo distribuidos em trés grupos com cinco animais, os quais foram tratados como
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descrito anteriormente. Um grupo controle adicional com cinco animais nao infectados,
mas tratados com 10 mg/Kg/dia de extrato total de A. annua por via subcutinea foi
incluido. Os animais foram observados diariamente quanto a mortalidade e a morbidade
foi analisada de acordo com um sistema baseado em escores como previamente descrito
(BARTLEY et al., (2006), apresentando as seguintes caracteristicas: (escore 0) pélo
normal e lustroso, manuten¢do do peso do animal em nivel de pré-infeccao, animal
ativo; (escore 1) pélo ourigado/arrepiado, perda de 10% de peso, relutdncia em se
movimentar, dorso arqueado; (escore 2) pélo rigido, perda de 20% de peso. Todos os
animais sobreviventes foram sacrificados 30 dias pos-infec¢do (dpi) e seus tecidos
(cérebro, figado e pulmao) foram coletados para andlise imunohistoquimica, bioensaio

em camundongos e rea¢cdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo de 7. gondii.

3.8 Coloracao por Hematoxilina e Eosina e ensaio de Imunohistoquimica

Tecidos foram fixados em formalina 10% tamponada e embebidos em parafina
seguindo os procedimentos histologicos de rotina. Cortes de tecidos com 4 pm de
espessura (distancia de 40 pum entre os cortes) foram obtidos em micrétomo e montados
em laminas de microscopia. Cortes foram corados por Hematoxilina Eosina
(BARBOSA et al, 2006). Para imunolocalizacdo dos parasitos, foi seguido o protocolo
segundo (SILVA et al., 2002). Cortes foram desparafinizados e hidratados em
concentracdo decrescente de alcodis, e entdo incubados por 30 min a temperatura
ambiente com 3% de peroxido de hidrogénio para bloqueio da peroxidase enddégena.
Em seguida, cortes foram incubados com tampao citrato 0.2 M, pH 6.0, em microondas
(um ciclo de 7 min) para resgate dos sitios antigénicos. Os cortes foram entdo incubados
por 20 min a 37°C com 1% de soro albumina bovina em PBS para bloqueio dos sitios

ndo especificos e, em seguida, com soro policlonal de coelho contra antigenos da cepa
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RH de T. gondii diluido a 1:250 em PBS por 18 horas a 4°C. Como controle da reacdo,
cortes em paralelo foram incubados com soro de coelho ndo-imune. Apds dois ciclos de
lavagens durante 3 min com PBS, foi adicionado o anticorpo secunddrio biotinilado
anti-IgG de coelho diluido a 1:250 em PBS e incubado por 30min a 37°C. Apés novo
ciclo de lavagens, a reacdo foi revelada utilizando o complexo estreptavidina-peroxidase
biotinilada (DAKO Corporation, Carpinteria, USA) a 1:250 em PBS por 30 minutos a
37°C. A reagdo foi desenvolvida pela adi¢do do substrato enzimadtico consistindo de
diaminobenzidina (DAB) e per6xido de hidrogénio em tabletes (Sigma Chemical Co.)
por 5 min. As laminas foram entdo submetidas a contracoloragdo com hematoxilina de

Harrys e examinadas em microscopia de luz.

3.9 Bioensaio em camundongo

Deteccdo de T. gondii nos animais sobreviventes foi avaliada por meio de
bioensaio em camundongos como descrito anteriormente (FREYRE et al.,, 2000).
Tecidos cerebrais foram homogeneizados em 2 mL de PBS e separadamente inoculados
200l por via intraperitoneal em camundongos BALB/c. Os animais foram observados
diariamente quanto a mortalidade ou morbidade e amostras de sangue dos animais
sobreviventes foram coletadas e analisadas quanto a soroconversdo por meio da

deteccao de anticorpos IgG anti-T. gondii por ELISA (BARBOSA et al., 2006).

3.10 PCR para deteccao de DNA de 7. gondii

A presenca de DNA de 7. gondii em tecido cerebral dos animais sobreviventes foi
investigada por PCR (GRIGG; BOOTHROYD, 2001). Tecido cerebral foi tratado com
100 mg/mL de proteinase K (Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil) em

tampdo contendo 10 mM Tris-HCI, 0.1 M EDTA, 0.5% SDS (pH 8.0) a 50°C for 3 h.
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Amostras foram entdo submetidas a extracdo por fenol/cloroférmio/alcoolisoamil
(25:24:1, pH 8.0) e o DNA fo1 precipitado da fase aquosa por tratamento com 2,5
volumes de etanol gelado. PCR qualitativo foi realizado para detecg¢ao de 35 copias do
gene Bl de T. gondii usando os primers 5" TCTTCCCAGAGGTGGATTTC-3"(sense,
151-171 nucleotideos) e 5'CTCGACAATACGCTGCTTG-3"(antisense, 682-663
nucleotideos) (Invitrogen Life Technologies), os quais amplificam um fragmento de 531
bp. Ap6s incubacdo inicial por 3 min a 95°C, as amostras foram submetidas a 38 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento por 1,2 min a 62°C, e extensao por 2 min
a 72°C (SILVA et al., 2002). Produtos da PCR foram analisados em gel de 1% de
agarose contendo 0.5 mg/mL of brometo de etideo e visualizados sob iluminagdo de

ultra-violeta.

3.11 Determinacao da producio de nitrito e citocinas

Camundongos C57BL/6 foram inoculados por via intraperitoneal com 1 mL de
3% de meio tioglicolato estéril (w/v). Apos 4 dias, macréfagos foram coletados da
cavidade intraperitoneal por lavagem com PBS estéril. Células (1x10° cells/poco) foram
cultivadas em placas de 24 pocos por 24 h com meio RPMI completo a 37° € 5% CO,
(SEABRA et al., 2002). Apo6s este periodo, as células foram estimuladas, em triplicata,
com diluicdes duplas seriadas do extrato total de A. annua de 10 a 0,65 mg/mL. Como
controles positivo e negativo, as células foram estimuladas com 1 ng/mL de IFN-y
(PharMingen, California, USA) e 10 pug/mL de LPS (Sigma Chemical Co.) ou somente
com meio, respectivamente, sob as mesmas condi¢cdes de cultivo. Sobrenadantes de
cultura foram coletados apés 24 e 48 h de incubagdo a 37°C e 5% CO,e analisados

quanto a presenca de nitrito (SEABRA et al., 2002).
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Em resumo, 100 pL de sobrenadante de cada poco separadamente, foram
adicionados (v/v) ao reagente de Griess (0,1% N-1-naphthyl-ethylenediamina em dgua
destilada e 1% sulfanilamida em 5% dacido fosférico) em placas de 96 pogos. Valores de
absorbancia foram lidos a 570 nm em leitor de placas e a concentracio de nitrito foi
calculada por comparagdo com uma curva padrao usando nitrito de sédio.

Niveis de IL-12 e TNF-a também foram quantificados em sobrenadantes de
cultura de macréfagos, apos 24 e 48 h de estimulagdao com diferentes concentragdes do
extrato de A. annua como descrito acima. Niveis de citocinas foram determinados pela
técnica de ELISA sanduiche de acordo com as instrucdes do fabricante (PeProtech,
Veracruz, México) por meio da comparacdo com uma curva padrdo construida com
citocinas murinas recombinantes. A sensibilidade de deteccao do teste foi de 78 pg/mL

para IL-12 e 390 pg/mL para TNF-a.

3.12 Analise Estatistica

O método de Kaplan-Meier foi usado para comparar as taxas de sobrevivéncia
entre os grupos estudados (FLETCHER et al., 1996) e as curvas de sobrevivéncia foram
comparadas usando o teste do 2. Niveis de citocinas foram analisados por teste ¢ de
Student. A andlise estatistica e a construcao dos graficos foram realizadas utilizando o
programa GraphPad Prism versdo 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

4.1 Atividade citotéxica do extrato total de A. anuua

A porcentagem de viabilidade celular de fibroblastos humanos (HFF) na presenca de
diferentes concentragdes de extrato total de A. annua e sulfadiazina foi determinada.
Foram observadas taxas em torno de 70% de viabilidade celular mesmo quando as mais
altas concentragdes de extrato total de A. annua (Fig. 6A) e sulfadiazina (Fig. 6B) (10

mg/mL e 200 ug/mL) respectivamente, foram utilizadas.
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Figura 6. Atividade citotoxica do extrato de Artemisia annua L. in vitro
determinada por ensaios de MTT. Fibroblastos humanos foram cultivados em placas
de cultura de 96 pogos na auséncia (controle) ou presenca de diferentes concentragdes
de (A) extrato total de A. annua ou (B) sulfadiazina por 24 h. Os resultados foram

expressos como a porcentagem de células vidveis em relacdo ao controle.

4.2 Efeito do extrato total de A. annua na infeccao in vitro por T. gondii
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Foi avaliado o efeito de diferentes concentragdes do extrato total de A. annua e de
sulfadiazina contra a invasao e replicacdo celular de 7. gondii em fibroblastos humanos

sob duas diferentes condi¢Oes de tratamento (Fig. 7).

4.2.1 Pré-tratamento de taquizoitas de 7. gondii com extrato total de A. annua ou
sulfadiazina antes da infeccao de fibroblastos humanos

Em relagdo ao pré-tratamento de taquizoitas de 7. gondii com diferentes
concentragdes do extrato total de A. annua, foi observada uma curva de inibi¢do dose-
resposta que alcangou taxas em torno de 75% de inibi¢do para ambos parametros
analisados, indice de infeccdo e taxa de replicacdo intracelular (Figs. 7A e 7B).
Resultados similares foram encontrados quando os parasitos foram pré-tratados com
diferentes concentragdes de sulfadiazina (Figs. 7E e 7F), embora taxas de inibicao
ligeiramente maiores da replicacdo intracelular do parasito foram observadas quando os
parasitos foram pré-tratados com o extrato total da planta em relacdo ao tratamento com

sulfadiazina.

4.2.2 Tratamento com extrato total de A. annua ou sulfadiazina de fibroblastos
humanos previamente infectados com taquizoitas de 7. gondii
Nessa condicao, o tratamento com diferentes concentragdes do extrato total de A.
annua de fibroblastos humanos infectados com taquizoitas de 7. gondii também
mostrou uma curva de inibi¢do dose-resposta, com taxas em torno de 30% de inibi¢ao
tanto para a avaliacdo do indice de infec¢do quanto para a taxa de replicacdo intracelular
do parasito (Fig. 7C e 7D). O tratamento das células, previamente infectadas, com
diferentes concentragdes de sulfadiazina mostrou resultados similares, embora taxas de
inibi¢do ligeiramente maiores foram observadas somente com relacdo ao indice de
infeccdo (Figs. 7G e 7H). Fotomicrografias relativas ao ensaio sdo mostradas na Figura

8.
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7. Efeito do tratamento com extrato total de Artemisia annua L. ou

sulfadiazina sobre o indice de infeccao e replicacdo intracelular de Toxoplasma

gondii em fibroblastos humanos. Indice de infec¢io (A) e replicagio intracelular do

parasito (B) em fibroblastos humanos infectados com parasitos pré-tratados com extrato

total de A. annua; Indice de infecgdo (C) e replicacdo intracelular do parasito (D) em

fibroblastos humanos infectados e posteriormente tratados com extrato total de A.

annua; Indice de infeccio (E) e replicacdo intracelular do parasito (F) em fibroblastos

humanos infectados com parasitos pré-tratados com sulfadiazina; Indice de infeccio (G)

e replicacdo intracelular do parasito (H) em fibroblastos humanos infectados e

posteriormente tratados com sulfadiazina.
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Figura 8 Fotomicrografias de fibroblastos humanos (HFF) infectados com T.
gondii: (A) HFF infectados e nao tratados, (B) HFF infectadas e tratadas com extrato de
A. annua. (C) Taquizoitas de T. gondii foram pré-tratados com extrato de A. annua

antes da infeccdo em HFF. Setas indicam vacuolos com presenca do parasito. Barras

representam 22pm.
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Com base nos resultados obtidos referentes a citotoxicidade das drogas,
determinada pela viabilidade celular, e indices de inibi¢do da infec¢do pelo parasito, a
dose toxica de 50% (DTsp), a dose inibitdria de 50% (Dlsp) e o correspondente indice
terapéutico (IT) para ambas as drogas nas duas diferentes condi¢des de tratamento
foram calculados e estdo demonstrados na Tabela 1.

Na condicao de pré-tratamento de taquizoitas de T. gondii com as drogas antes da
infeccao de fibroblastos humanos com o parasito, o extrato total de A. annua apresentou
DIso de 103,6 ug/mL e DTso de 56.409 ug/mL. Para o tratamento com sulfadiazina, os
valores corresponderam a Dlsy de 2,5 ug/mL e DTsy de 485,9 ug/mL. Portanto, o IT
calculado para o extrato total de A. annua (IT = 544,5) foi melhor que aquele
encontrado para sulfadiazina (IT = 194,4). Por outro lado, sob a condi¢@o de tratamento
de fibroblastos humanos apds a infeccao com taquizoitas de 7. gondii, valores baixos e
similares de IT foram determinados para ambas as drogas analisadas (IT = 4,8 para o

extrato total de A. annua e IT = 6,1 para sulfadiazina).
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Tabela 1. Inibi¢do in vitro da infeccio por Toxoplasma gondii em fibroblastos humanos
pela administracdo do extrato total de Artemisia annua L. ou sulfadiazina sob diferentes

condig¢des de tratamento.

Tratamento Drogas DIso‘ (ug/mL)  DTs0® (ug/mL) IT®

Extrato total 103.6 56.409.0 5445

Pré- infec¢io®
de A. annua

Sulfadiazina 2,5 485.,9 1944

Extrato total 11.666,9 56.409,0 4.8

fo s = b
Pés- infecgcao
de A. annua

Sulfadiazina 79,6 485.,9 6,1

* Tratamento de taquizoitas de 7. gondii com as drogas antes da infec¢do de fibroblastos humanos;

® Tratamento de fibroblastos humanos com as drogas ap6s a infec¢do por taquizoitas de T. gondii;

¢ DIy : Dose inibitéria de 50%;

d DTs5,: Dose téxica de 50%;

°IT: Indice terapéutico = DTs, /Dl

4.3 Efeito do extrato total de A. annua na infeccao in vivo por T. gondii
Camundongos foram infectados com a cepa RH virulenta ou com a cepa ME49

cistogénica avirulenta de 7. gondii e submetidos a tratamento com as diferentes drogas,

e as curvas de mortalidade e morbidade foram analisadas (Fig. 9).

4.3.1. Andlise da mortalidade e morbidade de camundongos infectados com a cepa
RH de T. gondii

Curvas de sobrevivéncia de camundongos infectados com a cepa RH (Fig. 9A)
ndo apresentaram diferencas significativas entre o tratamento com extrato total de A.
annua (taxa de sobrevivéncia de 20% aos 30 dpi e sobrevivéncia mediana de 12 dias) e

sulfadiazina (taxa de sobrevivéncia de 50% aos 30 dpi e sobrevivéncia mediana de 25,5
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dias) (P = 0,0820). Entretanto, as curvas de sobrevivéncia dos animais submetidos a
ambos tratamentos foram significativamente maiores que aquela dos animais infectados
e tratados com PBS (grupo controle) que morreram aos 10 dpi ( sobrevivéncia mediana
de nove dias) (P = 0,0007).Como esperado, todos os animais ndo infectados e tratados
com o extrato total de A. annua sobreviveram até o final do experimento.

Analisando as curvas de escores de morbidade (Fig. 9B), os animais tratados com
o extrato total de A. annua desenvolveram pélo arrepiado/ourigado aos 6 dpi e a partir
do 7° dpi foram observados sintomas clinicos adicionais como resisténcia para se mover
e curvatura do dorso. Houve uma perda de 10% do peso médio do grupo aos 10 dpi,
entretanto, a partir do 15° dpi os animais sobreviventes ndo apresentaram sintomas
clinicos até o final do experimento.

Curvas similares de escores de morbidade foram observadas para os animais
tratados com sulfadiazina, embora os sinais clinicos foram observados até o 21° dpi.
Animais do grupo controle infectados e tratados com PBS apresentaram sinais clinicos
mais precoces (3 dpi) e escores maximos de morbidade foram alcancados entre 6 € 9

dpi, quanto todos os animais desse grupo morreram.
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Figura 9. Curvas de sobrevivéncia e escores médios de morbidade de camundongos
C57BL/6 apés infeccio com a cepa virulenta (RH) de 7. gondii. Animais foram
tratados logo apoés a infecgado (10° taquizoitas via intraperitoneal) com o extrato total de
A. annua (10 mg/Kg/dia; via subcutanea) ou com sulfadiazina (400 mg/L; agua de
bebida) durante 5 dias em intervalos de 8 horas. Como controle, animais foram
infectados com o parasito e tratados com PBS ou ndo foram infectados e tratados

somente com o extrato total de A. annua (10 mg/Kg/dia).
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4.3.2. Analise da mortalidade e morbidade de camundongos infectados com a cepa
MEA49 de T. gondii

Curvas de sobrevivéncia de camundongos infectados com a cepa avirulenta ME49
de T. gondii estdo ilustradas na Figura 10A. Taxas de 100% de sobrevivéncia aos 30 dpi
foram encontradas para ambos os tratamentos com o extrato total da planta e
sulfadiazina. Entretanto, foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre a
curva de sobrevivéncia dos animais submetidos a ambos tratamentos e aquela do grupo
controle (animais infectados e tratados com PBS), no qual todos os animais morreram
até 0 25° dpi (sobrevivéncia mediana de 10 dias) (P = 0,0001).

As curvas de escores de morbidade foram similares para ambos tratamentos com as
drogas (Fig. 10B), embora os animais tratados com o extrato total de A. annua
apresentaram sinais clinicos entre 6 € 13 dpi, enquanto os animais tratados com a
sulfadiazina apresentaram sinais clinicos de 6 a 8 dpi. Por outro lado, animais controles
infectados e tratados com PBS apresentaram escores de morbidade mais altos, mais

precocemente € por um maior periodo de tempo (3 a 24 dpi).



66

100 2
__ 80
S —0—PBS
3 60 —— Sulfadiazina
c
fg —e— Artemisia annua
> 404 o
g —>—ndo infectado e tratado
3 20 com extrato de A.
7 annua
c L L L L L L}
0 5 10 15 20 25 30
Dias pos infeccao
4 -
(]
el
©
S
2
o
£
[
o
2
k)
‘O
£
2
o
[&]
(7]
w

0 5 10 15 20 25 30

Dias pos infeccao

Figura 10. Curvas de sobrevivéncia e escores médios de morbidade de
camundongos C57BL/6 apos infeccio com a cepa avirulenta (ME49) de T. gondii.
Animais foram tratados logo apds a infec¢do (20 cistos cerebrais, via intraperitoneal)
com o extrato total de A. annua (10 mg/Kg/dia; via subcutanea) ou com sulfadiazina
(400 mg/L; agua de bebida) durante 5 dias em intervalos de 8 horas. Como controle,
animais foram infectados com o parasito e tratados com PBS ou ndo foram infectados e

tratados somente com o extrato total de A. annua (10 mg/Kg/dia).
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4.4 Deteccao de T. gondii nos tecidos

Os animais sobreviventes aos 30 dpi foram sacrificados e amostras de tecido (figado
e cérebro) foram colhidas para detec¢do de 7. gondii. Nenhum parasitismo de tecido foi
observado por imunohistoquimica no cérebro e no figado dos animais sobreviventes que
haviam sido infectados com a cepa RH de 7. gondii e submetidos ao tratamento com o
extrato total de A. annua ou sulfadiazina, ou daqueles infectados com a cepa ME49 e
tratados com sulfadiazina (Tabela 2). Entretanto, todos os animais infectados com a
cepa ME49 e tratados com o extrato total de A. annua mostraram a presenca de cistos

no tecido cerebral revelados por imunohistoquimica (Fig. 11).
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Figura 11. Fotomicrografia de tecido cerebral de camundongos (C57/BL6)
infectados com cepa ME49 de T. gondii e tratados imediatamente apés a infeccao
com 10 mg/Kg/dia de extrato total de A. annua. Setas mostram cisto parasitario. (A,
B) aumento de 40X e 100X respectivamente; (C, D) Coloracdo por Hematoxilina e

Eosina; (C) cistos teciduais, (D) tecido ndo parasitado. Barras representam 22um.
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Em relacio ao bioensaio em camundongos, todos os animais sobreviventes
infectados com as cepas RH ou ME49 de T. gondii e submetidos ao tratamento com o
extrato total de A. annua ou sulfadiazina demonstraram a presenca de parasitos viaveis
ou antigenos parasitirios em tecidos cerebrais, como demonstrado por resultados
positivos encontrados para a mortalidade e soroconversdo, respectivamente (Tabela 2).
Resultados de PCR confirmaram a presenca de DNA de T. gondii em tecido cerebral de
animais sobreviventes infectados com as cepas RH ou ME49 e tratados com o extrato

total de A. annua ou sulfadiazina (Tabela 2 e Fig. 12).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1000 bp

700 bp

500 bp — 531bp

Figura 12. Analise representativa de PCR de 35 cépias do gene B1 em tecido
cerebral de camundongos C57BL/6 coletado apds 30 dias de infeccao com a cepa
RH ou ME49 de Toxoplasma gondii e submetidos ao tratamento com o extrato total
de A. annua ou sulfadiazina. (1) marcador de peso molecular DNA; (2) DNA de
taquizoita de 7. gondii (cepa RH); (3) tecido cerebral de camundongo nao infectado; (4
e 5) tecido cerebral de camundongo infectado com a cepa RH de T. gondii e tratado com
extrato total de A. annua; (6, 7, 8, 9 e 10) tecido cerebral de camundongos infectados
com a cepa RH de T. gondii e tratados com sulfadiazina; (11, 12, 13, 14 e 15) tecido
cerebral de camundongos infectados com a cepa ME49 de T. gondii e tratados com
extrato total de A. annua; (16, 17, 18, 19e 20) tecido cerebral de camundongos

infectados com a cepa MEA49 de T. gondii e tratados com sulfadiazina.
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Tabela 2. Resultados comparativos de imunohistoquimica, bioensaio em camundongos e
PCR em animais sobreviventes apds infeccdo por Toxoplasma gondii e tratamento por

extrato total de A. annua ou sulfadiazina.

Bioensaio em

Imunohistoquimica
Infeccao Animais camundongos PCR®
por T. Tratamento® sobre-
e 3
gondii viventes Cérebro Figado Mortali Sorocon-
dade versao

Extrato total

de A. annua 2/10 0/2 0/2 2/2 ND 2/2
Cepa RH

Sulfadiazina 5/10 0/5 0/5 4/5 1/1 5/5

Extrato total de

A. annua 5/5 5/5 0/5 4/5 1/1 5/5
Cepa
ME49

Sulfadiazina 5/5 0/5 0/5 4/5 1/1 5/5

# Infeccdo foi realizada com 10” taquizoitas da cepa RH ou com 20 cistos da cepa ME49 de T.
gondii por via intraperitoneal;

P Tratamento foi realizado logo ap6s a infeccdo com extrato total de A. annua (10 mg/Kg/dia em
intervalos de 8 horas por 5 dias) ou com sulfadiazina (400 mg/L/dia na 4gua de beber por 5 dias);
“PCR foi realizada em tecido cerebral como descrito em Material e Métodos.

ND: ndo realizado.
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4.5 Determinacio da producio de citocinas e nitrito em sobrenadantes de
macrofagos murinos apoés estimulacdo com diferentes concentracoes de extrato

total de A. annua

Sobrenadantes de cultura de macrofagos peritoneais murinos foram analisados
para a detec¢do de citocinas ou nitrito apds a estimulacdo com diferentes concentragdes
do extrato total de A. annua (Fig. 13). Niveis de IL-12 foram significantemente
aumentados apds 24 horas de estimula¢do com as mais altas concentragdes do extrato
total de A. annua (10, 5 e 2,5 mg/mL) em relacdo ao meio de cultura (P < 0,0001)) (Fig.
13A). Em contraste, niveis detectdveis de TNF-a ndo foram encontrados apds 24 ou 48
h de estimulagdo dos macréfagos com as diferentes concentragdes do extrato total de A.
annua (Fig. 13B). Controles positivos (LPS+IFN-y), entretanto, apresentaram niveis de
IL-12 significantemente aumentados apds 24 e 48 h de estimulacdo (P < 0,0001),
enquanto que niveis significantes de TNF-a sé foram observados apds 24 h da adi¢do do

estimulo (P < 0,0001).

Niveis detectdveis de nitrito ndo foram encontrados apds a estimulacdo de
macréfagos murinos com as diferentes concentragdes do extrato total de A. annua

(dados ndao mostrados).
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Figura 13. Quantificacio de citocinas em sobrenadantes de cultura de macréfagos
peritoneais apos 24 h e 48 h de estimulacido com diferentes concentragoes do
extrato total de A. annua. Niveis de IL-12 (A) e TNF-a (B) foram determinados por
ELISA sanduiche. Resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo obtidas de
culturas em triplicata. * P < 0,0001 in relacdo ao meio para sobrenadantes de cultura

apos 24 h; # P < 0,0001 em relacdo ao meio para sobrenadantes de cultura apos 48 h.



73

5. DISCUSSAO

T. gondii é um parasito capaz de infectar qualquer célula nucleada do hospedeiro,
sua distribuicdo € cosmopolita e estima-se que um ter¢o da populacdo mundial ja tenha
entrado em contato com o parasito (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). A ingestao de
dgua ou alimentos contaminados facilita a transmissdo principalmente em &4reas de
baixas condi¢Oes sdcio-econdOmicas, nas quais as taxas de prevaléncia do parasito
chegam a 70% (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). Devido a sua importancia
médica direcionada a grupos como gestantes € imunocomprometidos, nos quais 0s
efeitos da infec¢do sdo mais acentuados, indmeras pesquisas tém sido desenvolvidas,
inclusive envolvendo o0s aspectos etnofarmacoldgicos, no ambito de gerar
medicamentos novos € mais eficazes, que possam atuar contra todos os estigios
evolutivos do parasito e apresentem pouco efeito adverso ao paciente (FERREIRA et
al., 2006; LANS, 2007; PETERSEN, 2007).

Tendo em vista esta problemadtica, neste estudo, nds avaliamos o efeito da
administracdo da infusdo de uma planta milenarmente utilizada na medicina chinesa,
para o tratamento de infec¢des por parasitos do género Plasmodium, porém no
tratamento in vitro € in vivo da infeccdo por 1. gondii, uma vez que ambos parasitos sao

pertencentes ao mesmo filo.

5.1 Toxicidade e eficiéncia das drogas sobre a infeccao por 7. gondii in vitro

O ensaio de citotoxicidade demonstrou que o extrato total de A. annua apresentou
baixa toxicidade para fibroblastos humanos (DTsp= 56,409 ug/mL) enquanto a
sulfadiazina, como medicacdo de usual escolha para o tratamento da toxoplasmose,

apresentou alta toxicidade (DTsop= 485 pg/ml), confirmando relatos anteriormente
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descritos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; MARTINS-DUARTE, 2006;
PETERSEN, 2007). Esta alta toxicidade apresentada pela sulfadiazina gera muitos
transtornos durante o tratamento da infeccdo, como por exemplo, nduseas, tonteiras e
principalmente supressdo da medula 6ssea, sendo este inclusive um dos principais
motivos pelos quais novas drogas tém sido estudadas (MOSHKANI; DALIMI, 2000;
DUNAY et al., 2004; FERREIRA et al., 2006). Nossos dados demonstram, portanto, a
utilizacdo favordvel do extrato da planta em relagdo ao tratamento convencional com
sulfadiazina, provendo assim uma base para estudos com objetivo de testar a eficicia do
extrato de A. annua utilizando modelos in vivo.

A eficicia do extrato total de A. annua no controle da toxoplasmose foi
investigada in vitro em culturas celulares de fibroblastos humanos em duas diferentes
condi¢des de tratamento e comparadas com a medicacdo usual - sulfadiazina. Na
primeira condi¢do, parasitos da cepa RH de T gondii foram pré-tratados com diferentes
concentracoes do extrato total de A. annua ou sulfadiazina e entdo adicionados a cultura
de fibroblastos, resultando em doses inibitdrias de DIsp = 103,6 ug/mL para o extrato e
DIsp = 2,5 pg/mL para a sulfadiazina, indicando que uma menor quantidade em massa
desta ultima droga foi capaz de inibir a infec¢do pelo parasito. Entretanto, para que se
possa comparar a real efetividade das drogas contra o parasito, um indice terapéutico foi
calculado levando-se em conta ndo somente a capacidade inibitéria de infec¢do, mas
também a sua toxicidade para as células. Desta forma, o extrato total de A. annua
mostrou ser trés vezes mais eficiente que a sulfadiazina (IT = 544.5 versus IT = 194.4),
evidenciando assim que o extrato da planta parece agir de forma mais direta e efetiva
sobre o parasito.

Em uma segunda condic¢do, o tratamento de fibroblastos humanos infectados com

a cepa RH de T. gondii com o extrato total de A. annua ou sulfadiazina apresentou
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indices terapéuticos similares e, portanto, eficicia compardvel entre as duas drogas.
Neste contexto, estudos relatam que muitas drogas convencionais, como os inibidires de
folato, bem como novas drogas como a atovaquone, utilizadas no tratamento da
toxoplasmose em humanos apresentam uma alta atividade anti-Toxoplasma, porém alta
toxicidade, o que exclui uma ampla utilizacdo destas drogas, principalmente durante
periodos prolongados de tempo (JONES-BRANDO et al.,, 2006). Sarciron e
colaboradores (2000) investigando o efeito de artemisinina e derivados sintéticos no
controle da infec¢do de células da linhagem mielomonocitica (THP-1) infectadas com
uma cepa avirulenta (DUR) de 7. gondii, também observou que o crescimento do
parasito ndo foi completamente inibido, apresentando taxas de inibi¢do do parasito em
torno de 70%. Holfels e colaboradores (1994) demonstraram, entretanto, uma eficiente
inibicdo dose-dependente da infeccdo pela cepa RH de 7. gondii em linhagens de
enterdcitos tratadas com artemeter, um derivado semi-sintético da artemisinina.

Em nossos experimentos in vitro, ficou evidenciado que o pré-tratamento de
taquizoitas de 7. gondii com o extrato total de A. annua antes da infeccdo de
fibroblastos humanos apresentou uma maior eficiéncia no controle da infeccdo do que o
tratamento com o extrato da planta em células j4 infectadas com o parasito. Resultados
contraditdrios foram observados em um estudo de inibicdo do crescimento de 7. gondii
por artemisinina (qinghaosu), no qual ndo foi observado nenhum efeito do pré-
tratamento do parasito ou da célula antes da infeccdo (OU-YANG et al., 1990). Nossos
resultados sugerem que o extrato total de A. annua parece agir mais diretamente contra
o parasito do que nas células infectadas. Um estudo recente demonstrou que a
artemisinina altera os niveis de célcio intracelulares, alternado a secre¢ao de proteinas
de micronema do parasito, utilizadas nos processos de invasdo celular (NAGAMUNE,

BEATTY, SIBLEY, 2007; NAGAMUNE, MORENO, SIBLEY, 2007).
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5.2 Efeito do tratamento com as drogas sobre a infeccao por 7. gondii in vivo

Experimentos em camundongos C57BL/6 infectados com a cepa virulenta (RH)
de T. gondii evidenciaram que nem o extrato total de A. annua nem o medicamento
usual (sulfadiazina) foram capazes de controlar completamente a infec¢do, com taxas de
sobrevivéncia de 20% e 50%, respectivamente. Entretanto, as curvas de sobrevivéncia
foram significativamente diferentes dos animais infectados e tratados somente com PBS
(controle). Apesar da maior taxa de sobrevivéncia observada com a administragdo de
sulfadiazina, as curvas de sobrevivéncia entre esta droga e o extrato da planta ndo foram
significativamente diferentes entre si. Desse modo, o extrato total de A. annua
configura-se como um potente candidato terapéutico em estudos adicionais,
principalmente devido a sua menor toxicidade em relacdo a sulfadiazina.

Um recente estudo avaliando drogas alternativas como PHNQG6, sozinha ou
combinada com sulfadiazina, para controlar a infec¢ao por 7. gondii com a cepa RH em
camundongos mostrou que o tratamento convencional com sulfadiazina ndo foi capaz
de controlar totalmente a infec¢do, alcangando taxas de sobrevivéncia de 60%.
Entretanto, quando a associagdo de farmacos foi utilizada, taxas de sobrevivéncia dos
animais chegaram a 70% (FERREIRA et al., 2006). Desse modo, o uso de terapia
combinada com o extrato total de A. annua deve ser tema de investigacdes adicionais.
Quando camundongos foram infectados pela cepa ME49 de T. gondii, nossos resultados
demonstraram controle efetivo da infec¢do pela administracdo tanto do extrato total de
A. annua bem como de sulfadiazina. Entretanto, os escores de morbidade obtidos para
ambas as drogas variaram ligeiramente. Animais tratados com o extrato da planta
apresentaram sinais e sintomas clinicos mais tardios e de maior duracdo quando

comparados com os animais tratados com sulfadiazina, porém a intensidade dos
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sintomas foi similar. Para os animais infectados com a cepa RH, entretanto, os animais
tratados com o extrato da planta apresentaram sintomas mais acentuados, porém por um
periodo de mais curta duracdo, quando comparado com os animais tratados com
sulfadiazina.

Quanto a detec¢do de 7. gondii nos tecidos dos animais sobreviventes apds a
infec¢do com a cepa virulenta RH ou avirulenta ME49 de T. gondii e tratamento com o
extrato total de A. annua ou sulfadiazina, uma comparacdo dos resultados obtidos pela
imunohistoquimica, bioensaio em camundongos e PCR foi realizada. Os resultados
mostraram que nem a administracdo da droga usual nem do extrato da planta foram
capazes de eliminar completamente o parasitismo tecidual. Esses achados foram
particularmente evidenciados pelo bioensaio e PCR que demonstraram a presenca de
parasitos vidveis ou antigenos parasitarios ou ainda DNA de 7. gondii nos tecidos dos
animais sobreviventes. Resultados similares foram encontrados em um estudo avaliando
a utiliza¢do de uma droga potencial no tratamento da infec¢ao aguda pela cepa RH de T.
gondii, mostrando que a combinacdo de atovaquone e clindamicina teve um efeito
protetor em camundongos, mas os animais sobreviventes apresentaram parasitos pelo
bioensaio e PCR (DJURKOVIC-DJAKOVIC et al., 1999) Dessa forma, assim como a
sulfadiazina, o extrato total de A. annua parece nao ter efeito sobre as formas cisticas do
parasito. Entretanto, investigacdes adicionais avaliando diferentes doses e vias de
administracdo devem ser realizadas para que esta hipotese seja esclarecida. Em um
estudo avaliando o efeito de derivados de artemisinina sobre a infeccdo cronica de 7.
gondii em camundongos, foi observada uma possivel recrudescéncia do parasito e que
tal fato poderia limitar o uso dessas drogas no tratamento de encefalite toxopldsmica

(SARCIRON et al., 2000).



78

5.3 Estimulacdo e secrecio de citocinas e nitrito por macréfagos murinos na
presenca do extrato total de A. annua

Na tentativa de elucidar um provdvel efeito imunomodulatério do extrato total de
A. annua, macréfagos peritoneais murinos foram estimulados com diferentes
concentracoes do extrato da planta e os sobrenadantes de cultura foram avaliados em
relagdo a producao de citocinas e nitrito. Foi observado que, o extrato total de A. annua
foi capaz de induzir niveis significantes de IL-12, de modo dose-dependente. Por outro
lado, ndo foram detectados niveis significantes de TNF-o e nitrito nos sobrenadantes de
cultura, sugerindo que o extrato de A. annua parece utilizar mecanismos independentes
de intermedidrios reativos de nitrogénio para o controle da infeccdo aguda por 7. gondii.
Alternativamente, niveis de TNF-a nao foram detectados por estarem abaixo dos limites
de deteccdo do ensaio empregado (390 pg/ml).

Estudos recentes tém demonstrado efeitos supressores de artemisinina e seus
derivados. Zhou e colaboradores (2005) avaliaram a funcdo de um derivado de
artemisinina (SM735) sobre a proliferagao de células do baco murinas e na producio de
citocinas, demonstrando que SM735 inibiu fortemente a proliferagdo celular e a
produgdo de citocinas caracteristicas do perfil pro-inflamatorio, incluindo IL-12, IL-6 e
IFN-y, mas ndo de IL-2. Wang e colaboradores (2007) verificaram que um outro
derivado de artemisinina (SM905) apresentou alta atividade inibitéria da proliferacao de
células do bago e da reacdo linfocitdria mista, bem como da producdo de IL-2 e IFN-y,
por meio de inibicio da fosforilacdo da proteina quinase ativada por mitdgenos
(MAPK). Apesar desses derivados de artemisinina apresentarem potente atividade
imunosupressora in vitro € in vivo, nossos resultados utilizando o extrato total de A.

annua € Nnao unicamente o seu mais conhecido metabdlito ativo (artemisinina),
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mostraram um efeito mais estimulatério que inibitorio enfatizado pela alta produgdo de
IL-12.

E de conhecimento geral que o extrato total de A. annua contém metabdlitos
secundarios além do metabdlito ativo artemisinina (ELFORD et al., 1999; BHAKUNI et
al., 2001; BILIA et al., 2006). Estudos recentes tém enfatizado que a artemisinina ndo €
0 Unico componente ativo em A. annua e que a efetividade da administracdo da infusdo
da planta no controle da malédria pode ser devido a outros metabdlitos presentes no
extrato. Isto foi confirmado em experimentos in vivo mostrando que camundongos
tratados com a infusdo de A. annua apresentaram uma reducdo de 50% da parasitemia
quando comparado com o tratamento de artemisinina pura que nao mostrou efeito
diferente do placebo (WILLCOX et al., 2007). Acredita-se que a a¢do antimaldria da
infusdo € devido ao efeito sinérgico da combinacdo de artemisinina com
polimetoxiflavonas, tais como a casticin, chrysosplenetin, chrysosplenol-D e circilineol,
promovendo uma total atividade anti-Plasmodium (BHAKUNI et al., 2001). A presenga
de outros compostos ativos sugere que o extrato de A. annua € uma terapia natural
combinada de artemisinina. Portanto, nds acreditamos que o extrato total de A. annua
pode exercer uma fun¢do imunomodulatéria sob o efeito imunosupressor do principio
ativo artemisinina e seus derivados sintéticos, dessa forma, contribuindo para controlar
a infec¢do por 7. gondii.

Finalmente, nossos resultados indicam potencial utilizacdo do extrato total de A.
annua no controle da infeccdo por 7. gondii, devido a sua baixa toxicidade e efeito

inibitério diretamente contra o parasito, resultando em um excelente indice terapéutico.
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6. CONCLUSOES

A toxicidade do extrato total de A. annua em fibroblastos humanos foi
relativamente baixa enquanto a toxicidade da sulfadiazina como medicamento

convencional para o controle da infecc@o por 7. gondii foi relativamente alta.

O extrato total de A. annua foi capaz de controlar parcialmente a infec¢do por 7.
gondii em experimentos in vitro, sendo que este efeito foi mais fortemente observado no

pré-tratamento dos parasitos antes da infeccao celular.

O Indice Terapéutico (IT) em condigdes de pré-tratamento dos parasitos com o
extrato total de A. annua antes da infec¢@o celular foi melhor que o IT observado para a

sulfadiazina, evidenciando um efeito inibitério direto sobre o parasito.

O IT para o tratamento com extrato total de A. annua em células previamente
infectadas por 7. gondii foi similar ao IT da sulfadiazina, porém ambos relativamente

baixos em comparagdo ao IT da condi¢do de pré-tratamento dos parasitos.

A infeccdo aguda com a cepa virulenta (RH) de 7. gondii em camundongos
C57BL/6 foi parcialmente controlada pela administracdo via subcutanea do extrato total

de A. annua bem como pela administracao de sulfadiazina.

A infeccdo aguda com a cepa avirulenta (ME49) de T. gondii foi completamente
controlada pela administra¢do via subcutinea do extrato total de A. annua bem como

pela administracdo de sulfadiazina, uma vez que taxas de mortalidade ndo foram
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observadas. Entretanto, em ambas condic¢des as drogas nio foram capazes de eliminar o

parasitismo tecidual.

O tratamento com o extrato total de A. annua na infeccdo com a cepa virulenta
de T. gondii promove uma atenuag@o dos sintomas clinicos que sdo observados por um
periodo mais curto de tempo. O oposto foi verificado para infeccdo com a cepa

avirulenta.

O extrato total de A. annua possui um efeito predominantemente estimulatorio nas
condi¢des analisadas, enfatizado pela maior producdo de IL-12 por macréfagos
peritoneais murinos. Assim, o extrato da planta pode exercer uma funcdo

imunomodulatéria contribuindo para controlar a infec¢ao por 7. gondii.
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