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RESUMO

Taquizoitos de Toxoplasma gondii ao infectarem a célula hospedeira se
estabelecem dentro de um vacuolo modificado, denominado, vacuolo
parasitéforo (VP) até ocorrer a lise celular. Esta lise é o principal fenbmeno
patolégico da toxoplasmose, doenca causada por esse parasita. As drogas
utilizadas no tratamento da toxoplasmose nao eliminam o parasita do
organismo; além de causar uma série de efeitos colaterais ao hospedeiro e
resisténcia do parasita ao quimioterapico. No presente estudo, novos
compostos de Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidindnicos foram
testados contra o desenvolvimento intracelular do T. gondii para observar seus
efeitos téxicos. Células Vero, foram infectadas, tratadas com os compostos e
processadas para microscopia Optica e eletrbnica de transmissao de rotina. As
células infectadas com taquizoitos de T. gondii por 24h, mostram o parasita
com sua forma caracteristica de meia-lua na cultura controle. A partir de testes
com diferentes concentracbes dos compostos utilizados, foi possivel
estabelecer a concentracao padrao utilizada para todos os compostos que foi
de 1,5 mM. Apds o tratamento com o0s compostos por 12h e 24h, a
porcentagem de células infectadas e o numero de parasitas intracelulares
diminuiram drasticamente, sendo o seu efeito tempo-dependente. O
tratamento com os compostos causou drasticas alterac6es morfolégicas nos
parasitas intravacuolares, que passaram a apresentar, dentro do VP, formato
arredondado e também formas semelhantes a inclusGes citoplasmaticas. A
célula hospedeira, no entanto, pareceu inalterada nos tratamentos por 12h e
24h, porém no tratamento por 48h com os compostos, apresentou grandes
alteracdes na sua morfologia, ficando com aspecto arredondado, ndo muito
aderida ao substrato e citoplasma bastante denso. A analise da reversibilidade
revelou que na auséncia do derivado Tiosemicarbazona, a infeccdo de 24h néo
foi re-estabelecida pelos parasitas intracelulares, porém 0 mesmo hao
aconteceu com o derivado Tiazolidinénico, onde a infeccdo por 24h foi
novamente estabelecida pelos parasitas que no decorrer do tratamento de 24h
nao foram afetados. Analises ultraestruturais mostraram que na presenca dos
compostos, 0s parasitas no interior do VP, encontram-se com citoplasma

bastante vacuolizado e também com sua estrututura bem alterada,
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confirmando o observado pela analise morfolégica. Ndo houve alteracoes
aparentes na célula hospedeira apd6s o tratamento por 24h com o derivado
Tiosemicarbazona, porém na presenca do derivado Tiazolidindnico por 24h,
mudancas na disposi¢do das organelas e vacuoliza¢ges citoplasméticas foram
observadas nas células hospedeiras. Os resultados apresentados sugerem
gue a presenca dos novos compostos alterou a morfologia, ultraestrutura e
multiplicacdo dos taquizoitos de T. gondii, promovendo sua destruicdo e

eliminagéo da cultura.
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ABSTRACT

Tachyzoites Of Toxoplasma gondii during infection of the host cell

establish inside of the modified vacuole called parasitophorous vacuole (PV)
until the cell lyses. It is the main pathological phenomenon of the
toxoplasmosis. Drugs used against toxoplasmosis do not eliminate the parasite
from the organism. Besides take place a sort of host collateral effects and
development of quimioterapic resistence by the parasite. At the present study,
new compounds from Tiosemicarbazones and its derivates tioazolidinonics
were tested against the intracellular development of T. gondii and its toxic
effects observed. Vero cells used as host-cell were infected, followed by
treatment with the different compounds and prepared for light and transmission
electron microscopy. Twenty four hour tachyzoites-infected cells had shown
intracellular parasite development and established the infection process. The
citotoxic assay had indicated the 1,5 mM of the evaluated drug as a standard
concentration. After the treatment with the compounds (12 and 24 hours), the
percentage of infected cells as well the number of the intracellular parasites
decreased drastically been observed a time-dependent effect. The treatment
with the compounds took place pronunciated morphological changes over the
intravacuolar parasites, which had shown amorphous aspect. Nevertheless,
the host cell seems to be unaltered. The reversibility experiment had shown
that in the absence of the Tiosemicarbazone derivate, the 24h-infection were
not established by the parasites, however it was not the case for the
tiazolidinonic derivate, where the 24h-infection were established again. Electron
microscopy observation revealed that the parasites inside the PV were
destroyed in the presence of the tested compounds, which is in accordance
with the light microscopy data. There were no notable changes at the host cell
after the Tiosemicarbazone treatment for 24 hours, but in the presence of the
derivate compounds (24 h exposed) alteration were observed in the host cell,
which includes organelles distribution and cytoplasmatic vacuolization. The
results obtained suggested that in the presence of these tested compounds,
tachyzoites of T. gondii were effect in its structure, ultrastructure and

multiplication causing its destruction and elimination from the culture.
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1-INTRODUCAO

Parasitas intracelulares utilizam-se de diferentes mecanismos de
internalizacdo e sobrevivéncia na célula hospedeira. Esses mecanismos séo
fundamentais para o sucesso e disseminacdo da infeccdo no hospedeiro. Tais
parasitas sdo responsaveis por diversas doencas que afetam animais de
interesse veterinario e a populacdo humana mundial.

Parasitas intracelulares pertencem a diferentes filos, entre eles, o filo
Apicomplexa, que abrange 500 espécies de protozoarios, todos parasitas
(Levine, 1988). Parasitas pertencentes a esse filo, como os dos géneros:
Plasmodium, Toxoplasma, Eimeria, Sarcocystis, Teileria, Babesia, possuem
uma complexa estrutura apical denominada condide (Nichols & Chiappino,
1987; Morrissette et al., 1994); um complexo formado por trés membranas
gue envolvem grande parte do corpo do parasita e uma via secretora
extremamente polarizada responsavel pela eficiéncia da invasao e infec¢do no
hospedeiro, com a participacdo de trés organelas: roptrias, micronemas e
granulos densos.

O Toxoplasma gondii, um parasita intracelular obrigatério é o agente
causador da Toxoplasmose. Essa doenca atinge diferentes hospedeiros, entre
eles, o homem. A toxoplasmose € uma doenca caracterizada pela lise e
destruicdo celular-tecidual de varios 6rgdos do hospedeiro vertebrado. Essa
destruicdo é mais drastica quando individuos estdo imunocomprometidos (Luft
et al.,, 1993) ou em feto em desenvolvimento embrionario (Martin, 2001;
Goldenberg & Thompson, 2003; Mozatto & Procianoy, 2  003). Além disso, a
Toxoplasmose passou a ser uma grave doenca, causando a mortalidade, em
pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida -AIDS, comportando-
se como uma das infeccbes mais sérias relacionadas a AIDS (Luft &
Remington, 1992; Kasper & Boothroyd, 1993)

Tradicionalmente a terapia utilizada para a toxoplasmose leva ao
controle da disseminagdo da infeccdo. No entanto, ela € insuficiente para
eliminar as formas intracelulares dos parasitas.

A quimioterapia indicada para toxoplasmose, pirimetamina e

sulfadiazina, sozinhas ou combinadas, induzem severos danos colaterais



guando utilizadas por um longo periodo (Bosch-Driessen et al., 2002; Degerli
et al., 2003). Além disso, cepas de T. gondii desenvolveram resisténcia a estes
compostos (Skoéld, 2000) . Esses compostos quimioterapicos usados contra a
toxoplasmose sdo o0s mesmos também utilizados para outras infec¢des
provocadas por Apicomplexas, como por exemplo, o Plasmodium falciparum,
agente causador da malaria, que também apresenta resisténcia as drogas.

Assim, o desenvolvimento de novos quimioterapicos se faz necessario,
a fim de observar seus efeitos toxicos, bioldgicos e celulares.

Nosso grupo de pesquisa, ja vem avaliando a acdo de compostos com
diferentes alvos no aspecto da interacdo parasita/célula hospedeira. A
interacdo parasita/célula hospedeira vem sendo um 6timo modelo de estudo
para compostos com finalidade quimioterapica. No presente trabalho, serao
utilizados novos compostos pertencentes a classe das Tiosemicarbazonas
bem como seus derivados Tiazolidindnicos. Essa classe de compostos possui
atividade anti-proliferativa e atua em fase especifica do ciclo celular,
comportando-se como agentes especificos de fase. Sendo assim, nosso
objetivo principal, sera avaliar os efeitos celulares causados por esses

compostos, contra o desenvolvimento intracelular do T. gondii.

1.1- Ciclo de vida do Toxoplasma gondii

Os primeiros a esclarecerem o ciclo de vida do Toxoplasma gondii foram
Frenkel, 1990 e Hutchinson & Dunachie, 1971 . O seu ciclo de vida € dividido
entre duas classes de hospedeiros: hospedeiro definitivo (felideos) e
hospedeiro intermediario (vertebrados). Devido ao ciclo de vida, podemos
encontrar formas de replicacdo e disseminagcdo do parasita, por reproducao
assexuada e formas de producdo de gametas, por reproducdo sexuada. O T.
gondii, realiza o seu ciclo de vida completo no hospedeiro felino e apenas a
reproducao assexuada nos hospedeiros vertebrados.

O ciclo nos felinos (ciclo enteroepitelial) ocorre quando oocistos ou
cistos ingeridos pelo gato liberam respectivamente, esporozoitos e bradizoitos,
onde estes por sua vez entram nas células epiteliais do intestino dando origem

a esquizontes (fig. 1). Ao final do processo de esquizogonia, taquizoitos, a



forma de disseminacdo da infeccdo e responsavel pelos danos patolégicos,
séo formados, estabelecendo a infec¢ao na célula hospedeira (fig. 1) .

Durante o estabelecimento da infec¢do na célula hospedeira, taquizoitos
sao liberados ap6s ocorrer a lise celular. Uma vez no ambiente extracelular,
estdo aptos a infectarem novas células hospedeiras, permitindo entdo que a
infeccdo se perpetue. A forma taquizoita da cepa RH, que sera utilizada neste
trabalho, caracteriza-se por ser uma forma de rapido crescimento e que se
replica no interior da célula hospedeira aproximadamente 6 horas apds sua
internalizacao (Pferffkorn, 1990).

Ainda no hospedeiro definitivo, alguns taquizoitos, no entanto, se
diferenciam em gametoécitos (microgametas e macrogametas). Estes
gametocitos posteriormente se fundem formando o zigoto. O zigoto entdo
evolui para oocistos, sendo eliminado pelas fezes (fig.1). Dois esporocistos
sdo formados, cada um com 4 esporozoitos, sendo que em 3 ou 4 dias
encontram-se aptos para infectar outros hospedeiros. Este ciclo, como
descrito, é caracteristico dos felinos (Frenkel et al., 1969). Durante a fase
aguda, milhdes de oocistos séo liberados nas fezes dos gatos por um periodo
qgue dura 7 a 21 dias (Dubey et al., 1970). Estes sobrevivem no ambiente por
um periodo consideravel.

A fase extraintestinal, é caracterizada por apresentar somente a
reproducdo assexuada de taquizoitos/bradizoitos, ocorrendo em hospedeiros
vertebrados intermediarios (fig. 1). Esta fase comeca quando oocistos ou
cistos teciduais ingeridos liberam respectivamente, esporozoitos ou
bradizoitos, que por sua vez entram em varias células, nos diferentes tecidos
(fig.1). Uma vez nos tecidos, multiplicam-se formando taquizoitos que quando
liberados infectam outras células, perpetuando a infeccdo. Essa fase consiste
de 2 estagios distintos de crescimento: a fase aguda e a fase crbnica, as quais
estdo relacionadas com as duas formas de infeccdo do parasita, taquizoito e
bradizoito, respectivamente.

A toxoplasmose € uma doenca em 90% dos casos assintomatica,
devido & infeccdo latente pelos parasitas. Isso se deve provavelmente a uma
resposta imunolégica eficiente (Frenkel et al. 1970; Frenkel, 1990; Montoya
& Liesenfeld, 2004). No entanto, em individuos imunocomprometidos, ocorre

reativacdo da infeccao pelos taquizoitos, através da conversdo de bradizoitos



para taquizoitos, e sua consequente disseminacao por todo o corpo (Luft et
al., 1984) (fig. 1).

-
Ciclo sexual
no intestino
dos Felinos
=) e
'I'S:-.-'a;' ,rf-fl.;-\.

Oocistos contendo

Ciclo asexual

vertebrados

Transmissao acidental:
transplante de 6rgéos ,
acidente de laboratério

em diferentes §

esporozoitos eliminados em

Cistos teciduais contendd

fezes de gatos bradizoitos
\ Formas de contaminagao: /
comida, agua, fezes de

gato.

Infecgdo priméria

Criancas e adultos \
/ Durante a
gravide:
90%
assintomatic

10% sintomatica

Placenta

Infecgéo latente
(assintomatic:

| ,

Reativacéo da infecgéo em Transmissé&o
hospedeiros transplacental e
imunocomprometidos infeccédo congénita.

I

Toxoplasmose encefélic

Ruptura de
oocistos/cistos tecoduais
liberagéo de
besporazoitos/bradizoitos.
Estagio de conversao pari
taquizoito com
disseminagéo para todog

os 6rgaos.

Figura 1- Ciclo de vida do Toxoplasma gondii e manifestacdes clinicas (modificado Montoya

& Liesenfeld, 2004).

No presente trabalho, serd utilizado, o taquizoito, forma infectiva de

proliferacédo rapida do Toxoplasma gondii, como alvo para testes de drogas.



1.2- O taquizoito

O taquizoito, como demonstrado na figura 2 , possui um corpo em forma
de meia-lua, quando observado em microscopia Optica. O parasita mede
aproximadamente 6-7 ym de comprimento por 1-2 ym de diametro, € revestido
por uma estrutura trimembranar: uma membrana externa, a plasmalema, que
envolve toda a superficie do parasita e duas membranas: a intermediaria e a
interna, que formam o Complexo Pelicular Interno (CPI) (Sheffield & Melton,
1968; Pfefferkorn, 1990 ). O CPI é descontinuo, sofrendo uma interrupgdo, o
microporo, no meio do corpo do taquizoito (Melo & De Souza, 1997). Na
regido anterior, também denominada complexo apical, encontra-se o condide,
uma estrutura formada por microtibulos dispostos em forma angular, paralela
e dividida em anéis transversais (fig. 2 e fig. 3) . O ultimo anel liga-se aos
microtubulos citoplasmaticos ou microtubulos subpeliculares (fig. 3).

Ultraestruturalmente foi verificado que o taquizoito apresenta todas as
organelas tipicas de outras células eucaridticas, incluindo: nucleo , que contém
DNA e RNA. Esta localizado na regido central, tendendo a regido posterior, a
cromatina encontra-se dispersa por todo o nucleo, podendo ser visualizados
um ou dois nucléolos, geralmente localizados no centro; mitocondria , Unica,
porém ramificada no citoplasma do parasita; complexo de Golgi situado na
regido perinuclear; reticulo endoplasmatico , predominantemente rugoso,
localizado na porcgéo posterior do corpo e lateralmente ao nucleo; ribossomos
livres, uniformemente distribuidos por todo o citoplasma e lisossomos. Além
disso, possui um plastidio, denominado apicoplasto, o qual é envolvido por
guatro membranas (Kohler et al., 1997; Scheffield & Melton, 1968) .

Possui ainda, organelas especiais de secre¢cdo denominadas: roptrias,
micronemas e granulos densos. Estas estdo envolvidas no processo de
adesdo, invasao e sobrevivéncia do parasita na célula hospedeira. Roptrias e
micronemas localizam-se na regido do complexo apical, juntamente com o
conoide (De Souza & Souto-Padrén, 1978) e os granulos densos, encontram-

se homogeneamente distribuidos no citoplasma do parasita.



Ap0s o0 mecanismo de invasdo, o parasita se estabelece e se
desenvolve dentro de um vacuolo modificado, formado no interior da célula

hospedeira, denominado vacuolo parasitoforo (VP) (Dubremetz et al., 1998).

Micronemas
Roptrias

Mitocdndria

Nicleo —£{8, Reticulo
endoplasmatico

Granulos densos
Complexo

membranar
interno

Figura 2- Esquema de taquizoitos de T.gondii ilustrando as organelas e estruturas
presentes no parasita. Modificado de Black & Boothroyd, 2000

1.2.1- Organelas secretoras

O Toxoplasma gondii, como descrito anteriormente, possui um nimero
de organelas secretoras distribuidas de diferentes formas em seu interior,
incluindo micronemas e roptrias na porgdo apical e granulos densos com uma
localizacdo mais generalizada (Ngo et al., 2000). Cada organela tem seu
préprio complemento de proteinas consistente com a sua liberacéao
(Carruthers & Sibley, 1997) . Micronemas liberam o seu conteddo durante o
processo inicial de adesdo-invasdo da célula hospedeira, réptrias liberam
durante o processo invasivo e finalmente granulos densos, descarregam a
maioria do seu conteudo durante o desenvolvimento do parasita ho ambiente

intracelular.



1.2.1.1- Roptrias

S&o organelas em forma de clava e localizam-se na porcao terminal do
condide. A origem das roOptrias é ainda pouco conhecida. Estudos com
Sarcocystis tenella mostram que roptrias originaram através de uma

vesiculacéo, derivada do complexo de Golgi (Mehlhorn et al., 1975).

O numero de roptrias em T. gondii, varia nos diferentes estagios do
parasita. No taquizoito, essas organelas contém mais de 8 proteinas,
denominadas de ROPs (Beckers et al., 1997; Leriche & Dubremetz, 1991,
Ossorio et al., 1992). Destas, algumas se associam a membrana do vacuolo
parasitoforo (Beckers et al., 1994; Saffer et al., 1992) e outras tém seus
papéis relacionados com o aumento da fluidez da membrana da célula
hospedeira, facilitando a invasdo do parasita e formacdo da membrana
vacuolar. O produto secretado pelas réptrias, no momento e durante a invasao,
foi primeiramente denominado de fator de aumento de penetracdo (FAP),
facilitando dessa forma, a entrada do parasita na célula hospedeira (Saffer et
al., 1992; Beckers etal., 1994).

A secrecdo de roptrias aparentemente ndo depende da adesdo do
parasita a célula hospedeira. O material secretado por essas organelas, possui
um papel fundamental na invasdo do parasita na célula hospedeira.
Imediatamente apds o processo inicial do contato do parasita com a célula
hospedeira, o conteudo das roptrias é secretado dentro do citoplasma da

célula hospedeira (Nichols et al., 1983).

Ademais, roptrias sdo organelas ricas em colesterol e fosfatidilcolina e
sua captacdo se da atraves do citoplasma da célula para o interior do vacuolo,
incorporando, estes compostos, na membrana plasmatica e na membrana das

roptrias (Foussard et al., 1991).

Estudos sugerem que roptrias secretam ainda, lipideos na membrana
do vacuolo parasitoforo e que uma fosfolipase A2 estaria associada com a
invasdo (Saffer et al., 1992; Dubremetz et al., 1993; Carruthers & Sibley,
1997).



1.2.1.2- Micronemas

Sao pequenas vesiculas localizadas na regido apical dos parasitas
pertencentes ao filo Apicomplexa. Essas organelas apicais, contém varias
proteinas com caracteristicas adesivas que sdo secretadas durante a adesao
do parasita a membrana plasmatica da célula hospedeira, tais proteinas sao
conhecidas como MICs. Essas adesinas sao liberadas da porcédo apical do
parasita durante o processo inicial da invasao (Carruthers & Sibley, 1999) .
Sendo assim, uma variedade de proteinas micronemas sao conhecidas por
promover a adesdo do parasita a célula hospedeira, incluindo, em T. gondii, as
proteinas de micronemas MIC1 (Fourmaux et al.,1996) e MIC2 (Wan et al.,
1997).

A proteina MIC3 foi identificada e caracterizada como uma nova adesina
de T. gondii (Garcia-Réguet et al., 2000) e é secretada por micronemas de
taquizoitos extracelulares (Archbarou et al., 1991). Além disso, MIC3 se liga a

um grande numero de células hospedeiras (Garcia-Réguet et al., 2000)

A liberacdo do conteudo de micronemas ocorre no final anterior do
parasita que esta em contato com a superficie célula hospedeira (Entzeroth et
al., 1992). A exocitose de MIC3 e MIC2 ocorre no estagio inicial do processo
de invasivo (Carruthers & Sibley, 1997) , na zona formada entre o parasita e a
célula hospedeira (Carrutters & Sibley, 1997) . No entanto, a proteina MIC3
difere da MIC2 pela presenca de um dominio transmembrana que é
responsavel pela associacdo do parasita a célula hospedeira (Sibley et al.,
1998). Estudos com a proteina MIC2 de T. gondii, sugerem que as proteinas
secretadas por micronemas sao requeridas para uma invasdo otimizada
(Brossier et al., 2003).

Estudos sugerem ainda, que a secre¢cdo de micronemas € controlada
por uma via de transducado de sinais, que é regulada pelo célcio intracelular do
parasita e ionoforos de célcio (Carruthers & Sibley, 1999) . Um elevado nivel
de calcio no parasita, acarreta na liberacdo do conteddo de micronemas,
porém, ndo de roptrias e granulos densos. Sendo assim, o ion calcio é um
regulador da secrecédo de micronemas (Carruthers et al., 1999; Carruthers &
Sibley 1999).



1.2.1.3- Granulos densos

S&o estruturas eletrondensas (corpos densos) dispersos no citoplasma
do taquizoitos. Sdo formados provavelmente, por “brotamento” do complexo de
Golgi. Desempenham um papel fundamental na sobrevivéncia intracelular dos
parasitas, pois sua secrecao ocorre ap0s a invasao do parasita na célula
hospedeira. A secrecao dos granulos densos tem sido caracterizada como
uma via secretora constitutiva (Chaturveti et al., 1999) ocorrendo
provavelmente uma regulagcdo em seu processo (Carruthers & Sibley, 1997).

O conteudo exocitado pelos granulos densos € mais evidente entre 10-
20 minutos apés a invasdo. Em T. gondii, essa via de secrecdo é regulada,
extremamente desenvolvida e implica na modificacdo da membrana do
vacuolo parasitoforo (VP), caracterizando-o como um vacuolo modificado.
Entdo, os granulos densos sédo primordiais ha sobrevevéncia do parasita no
interior do VP.

As modificagdes ocorridas na membrana do VP, juntamente com o0s
produtos secretados por roptrias e miconemas durante o processo de invasao,
implicam no impedimento da acidificacao e fusdo do VP com as organelas da
via endociticas da célula hospedeira.

As proteinas de granulos densos sdo conhecidas como GRAs. GRA2 e
GRA3 séo exocitadas dentro do vacuolo parasitéforo poucos minutos apos a
infeccéao.

A secrecao de granulos densos contribui também para a elaboracao da
rede intravacuolar e tibulos membranosos no interior do VP.

Algumas proteinas secretadas por granulos densos (GRA3; GRAS5;
GRA7 e GRAS8) sao incorporadas na membrana do vacuolo parasitoforo,
enquanto outras (GRA2; GRA4 e GRAG6) formam um complexo que interage
com as membranas da rede intravacuolar, que é estabilizado por interacdes
hidrofébicas (GRA2 e GRA6) e interagbes proteina-proteina (GRA4)
(Labruyere et al., 1999; Lecordier et al., 1999). Duas regides anfipaticas em
alpha-hélice de GRA2 séo responsaveis por mediar sua associacdo com a
rede intravacuolar (Mercier et al., 1998). Ambas as proteinas, GRA2 e GRA6
desempenham um importante papel na organizacédo da rede (Mercier et al.,

2002). Estudos evidenciam que uma nova proteina de granulos densos, a
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GRAY9, encontra-se também associada a rede intravacuolar, juntamente com
GRA2, GRA4 e GRAG6 (Adjogle et al., 2004)

Devido a importancia das organelas secretoras no desenvolvimento do
T. gondii, muita atencédo tem sido direcionada a respeito da identificacdo e
funcdo de seus conteudos protéicos. Um tema comum, emergente desses
estudos, € que o processamento proteolitico ocorre durante a maturacdo de
muitas dessas proteinas, ambos durante o trafego na via secretora. Estudos
evidenciam que a eficiéncia da exocitose de organelas do parasita é
criticamente influenciada pela da reducdo do contetdo de colesterol da célula

hospedeira, mas nédo do parasita (Coppens & Joiner, 2003) .

1.2.2- O Citoesqueleto

O citoesqueleto do T. gondii € um complexo formado por microtibulos e
outras macromoléculas que estdo aparentemente envolvidas na integridade
estrutural, no direcionamento da secrecado polarizada e na habilidade com que
0 parasita se move através da superficie para invadir as células hospedeiras
(Nichols & Chiappino, 1987;Frixione et al.,1996; Morrissette et al., 1997).

O conoide, como descrito anteriormente, localiza-se na porg¢édo anterior
do parasita e encontra-se envolvido por dois anéis, denominados anéis pre-
conoidais (fig. 3). E constituido por 14 elementos que se dispde em sentido
contrario ao polo posterior. Dois microtubulos de aproximadamente 400 nm
estendem-se dos anéis pré-conoidais passando através do centro do condide,
terminando no interior do corpo do parasita (fig. 3) . Estes tubulos estéo ligados
firmemente e imersos numa matriz densa que esta associada a roptrias e
micronemas apicalmente (fig. 4) . Postula-se que microtubulos funcionam como
um suporte, direcionando as organelas para passar através do condide e
secretar seus conteudos na regido apical (Nichols & Chiappino, 1987).

Exatamente posterior ao condide, o anel polar funciona como um centro
organizador de microtibulos com 22 microtubulos dispostos em espiral,
alinhados em orientacdo contraria como as subunidades do condide (Russell
& Burns, 1984) . Microfilamentos ndo tém sido observados nessa estrutura

(Cintra & De Souza, 1985 ), porém, actina tem sido detectada no conoide, em
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anéis pré-conoidais e microtubulos subpeliculares (Yasuda et al., 1988) (fig.
4).

Actina é codificada por somente um gene em T. gondii e € geralmente
encontrada na forma solivel monomérica no citoplasma (Dobrowolski et al.,
1997). Miosina, uma mecanoproténa que interage com a actina, localiza-se
juntamente com actina na porcao anterior do parasita, bem como ao longo do
complexo pelicular interno (Dobrowolski et al., 1997; Schwartzman &
Pefferkorn, 1983). O condide é composto também por tubulina polimérica (Hu
et al., 2002).

Microtubulo
interno Anel apical 1

Anel apical 2

Microtabulo
do condide

Anel polar 1

Anel apical 2

Microtubulos
Plasmalema subpeliculares

Figura 3- Representagdo esquematica do complexo apical de T. gondii (modificado Dubey et
al.,1998).
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Anel polar apical

Micronemas

Roptrias

Microtubulos
subpeliculares

Complexo
pelicular interno

Membrana plasmatica

Figura 4- Representacdo esquematica do taquizoito e estruturas subpeliculares envolvidas na

mobilidade e invasao da célula hospedeira (modificado Soldati & Meissner, 2004)

1.2.2.1- Funcéao do citoesqueleto do parasita

O citoesqueleto de actina do parasita possui um papel fundamental na
invasdo das células hospedeiras por parasitas Apicomplexas (Dobrowolski et
al., 1997; Pinder et al., 2000). Particularmente, em T. gondii, a mobilidade e a
invasdo da célula hospedeira sédo iniciadas pelo citoesqueleto de actina e mais
provavelmente por proteinas motoras como a miosina (Dobrowolski & Sibley,
1997). Wetzel et al., (2003) também mostram que a mobilidade do parasita é
controlada pela regulacédo da polimerizacao do filamento de actina.

Os microtiubulos possuem um papel essencial durante a divisdo do
parasita, distinguindo do papel do citoesqueleto de actina, contribuindo para o
surgimento das organelas no interior células-filhas (Shaw et al., 2000). Ambos,
microtubulos e citoesqueleto de actina, sdo componentes essenciais na
magquinaria responsavel pela segregacdo genbmica e divisdo celular em
eucariotos (Field et al., 1999; Goode et al., 2000). A classe Il de miosina atua

como um processo essencial durante a separacdo das células filhas no
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processo de endodiogenia (Robinson & Spudich, 2000; revisado em
Bezanilla et al., 2000).

Dados do nosso grupo de pesquisa mostram que, as drogas Taxol e
Colchicina, utilizadas contra microtibulos séo eficientes em destruir o parasita
intracelular (Passos & Melo, 1999; Melo et al., 2001), evidenciando, dessa

forma, o papel fundamental dos microtabulos.

1.2.3- O Complexo Trimembranar

O T. gondii, como descrito, € revestido por um complexo trimembranar
interno, que é constituido de vesiculas membranosas achatadas que se
localizam abaixo da membrana plasmatica (Ogino & Yondeda, 1966). Esse
complexo é caracterizado pela presenca de membranas paralelas compostas
por particulas intermembranosas aderidas as mesmas (Morrissette & Sibley,
2002).

Em Apicomplexas, essa estrutura trimembranar € denominada pelicula,
sendo conhecida também como complexo pelicular interno. Esse complexo,
como ja descrito, ndo é continuo em toda a extensdo do corpo do parasita,
sofrendo portanto uma interrupgéo, 0 microporo, que esta posicionado no meio
do corpo do parasita (Melo & De Souza, 1997) . Acredita-se que esse poro seja
um sitio ativo da endocitose. Vesiculas também tém sido observadas nesta

regido aparentando ter revestimento de clatrina (Nichols et al., 1994).

1.3- Interacdo Toxoplasma gondii /Célula hospedeira

Durante o ciclo intracelular do T. gondii diferentes etapas sé&o
evidenciadas, incluindo: a adeséo, a invasao e a replicacdo do parasita no
interior da célula hospedeira e a sua consequiente liberacdo para meio
extracelular (Black & Boothroyd, 2000) (fig. 5).
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Figura 5 - Ciclo intracelular do T. gondii ( www.arches.uga.edu/~gubbels/LyticCycle ).

1.3.1- Adeséo do parasita a célula hospedeira

Devido a ampla variedade de células hospedeiras infectadas pelo T.
gondii em diferentes animais vertebrados, diferindo-se, contudo, da maioria
dos patogenos (Werk, 1985), supbe-se que ha participacdo de alguma
molécula de ampla distribuicdo entre os tipos celulares envolvidos nesse
processo. Tal molécula pode funcionar como receptor ou ligante para o
acoplamento do parasita. Alguns componentes da matriz extracelular como
fibronectina e laminina foram investigados e o reconhecimento do parasita pela
célula hospedeira parece envolver: laminina e receptor para laminina na célula
hospedeira (Furtado et al., 1992 a,b); moléculas semelhantes a lectinas na
superficie do parasita (Robert et al., 1991); proteinas majoritarias da superficie
tipo SAG-1 (P-30) (Grimwood & Smith, 1992; Mineo & Kasper, 1994;
Manger et al., 1998) e um receptor glicosilado da célula hospedeira.
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A proteina de superficie, SAG-1 (P-30) do taquizoito associa-se com a
membrana da célula hospedeira no momento da ades&do. Essa proteina é
sintetizada pelos parasitas intracelulares, localizando-se na superficie do
parasita ou na membrana vacuolar (Grimwood & Smith, 1992; Mineo &
Kasper, 1994). Dados sugerem também, que lectinas do parasita possam
mediar a adesao na célula hospedeira (Robert et al., 1991) (fig. 6) .

Apesar do T.gondii infectar um grande nimero de células eucaridticas, a
maioria das informacdes disponiveis sobre a interacdo do T. gondii com células
hospedeiras tem sido obtidas de fibroblastos, células epiteliais e macrofagos
(Silva et al., 1982; Morizaki et al., 1995 Dobrowolski & Sibley, 1996; Melo
et al., 2001; De Souza et al., 1998).

1.3.2- Ainvasao

O Toxoplasma gondii invade a célula hospedeira por um processo que
envolve provavelmente actina (Dobrowolski & Sibley, 1997; Endo et al.,
1998), miosina (Schwartzman & Pfefferkorn, 1983; Dobrowolski et al.,
1997; Meiisner et al., 2002), microtubulos do parasita (Schwartzman et al,
1985 ; Werk, 1985) e também através do aumento da fluidez da membrana da
célula hospedeira produzida pelo fator FAP secretado pelas roptrias. Esse
processo dura cerca de 15 segundos em taquizoitos da cepa RH (Kasper &
Mineo, 1994).

O parasita é capaz de ganhar o meio intracelular da célula hospedeira
através do mecanismo de penetracdo ativa (Nichols & O’Connor, 1981; Silva
et al., 1982; Nichols et al., 1983; Werk, 1985; Bonhomme et al., 1992;
Dubremetz & Swartzman, 1993; Joiner & Dubremetz, 19 93; Sibley, 1995;
Speer et al., 1997; De Souza et al., 1998).

A penetracdo ativa depende apenas da secrecdo dos produtos das
organelas secretoras, nesse processo, a membrana do vacuolo a ser formado
€ constituida de componentes da célula hospedeira e do proprio parasita (fig.
6). E interessante ressaltar, que o parasita pode ser fagocitado durante
interacdo com células fagociticas, porém esse processo difere-se em amplos
aspectos do processo de penetracdo ativa, sobretudo no que se refere a

formacéo do VP.
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A invasdo permite a formacdo do VP e a sobrevivéncia do T. gondii.
Quando o parasita esta viavel no interior do vacuolo, ha impedimento da fuséao
do VP com lisossomos e vesiculas endociticas, além disso, ndo dispara a
formacado de radicais superoxidos pela célula hospedeira (Sibley et al., 1985;
Wilson etal., 1991).

Durante o processo invasivo do parasita, diferentes eventos sao
estabelecidos, entre eles: protusdo do condide; exocitose do conteudo das
micronemas e roptrias; adesdo a ceélula hospedeira (pela por¢cado anterior do
parasita); formacdo da “juncdo moével’ que desloca o parasita do sentido
anterior ao posterior do seu corpo; mobilizacdo de calcio e atividades de
fosfolipases do parasita; culminando na formacdo de um vacuolo endocitico
modificado (Morisaki et al., 1995; Ngo et al, 2000) (fig. 6) . Essa sequéncia de
eventos € estabelecida por parasitas Apicomplexas, sendo, geralmente
conservada em algumas espécies desse filo.

Os processos executados pelo complexo apical do parasita envolvem a
extensdo do condide e a secre¢do de roptrias e micronemas, onde culminara
na penetracdo do parasita através da membrana da célula hospedeira. O
processo de invasado do parasita altera as propriedades da membrana da
célula hospedeira e também da membrana do vacuolo do VP, caracterizando-
a como uma membrana mista (Joiner & Dubremetz, 1993; Sibley, 1993;
Kasper & Mineo, 1994). Dessa forma, a membrana da célula hospedeira é o
principal alvo do parasita ho momento de sua penetracdo (Carruthers et al.,
1999).

Além disso, durante a penetracdo do parasita na célula hospedeira, a
“jluncdo movel” formada entre o parasita e a membrana da célula hospedeira,
envolve componentes presentes na superficie da membrana ancorados ao
citoesqueleto do T.gondi.

A invasdo do parasita € blogueada por substancias que inibem
microfilamentos, mas nao pelas substancias que inibem os microtubulos
(Mondragon et al., 1994; Dobrowolski et al., 1997; Ryning & Remington,
1998).

A invasdo dos taquizoitos na célula hospedeira é ainda, dependente,
entre outros, do gradiente de pH, determinado por ions extracelulares, sendo o

pH interno maior que o externo (Endo & Yagita, 1990) . Esse processo
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provavelmente envolve actina (Endo et al., 1998), miosina (Schwartzman &
Pefefferkorn, 1983) e microtubulos (Schwartzman et al., 1985; Werk, 1985).

Dados publicados sugerem ainda, que proteases sao importantes na
invasdo por Apicomplexas, biogénese organelar e desenvolvimento intracelular
(Kim, 2004), incluindo também a invaséo de parasitas pertencentes ao género
Plasmodium (Blackman, 2000). Esses dados s&o mais limitados para o
Toxoplasma gondii, mas estudos com inibidores de serina proteases, DCI e
AEBSF, promovem a inibicdo da invasdao, mas ndo a mobilidade desse
parasita (Conseil et al., 1999). Inibidores de cisteina protease tém também
promovido a inibicdo da invasao pelo T. gondii.

No processo de invasdo, como descrito anteriormente, moléculas
presentes na superficie do parasita sdo reconhecidas por receptores presentes
na superficie da célula hospedeira, como a laminina presente na membrana do
taquizoito pode ser reconhecida pelo receptor de laminina presente na célula
hospedeira - apl integrinas; SAG1 (P-30), a proteina majoritaria presente na
superficie do parasita, é reconhecida por um receptor glicosilado presente na
superficie da célula hospedeira (Furtado et al.,1992 a,b; Kasper & Mineo,
1994; Mineo & Kasper, 1994).

Ortega-Barria & Boothroyd, (1999) , mostram que acucares sulfatados
na superficie da célula hospedeira atuam também como receptores-chaves
para o parasita. Além disso, estudos mostram que a invasdo da célula
hospedeira pelos parasitas pode ser bloqueada através da utilizacdo de

anticorpos contra as proteinas de superficie SAG-1 (Mineo et al., 1993).

1.3.3- Formacéao do Vacuolo Parasitéforo

Apds o processo de invasao da célula hospedeira, como descrito, ocorre
a formacdo de um vacuolo modificado no citoplasma da célula hospedeira,
identificado como vacuolo parasitéforo (VP) (Dubremetz et al., 1998) (fig. 6).
O vacuolo parasitéforo caracteriza-se por ser um vacuolo nédo-fusogénico, nao
participando, portanto, da via endocitica (Joiner et al., 1990; Jones & Hirsh,
1972). O lumen vacuolar e a membrana do VP (MVP) servem como interface

entre o parasita e o citoplasma da célula hospedeira.

18



A MVP é derivada inicialmente da membrana plasmatica da célula
hospedeira e é extensivamente modificada pela fusdo dos conteddos
secretados pelas organelas que contribuem para a funcdo e o destino dessa
membrana (Hakansson et al., 2001), designando assim, sua caracterizagao
mista. Esta constituicAo pode ser responsavel pela inibicdo da fusdo dos
lisossomos com o VP. Além do mais, proteinas incluidas na MVP servem como
transportadoras de nutrientes e metabdlicos de baixo peso molecular. Assim, a
MVP, funciona como uma peneira molecular no trafego entre o citoplasma da

célula hospedeira e o lumen do VP (Hakansson et al., 2001).

No interior do VP, ocorre a replicacéo e o desenvolvimento do parasita,
com sua multiplicacdo intracelular “in vitro” ocorrendo em intervalos de

aproximadamente 6 horas, em cepas RH de T. gondii (Pferffkorn, 1990) .

Durante o processo invasivo, modificacdes ultraestruturais e funcionais
na ceélula hospedeira sdo estabelecidas. Com a infeccdo, ocorre uma
redistribuicdo de organelas da célula hospedeira, tais como: mitocondrias e
reticulo endoplasmatico, que se localizam ao redor do vacuolo parasitoforo
(Melo & De Souza, 1997; Carruthers & Sibley, 1997; Hakansson et al.,
2001; Sinai & Joiner, 2001; Sinai et al, 1997) (fig. 6). A associacdo das
organelas citoplasmaticas com o VP pode ser importante para o fornecimento
de lipidios para o vacuolo (Trotter & Voelker, 1994 ), j4 que o T. gondii é
incapaz de sintetizar 4cidos graxos de novo (Sinai et al., 1997). A interacdo
com o reticulo pode prover meios para o transporte de lipidios para os
parasitas intracelulares através da rede tubulovesicular (Black & Boothroyd,
2000).

A associacdo de mitocondria e reticulo endoplasmatico com a
membrana do vacuolo esta relacionada ao mecanismo de entrada do parasita.
Quando sao fagocitados, por exemplo, ndo ocorre a redistribuicdo de
mitocondria e reticulo ao redor do vacuolo. Contudo, no mecanismo de
penetracdo ativa, possibilita a formacdo de um vacuolo ndo fusogénico,
contendo parasitas viaveis. Entretanto a manutencdo desta associacdo nao
depende da viabilidade do parasita intravacuolar, como foi observada em
estudos anteriores usando niveis microbicidas de pirimetamina em células
infectadas (Sinai et al., 1997).
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Estudos sugerem ainda, que a associacdo das organelas é um
processo direcionado pelo parasita, com a proteina ROP2 direcionando a
mitocondria da célula hospedeira para a membrana do VP (Sinai & Joiner,
2001). Presumivelmente outras proteinas de roptrias séo responsaveis
também, pelo ancoramento do RE da célula hospedeira na membrana do VP,

necessitando, porém, de uma investigacado maior.

Além da redistribuicdo de mitocondria e reticulo, a infeccdo por T. gondii
interfere também significativamente na distribuicdo espacial dos microtubulos
da célula hospedeira (Melo et al., 2001). Em células Vero infectadas com T.
gondii, os microtubulos se localizam preferencialmente ao redor do vacuolo
parasitoforo e do nucleo da célula hospedeira (Melo et al., 2001). A
localizacédo perinuclear do vacuolo parasitoforo esta relacionada com o arranjo
de elementos do citoesqueleto, como filamentos intermediarios e também com
0 centro organizador de microtubulos (Halonen & Weidner, 1994). A
associacdo entre filamentos do citoesqueleto, principalmente microtubulos,
com o vacuolo parasitéforo pode ser importante no deslocamento de organelas
como mitocondrias e elementos do reticulo, além de vesiculas.

Estudos do nosso grupo de pesquisa mostram que o uso de drogas como
Taxol e Colchicina, além de destruir o parasita intracelular, com o ja
mencionado, interrompem a dindmica de microtdbulos e a redistribuicdo de
organelas da célula hospedeira como: mitocéndria e RE (Melo et al., 2001).

Uma vez dentro da célula hospedeira, o T. gondii inicia a secre¢cdo dos
contetdos de granulos densos (Charif et al., 1990; Leriche & Dubremetz,
1991). A secregcdo dessa terceira estrutura secretora € responsavel pela
modificacdo do espaco intravacuolar e pela formacédo de uma rede complexa
de tubulos membranosos, denominada rede intravacuolar (Sibley et al., 1986;
Sibley et al., 1995).
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Figura 6- Processo de invasdo do Toxoplasma gondii. A- adesdo do parasita a
membrana da célula hospedeira (MCH), com a participacao de roptrias (R), laminina e
seu receptor, P30 e seu receptor. DG- granulos densos. B- penetracdo do parasita
com a formacéo da juncdo mavel, secrecdo de roptrias e micronemas e protusao do
condide. C- Internalizacdo do parasita com seu estabelecimento no interior do VP.
MVP- membrana do vacuolo parasitéforo, RE- reticulo endoplasméatico, Mi-

mitocbndria, RI- rede intravacuolar.(modificado Bonhomme et al., 1999).

ApOs o0 estabelecimento no vacuolo parasitoforo, o T. gondii se

desenvolve até estar preparado para se dividir.

1.3.4- Desenvolvimento intracelular

O Toxoplasma gondii se divide no ambiente intracelular por um tipo

diferente de divisdo binaria conhecida como endogenia ou endodiogenia

21



(Gavin et al., 1962). Neste processo, duas células-filhas séo formadas a partir
de uma célula mée (fig. 7). Desse modo, 0 conjunto assume a forma de “bagos
de laranja” ou de uma “rosacea” formada com 8, 16, 32 ou mais parasitas (De
Souza, 1994). A formacgdo da rosdcea é em parte, um artificio, pela aderéncia
das células a laminula em cultura, perdendo espessura (Nichols & O’Connor,

1981). As divisbes ocorrem no interior do vacuolo endocitico que contém o
parasita, ou seja, no VP (Guimardes & Meyer, 1942). Dentro desse vacuolo, a
divisdo do parasita € extremamente sincronizada, no entanto, numa cultura
infectada como um todo ou no organismo do hospedeiro, o Toxoplasma gondii

multiplica-se assincronicamente.

O primeiro passo no processo endodiogénico € a replicacdo do DNA
nuclear e a duplicacdo do centrossomo (Striepen et al., 2000). O préximo

7

evento € o0 surgimento de dois condides no extremo apical (fig. 7).
Simultaneamente, o complexo pelicular interno é sintetizado adjacente aos
microtubulos subpeliculares. Em conjunto com o0s centrossomos, o0
desenvolvimento do complexo pelicular parece separar o complexo de Golgi, 0
RE, a mitocbndria e o ndcleo, dividindo dessa forma essas organelas entre as
duas células-filhas. As organelas secretoras sdo sintetizadas antes da
organizacdo no interior do complexo apical das células-filhas. No evento
terminal da endodoogenia, microtubulos da célula mée e o complexo pelicular
interno, desintegram a membrana plasmatica intacta, e proporcionam o
surgimento das células-filhas (fig. 7).

Os ciclos endodiogénicos procedem de uma ampliacdo da rede
intravacuolar, que por sua vez, promove um espaco entre as celulas-filhas
(Magno et al., 2005). Os parasitas, dentro do vacuolo, ficam conectados a um
corpo residual por sua porcédo final e a cada outro por tubulos da rede
intravacuolar. Os tubulos estabelecem conexdes entre cada parasita-filho,

conservando a sua disposicao dentro do vacuolo (Magno et al., 2005).
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Figura 7- Representacdo esquematica dos diferentes estagios de divisdo do taquizoito
(modificado Kepca & Scholtyseck, 1970) . APA: anel polar apical; C: conéide; M:
micronemas; R: roptrias; MP: membrana plasmatica; CPl: complexo pelicular interno; N:
nacleo; APP: anel polar posterior.

1.3.5- Liberagé&o dos parasitas

A liberacdo do parasita pela célula hospedeira é ainda pobremente
estudado. Muitos pesquisadores assumem que a saida do T. gondii esta
simplesmente ligada a ruptura mecéanica da célula hospedeira.

Entretanto, estudos evidenciam que o fenbmeno da liberacdo do T.
gondii é semelhante ao processo de invasdao (Endo et al., 1982; Black &
Boothroyd, 2000) . A liberacdo do parasita, € dependente de mobilidade e é
regulada por uma via de transducdo de sinal dependente de calcio (Hoff &
Carruthers, 2002) . Em adicdo, a saida do parasita pode ser estimulada por
agentes redutores (Stommel et al., 1997).

Parasitas intracelulares possuem a habilidade de monitorar a viabilidade
da célula hospedeira e se por acaso sua aptiddo for comprometida, o parasita
saira e invadird células vizinhas.

O processo de liberacdo € um evento crucial no ciclo intracelular do T.
gondii devido a procedente morte da célula hospedeira e liberacdo dos

parasitas, proporcionando um recomeco no ciclo da invasao.
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Com a lise celular, o nivel de potassio (K") no citoplasma da célula
hospedeira fica rapidamente menor, com isso ha uma ativacao da fosfolipase
C (PLC) do parasita, levando a um aumento no nivel de calcio citoplasmatico
(Bi et al., 1997; Moudy et al., 2001). Um dos efeitos cruciais produzidos por
essa elevacdo é a extrusdao do condide e a secrecdo de micronemas. Uma
proteina quinase dependente de calcio, a Ca** calmodulina, denominada em T.
gondii, TJCDPKZ1 é potencialmente implicada na transducado de sinal levando a
secrecédo da organela (Kieschnick et al., 2001).

Interessantemente, o0 estoque de calcio intracelular no parasita,
incluindo, RE, mitocondria e &cidocalcisoma (revisado em Moreno &
Docampo, 2003) , tem mostrado regular a secre¢édo de micronemas e iniciar a
mobilidade do T. gondii (Lovett & Sibley, 2003). Por outro lado, Monteiro et
al, 2000, mostram que ionoforos de calcio sdo particularmente ativos em

induzir a destruicdo dos taquizoitos extracelulares.

1.4- Drogas anti-proliferativas

Devido ao interessante comportamento biolégico, no que diz respeito ao
processo invasivo e replicativo do T. gondii, estudos com drogas citotoxicas
gue atingem o vacuolo parasitéforo do T. gondii tem sido realizados. Drogas
citotoxicas exercem seus efeitos no ciclo celular, sendo especificos de fase
(agente fase especifica) ou ndo (agentes ndo especificos de fase) (Hoagland,
1992).

Alguns compostos tém sido utilizados contra o Toxoplasma gondii, mas
somente poucos sdo efetivos. No entanto os compostos disponiveis utilizados
acarretam varios efeitos colaterais em pacientes imunodeprimidos,
transplantados ou aqueles que fazem o uso de quimioterapicos (Bosch-
Driessen et al., 2002; Degerli et al., 2003). Além disso, a mesma terapia,
sulfonamida e pirimetamina (Tenant-Flowers et al., 1991) mata eficientemente
0 estagio taquizoito do T. gondii, porém, ndo remove cistos teciduais,

possivelmente devido ao reduzido tempo de tratamento.
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Dessa forma, se faz necessario o estudo de drogas ou compostos mais
potentes e menos toxicos para o progresso do tratamento da Toxoplasmose.
Isso implica num grande conhecimento da biologia do parasita para determinar
novos alvos quimioterapicos.

A proposito, o presente trabalho utilizara novos compostos sintéticos da
classe das Tiosemicarbazonas, bem como seus derivados TiazolidinGnicos

contra o desenvolvimento intracelular do T. gondii.

1.4.1- Tiosemicarbazonas

Tiosemicarbazonas (TSC) sdo de consideravel importancia devido as
suas propriedades quimicas e potenciais atividades bioldgicas, tais como:
antitumoral, antibacteriana, antiviral e antiprotozoaria (Bharti et al., 2003;
Silva et al., 1998). TSCs sdo compostos geralmente obtidos pela condensacgéao
de tiosemicarbazidas com aldeidos e cetonas e recebem a denominagédo da
classe ap6s o nome do respectivo aldeido ou cetona condensado (fig. 8). As
tiosemicarbazidas podem ser adquiridas comercialmente ou obtidas por
sintese quimica (Bharti et al., 2002), porém, no presente trabalho &acido
tioglicolico foi utilizado para preparar as tiosemicarbazidas (fig.9).

TSC e seus derivados sdo também conhecidos por suas propriedades
de formar complexos com ions metalicos, comportando-se como agentes
guelantes (Casas et al., 2000). Essa propriedade de formar quelatos com ions
metalicos (Bharti et al., 2003; Kasuga et al., 2003) é responsavel pela
atividade antiparasitaria, testada contra protozoarios cavitarios -Trichomonas
vaginalis, Entamoeba histolytica e Giardia lamblia- (Bharti et al., 2002). No
entanto, pouco se sabe da acdo desses compostos sobre o Toxoplasma gondii
em desenvolvimento no interior da célula hospedeira. Além disso, tais
propriedades sdo também responsaveis pelas atividades bioldgicas
antiplasmodica, extras e intracelulares (Walcourt et al., 2004),
antitripanossoma e antileishmania extracelulares (Casero et al., 1980; Dood
et al., 1989).

Em nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que Hidroxiuréia, um

composto pertencente a classe das Tiosemicarbazonas, inibe o
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desenvolvimento e multiplicagdo do T. gondii, Leishmania amazonenses e

Trypanosoma cruzi intracelulares (Melo et al., 2000; Melo & Beiral, 2003).

1.4.2- Derivados Tiazolidindnicos (4-Tiazolidindni  cos)

As Tiazolidinonas séo derivados carbonilados das tiazolidinas e
tiosemicarbazonas. Esses compostos sdo também bastante importantes na
industria farmacoldgica, devido também as suas potenciais atividades
biolégicas como antiprotozoarios (Alves et al., 1993), antibacterianas (Glrsoy
et al., 1997; Khawass et al., 1989), fungicidas (Liu et al., 2000), entre outras.
A acdo desses derivados néo foi ainda extensivamente estudada quanto a
susceptibilidade dos protozoarios parasitas, contudo, trabalhos relacionados a
outros tipos de infeccdo por microrganismos mostram resultados
farmacoldégicos potenciais deste nudcleo quimico (Khawass et al., 1989,
Kicukguzel etal., 2002).

1.4.3- Mecanismo de acdo das Tiosemicarbazonas e de seus
derivados Tiazolidindnicos

Devido sua propriedade de formar quelatos com ions metalicos entre
eles, o Ferro, (Bharti et al., 2003; Kasuga et al., 2003) as tiosemicarbazonas
atuam inibindo a incorporacéo de H3-timidina no DNA, impedindo, entre outras,
a atividade da enzima ribonuceotideo redutase -RNR- (Finch et al.,, 1999;
Moore et al., 1970). Na auséncia de Ferro as células ndo podem passar da
fase G1 para fase S do ciclo celular, sendo a inibichio da RNR um fator
limitante na sintese de DNA.

A enzima ribonucleotideo redutase, possui um papel central na sintese de
desoxirribonucleotideo requerido para a replicagdo e reparo do DNA
(Thelander & Reichard, 1979; Cory & Sato, 1983) , desempenhando uma
forte correlacdo entre a atividade da enzima e a proporcdo da replicacdo
(Elford et al., 1970; Weber, 1983). As RNRs comportam-se particularmente
como um alvo atrativo para agentes neoplasicos direcionados contra um rapido

crescimento em tumores. A enzima é composta por duas subunidades

26



diméricas protéicas, conhecidas como, M1 e M2. O nucleo catalitico da
subunidade M2 contém um radical livre Tirosil que esta estabilizado por um
Ferro central (ndo-heme). Ambos, o Ferro e o grupo Tirosil, sdo essenciais
para a atividade catalitica da RNR.

Compostos com a funcdo de desestabilizar o Ferro central, inativando
com isso a atividade enzimatica tem sido identificados. Hidroxiuréia € um
desses compostos, entretanto, a mesma possui uma baixa afinidade pela
enzima (Krakoff, 1975) , uma meia-vida baixa em seres humanos (Beckloff et
al., 1965) e uma das limitacbes de sua terapia € o desenvolvimento de
resisténcia que ocorre muitas vezes via diferentes mecanismos envolvendo
mudancgas qualitativas e quantitativas na RNR (Moore & Hurlbert, 1989;
Donehower, 1996).

Diferentemente da Hidroxiuréia, 0s novos compostos recém sintetizados,
as Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidindnicos, possuem uma alta
afinidade pela enzima (Finch et al., 1999). Assim, esses novos compostos
poderdo contribuir para um melhor tratamento na quimioterapia do cancer e a
proposito desse trabalho, contribuir também para o possivel tratamento de
algumas doencas parasitarias, atuando no desenvolvimento e replicacdo dos

parasitas intracelulares como, em questdo, o Toxoplasma gondii.
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2- OBJETIVOS

2.1- Geral

Analisar o desenvolvimento intracelular do Toxoplasma gondii, apés o
tratamento com o0s compostos anti-proliferativos Tiosemicarbazonas e seus

derivados Tiazolidinbnicos

2.2- Especificos

- Verificar o efeito citotoxico dos compostos através de um “screening”
de concentracbes sobre o desenvolvimento intracelular do parasita, a
fim de estabelecer a concentragcdo padréo, indicada para todos os
compostos, ou seja a mais significativa.

- Estabelecer dados quantitativos, onde sera avaliado:

*% do numero de células infectadas e néo
infectadas;
» Média do nimero de parasitas normais e alterados;

* VP que contémnormais e alterados.

- Avaliar se alteracfes nas estruturas quimicas dos compostos influencia
em seu modo de acao.

-Verificar, se na auséncia dos compostos a infeccdo com o T. gondii é
revertida apés prévia incubacéo.

- Analisar a morfologia e ultraestrutura do parasita, bem como da célula

hospedeira, apds o tratamento com os compostos anti-proliferativos.
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3-MATERIAIS E METODOS

3.1- A Célula Hospedeira

O modelo de célula hospedeira que foi utilizado neste trabalho constitui
uma linhagem celular estabelecida e muito empregada em diversos estudos da
area biolégica — a célula Vero. Essas células sao fibroblastos de rim de
macaco verde africano, uma linhagem celular estabelecida muito empregada
em diversos estudos na area bioldgica. S&o células que se apresentam em
populacdes homogéneas, ndo séo células fagociticas profissionais, promovem
uma Otima aderéncia em substrato solido, sao ricas em organelas como
mitocondrias, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. E importante
ressaltar que células Vero suportam longos periodos de infeccdo com
taquizoitos de T. gondii, ndo sofrendo aparentemente drasticas mudancas
morfoldgicas. Devido a essas caracteristicas, essa linhagem celular tem se
mostrado um 6timo modelo de célula hospedeira para o estudo de interacao
com o Toxoplasma gondii.

Culturas de células Vero foram mantidas em garrafas plasticas (25 cm?)
usando meio 199 (SIGMA), pH 7.2, suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB) (GIBCO) até alcancarem o estagio de monocamada. Apés esse estagio,
foram lavadas com 3 mL de PBS (SIGMA) estéril por 2 vezes. Posteriormente,
foi adicionado 1 mL de tripsina verseni bovina, 0,25% (SIGMA) a cultura por
aproximadamente 30 segundos. Cinco milimetros (5 mL) de meio 199
contendo 5% de SFB foram adicionados a cultura tripisinizada.
Aproximadamente 2 x 10° células foram distribuidas em placas de 24 pocos
(microscopia 6ptica) ou 2 x 10° em garrafas plasticas de 75 cm? (microscopia
eletrbnica de transmissao) e posteriormente, incubadas por 24h em estufa
37°C, 5% de COs.

3.2- Obtencao dos parasitas

Taquizoitos de T. gondii, cepa RH (cepa virulenta), foram mantidos por

passagem na cavidade peritoneal de camundongos a cada 48h. ApOs esse
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tempo, os camundongos foram mortos por CO,. Na cavidade peritoneal dos
camundongos, foram injetados 3 mL de PBS, pH 7.2. O esudato foi entéao
reunido e utilizado em camundongos sadios ou retirados para O processo
experimental. O esudato retirado para o processo experimental foi centrifugado
a 1200 rpm por 10 min. Foi realizado teste de viabilidade dos taquizoitos com
azul de tripan 0,4% (SIGMA).

3.3- Interacdo do parasita com a célula hospedeira

Como mencionado anteriormente, as culturas de células Vero, apos
passarem pelo processo de tripsinizacdo, foram distribuidas em placas de
culturas de 24 pocos, para microscopia éptica ou em garrafas de 75 cm? para
microscopia eletronica de transmissédo, sendo posteriormente incubadas em
estufa por 24h, 37°C, 5% de CO..

ApoOs a incubacéo, a placa ou garrafa contendo as células aderidas foi
observada ao microscépio invertido Axioplan Zeiss e a contagem do numero
de células foi realizada utilizando objetiva 20X. Os parasitas retirados de
camundongos anteriormente infectados foram centrifugados a uma rotacao de
1200 rpm/10 min e ressuspensos em 1mL de PBS. Em seguida, 0,1 mL da
amostra foi retirada para contagem na camara de Neubauer, utilizando
microscopio Axioplan Zeiss, objetiva 40X. O volume calculado de parasitas foi
acrescentado na propor¢cdo de 10 parasitas para cada célula e incubados em
estufa 37°C, 5% CO..

Depois de 24h de interagdo com o0s parasitas, as culturas foram
incubadas com as Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidindnicos a
uma concentracao de 1,5 mM, por 12h, 24h e 48h a 37°C, para microscopia
Optica e por 24h, para microscopia eletrdnica de transmissdo. O controle do
processo experimental foi célula infectada e nao tratada. Para a analise da
reversibilidade o controle foi, células infectadas e tratadas. Depois do
tratamento, as culturas foram lavadas com PBS e processadas para

microscopia oOptica e eletrbnica de transmissao.
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3.4- Acéao biologica dos compostos (citotoxidade)

Através de um teste com diferentes concentragdes, que variou entre 0,1
MM e 30 mM (0.1 Mm, 1 mM, 1,5 mM, 10 mM, 20 mM e 30 mM), utilizando o
mesmo procedimento mencionado acima, foi possivel estabelecer a
concentragdo mais significativa e utilizada para os compostos, além de
estabelecer também o  coeficiente de inibicdo de infeccdo (ICsg). A
concentracdo mais significativa foi aquela em que na sua presenca nao foi
possivel verificar danos aparentes nas células hospedeiras e ao mesmo tempo
foi possivel observar severos danos nos parasitas no interior da célula
hospedeira. Através desse teste, foi possivel avaliar o grau de toxicidade dos

compostos testados nas diferentes concentracoes.

3.5- Compostos/Sintese

As Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidinbnicos foram
sintetizadas no Departamento de antibidticos e também no Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco, e foram
cedidas para posterior analise no nosso laboratério, onde foi possivel verificar
a acao dos compostos sobre diferentes aspectos do desenvolvimento
intracelular do T. gondii. Os compostos foram dissolvidos em Dimetil Sulfoxido
(DMSO) (Merck) e incubado em meio 199 (SIGMA) para uma concentracao
final de 1,5 mM. As culturas foram tratadas por 12h, 24h e 48h e incubadas a
37°C, 5% CO,. A concentracao utilizada, como ja mencionado, baseou-se em
estudos obtidos através de um “screening” de diferentes concentracdes, onde
pode ser observada e utilizada a concentracdo mais significativa para cada
composto.

Vinte e quatro novos compostos de Tiosemicarbazonas foram utilizados
no decorrer do presente trabalho, sendo doze derivados Tiosemicarbazonas e
doze derivados Tiazolidinénicos, estes ultimos foram sintetizados a partir das
Tiosemicarbazonas.

A sintese das TSCs se da através da condensacgdo equimolar de um

derivado carbonilado, do tipo aldeido ou cetona, com tiosemicarbazidas em
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meio alcoolico sob refluxo e quantidades cataliticas de acido (Akinchan et al.,
2002; Easmon et al., 1992) (fig. 8). Acido tioglicolico, como ja mencionado, foi
utilizado para preparar as tiosemicarbazidas pela reagdo com hidrazina
hidratada em solugcdo alcalina sob refluxo. Estas foram posteriormente

condensadas com derivados de aldeido substituidos para se obter as TSCs
(fig. 9).

S
o i1 Acido ]
R1—< +  NHz=NH-—=C—NRyRy ————3 R2R{C=N—NH—C—NR3R4 + HO
Refluxo

Ry
Deriv ado Carbonilado Tiosemicarbazida Tiosemicarbazona

Ry, Ry, R3, Rq = H, Alquil, Aril...

Figura 8: Reacéo de formacgé&o das Tiosemicarbazonas

3 -

s S
Solugio alcalina H / \ I
Hooocuz-s—l{ + NH;=—NHzH0 ———— 3 NH;—NH—C—R > o CH=N-NH—C—R
Refluxo Condensagiio §

Acido Tioglicolico R Hidrazina Tiosemicarbazida Tiosemicarbazona
hidratada Chave.

R = amina alifatica ou aliciclica

Figura 9: Utilizacdo de acido tioglicélico na preparacéo de tiosemicarbazonas

Por outro lado, os derivados Tiazolidinonicos utilizados neste trabalho,
foram sintetizados a partir da reacéo de ciclizacao entre as Tiosemicarbazonas
e anidrido maléico em solucéo contendo tolueno seco ou benzeno sob refluxo
(Brown, 1961) .

Suas estruturas quimicas apresentam-se formadas por um anel de cinco
membros, contendo dois heteroatomos: um enxofre (S) e um nitrogénio (N) e
um grupo carbonila na posicdo 4. A numeracdao para nomenclatura desses
compostos inicia-se com o enxofre recebendo a designacgéo inicial niamero 1,

enquanto o nitrogénio recebe a numeracgao 3, como demonstrado na figura 10 .
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4-Trazolidinona

Figura 10- Numeracéo do nlcleo de 4-Tiazolidinonas

As outras posi¢cOes do anel, 2 e 5, podem ser substituidas por diversos
grupos quimicos em geral.

As Tiazolidinonas, derivadas de tiosemicarbazonas, utilizadas neste
trabalho, apresentam na posi¢do 2, o grupo hidrazona condensado (Brown,
1961) (fig. 11).

c2
1
/

RyR{C= N—N=

Figura 11- 4-Tiazolidinona derivado de Tiosemicarbazona.

Diferentes radicais foram utilizados na sintese das Tiosemicarbazonas e
de seus derivados Tiazolidinbnicos. Na porcdo benzilideno, foram
primeiramente utilizados os radicais: cloro, hidrogénio e grupo nitro (fig.12).

No presente trabalho, porém, todos os compostos utilizados apresentam
0 grupo nitro (NO;) como substituinte, devido a esses derivados apresentarem
0S maiores valores de reducdo observados nos prévios ensaios (fig.12).
Seguindo esse raciocinio, 0 espectro das moléculas foi ampliado com a
inclusdo do grupo nitro nas posi¢des orto, meta e para no anel aromatico, para
substituir o R; e 0s grupos H ou CH3z ou CH3CH, ou CgHs, para substituirem o
R2 (fig.13).
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R1-®—CH=N—NH—-C—NH2 R1‘©‘CH=N-N4\S COH

Ry=H ; R4= CI; Ry= NO, Re=H ; Ry=Cl; Ry= NO,

Figura 12: Tiosemicarbazona e derivados Tiazolidinonas previamente preparados

R
@- CH=N~NH~C~ NHR, @_cn= N- MJ\-_S\/CO2 H
R1 R1 S

Tiosemicarbazonas 4-Tazolidinonas

Ry = pPNO2 ou mNO, ou o-NO,
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Figura 13: Moléculas alvo

Devido ao fato dos derivados Tiazolidinbnicos serem sintetizados a
partir das Tiosemicarbazonas, tais compostos foram nomeados da seguinte
maneira: nomenclatura de numero 3 para Tiosemicarbazonas (fig.14) e
nomenclatura de nimero 4 para os seus derivados Tiazolidindnicos (fig. 15) .

Além disso, como demonstrado na figura 14 e 15, 0Ss grupos
Tiosemicarbazonas e seus derivados TiazolidinGnicos, respectivamente, foram
divididos em 4 grupos de 3 compostos para cada série. Dentro das
Tiosemicarbazonas e de seus derivados Tiazolidinbnicos, um grupo se
diferencia do outro pela presenca de diferentes radicais substituindo o R, que
como ja mencionado, sédo: H, CHsz, CH,CH3; e CgHs (circulos) e um composto
se diferencia do outro dentro de cada grupo, pela localizagdo do grupo NO,,
ora na posicao para (p-NOy), ora orto (0-NO,), ora meta (m-NO), substituindo
o radical R; (circulos) .

Os numeros 3 e 4, referentes aos Derivados Tiosemicarbazonas e 0s
Derivados Tiazolidinonicos respectivamente (fig. 14 e fig.15) , se deve ao
processo de sintese dos compostos, onde os Derivados Tiosemicarbazonas,

serviram de base para sintese dos Derivados Tiazolidinonicos.
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Figura 15 : Estrutura quimica dos derivados Tiazolidinénicos
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De acordo com a retirada ou insercdo de radicais nas estruturas

guimicas das TSCs, a potencialidade desses compostos podera ser afetada.
3.6- Analise quantitativa

Apds o processamento do material para microscopia 6ptica em todos os
tempos de incubacdo com os compostos, foi feita uma analise quantitativa a
fim de verificar: a porcentagem de células infectadas e ndo infectadas, a média
do nimero de parasitas normais e destruidos ou em processo de destruicdo e
também a média dos vacuolos parasitéforos que os contém. A andlise
guantitativa foi efetuada por meio da contagem de campos aleatérios no

microscopio optico utilizando lente objetiva de 40x

3.7- Analise da reversibilidade

A reversibilidade dos compostos foi analisada em culturas infectadas
com taquizoitos de T. gondii, incubada por 24h com os compostos 3f e 4f que
apresentarem resultados mais significativos. Apos o tempo de incubacgéo por
24h, o meio com o composto foi removido da cultura e substituido por meio
199 sem o composto. As células foram incubadas por mais 24h e observadas

por microscopia optica.
3.8- Microscopia Optica

Células Vero incubadas previamente por 24h a 37°C foram infectadas
com taquizoitos de T. gondii por 24h. Posteriormente foram incubadas com os
24 compostos: Doze derivados Tiosemicarbazonas - (RP-23 ou 3a; RP-32 ou
3b; RP-07 ou 3c; RP-28 ou 3d; RP-34 ou 3e; RP-12 ou 3f; RP- 30 ou 3g;
RP-38 ou 3h; RP-18 ou 3i; RP-26 ou 3j; RP-36 ou 3k; RP-15 ou 3l), doze
derivados Tiazolidinbnicos — (RP-24 ou 4a; RP-33 ou 4b; RP-08 ou 4c; RP-29
ou 4d; RP-35 ou 4e; RP-13 ou 4f; RP-31 ou 4g; RP-39 ou 4h; RP-19 ou 4i;
RP-27 ou 4j; RP-37 ou 4k; RP-16 ou 4l) por 24h.
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Posteriormente, os derivados Tiosemicarbazonas, 3g, 3e, 3d, foram
incubados por 12h, sendo, 3g, 3e, também incubados por 48h. Os derivados
Tiazolidinbnicos, 4b, 4f, 4e, foram também testados por 12h, e os compostos
4b, 4f, por sua vez foram testados por 48h.

Células Vero infectadas, tratadas e nédo tratadas com as drogas anti-
proliferativas, foram lavadas com PBS, pH 7,2 por 3 vezes e fixadas com
reagente Bouin (71% de acido picrico, 5 % de acido acético e 24% de formol)
por 5 min, a seqguir foram lavadas com PBS por 4 vezes pH 7,2, 28°C.

Laminulas contendo as células fixadas foram coradas em solucdo de
Giemsa (1:10) em agua destilada por 2 horas e lavadas 2 vezes com agua
destilada. Apdés a coloragdo, as culturas foram desidratadas com répidas
lavagens na bateria acetona/xilol: ¢« Acetona pura (2 vezes); ¢ Mistura 1
(acetona-xilol 9:1); « Mistura 2 (acetona-xilol 7:3); « Mistura 3 (acetona-xilol 3:7)
e « Xilol puro.

As laminulas foram montadas sobre uma lamina histoldgica, utilizando
Entellan® e incubadas na estufa 50°C por 24h.

O material foi observado e analisado quantitativamente em campo claro

no microscopio otico Axioplan-Zeiss, utilizando objetiva de 40X.

3.9- Microscopia Eletrénica de Transmissao

Células Vero cultivadas em garrafas de plastico incubadas por 24h a
37°C infectadas e nédo infectadas com taquizoito de T. gondii por 24h, foram
incubadas por 12h e 24h, com o compostos 3| (derivado Tiosemicarbazona) e
por 24h com o composto 4l (derivado Tiazolidindnico), sendo posteriormente
observadas no microscopio eletrénico de transmissédo Zeiss 900.

As células foram lavadas 3 vezes com PBS, apds foram fixadas em
formaldeido 4%, glutaraldeido 1%, tampéao cacodilato de sddio 0,1 M pH 7,2,
Cloreto de célcio 5 mM e 5% de sacarose (SIGMA) por 1 h. Apoés a fixacdo as
células foram lavadas com solugdo tampédo cacodilato e 5% de sacarose e
removidas por raspagem, utilizando bastdo de extremidade de latex.

A suspenséao contendo as células fixadas foi centrifugada a 2100 rpm/10

min. O sedimento formado foi pos-fixado em tetroxido de 6smio 2% (SIGMA) e
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ferrocianeto de potassio (SIGMA) por uma hora a temperatura ambiente,
ausente de luz. Posteriormente a fixacédo, as células foram centrifugadas 2100
rpom/10 min e lavadas com tampdao cacodilato e 5% de sacarose. Apds essa
etapa as células foram centrifugadas 2100 rpm/10 min e ressuspensas em
acetona para desidratacdo na seguinte ordem: acetona 30% por 10 min;
acetona 50% por 10 min; acetona 70% por 10 min; acetona 90% por 10 min;
acetona 100% por 10 min (3 vezes).

O sedimento foi incubado em resina epon-acetona 100% na proporgéo
1:1 overnight. A solucdo epon-acetona foi substituida por epon puro por 6
horas a temperatura ambiente. Posteriormente, o material foi incluido em eina
epoxi e polimerizado em estufa 60°C por 48 horas.

Os blocos foram recortados no Reichest ultratrin - Leica para formar
piramides truncadas onde se encontra o material. Cortes ultrafinos foram obtidos
no ultramicrétomo Reichest Ultracuts - Leica e coletados em grades com 200-400
tramas por polegada (200-400 mesh). Para constratacdo dos cortes, foram
utilizados acetato de uranila (5% por 20 min) e citrato de chumbo (5 min). O
material foi observado no microscoépio eletrénico de transmisséo Zeiss EM 900,

operando a 80 kV.
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4- RESULTADOS

4.1- Acéo biolégica dos compostos (citotoxidade)

Para determinar a concentragdo mais efetiva contra o0s parasitas
intracelulares, que ainda preserva as células hospedeiras, diferentes
concentracOes de tiosemicarbazonas e de seus derivados foram testadas. A
faixa de concentracdo variou de 0,1 mM a 30 mM, com as seguintes
concentragbes: 0,1 mM, 1 mM, 1,5 mM, 10 mM, 20 mM e 30 mM. A
concentracgao utilizada no tratamento foi aquela que na incubacao por 24h nao
promoveu alteracdes nas células hospedeiras presentes na cultura, ficando as
mesmas com sua morfologia aparentemente normal e aderida ao substrato.

Foi possivel também estabelecer o coeficiente de inibicdo de 50% de
infeccéo pelos parasitas (IC50).

A tabela 1 apresenta os resultados obtidos para 10 compostos de
tiosemicarbazonas(3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i, 3j, 3k) e 4 compostos
derivados tiazolidindnicos (4b, 4c, 4d, 4i). Em relacdo a porcentagem de
células infectadas, o0 ICsy para quase todos os compostos testados foi < 2,5
mM, com excecdo somente do composto 3f, que apresentou IC50 de 10 mM.

A toxicidade dos compostos foi mais efetiva contra os parasitas
intracelulares, apresentando IC50 de 0,5 mM, com exce¢ao dos compostos 3b
(0,1 mM), 3f (3 mM) 3h e 3k (0,08 mM).

A concentracdo mais efetiva para todos os compostos foi a de 1,5 mM.
Na presenca dessa concentracdo, 0s parasitas intracelulares apresentaram
bastante alteracdes relacionadas principalmente com a sua forma e as células
hospedeiras, no entanto, encontravam-se aparentemente normais aderidas ao
substrato. A partir dai, todos os tratamentos realizados no presente trabalho
seguiram essa mesma concentracéo de 1,5 mM.

Ressalta-se, portanto que, devido a similaridade apresentada pelos
tratamentos com 0s compostos em prévios ensaios, somente alguns
compostos foram demonstrados nesta analise. Isso vale também para as

demais analises apresentadas.
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Tabela 1: Valores do ICs, referente ao numero de células e ao nimero de parasitas

intracelulares dos diferentes compostos pertencentes as duas séries.

Compostos % de células infectadas Parasitas intracelulares
ICs0 (MM) ICs0 (MM)
Derivados Tiosemicarbazonas
3b 2+ 0.05 0.1+0.06
3c 1.5+0.05 0.5+0.06
3d 2+0.06 0.5+0.05
3e 1.5+0.04 0.5+0.05
3f 10+1 3+0.4
39 2+0.05 0.5+0.05
3h 1+0.05 0.08+0.002
3i 2.5+0.05 0.5+0.05
3 1+0.05 0.5+0.05
3k 1+0.05 0.08+0.004
Derivados Tiazolidinénicos

4b 2+0.05 0.5+0.06
4c 2.5+0.04 0.5+0.04
4d 2+0.07 0.5+0.06
4i 2+0.06 0.5+0.06

4.2- Analise quantitativa: Tiosemicarbazonas/Deriva  dos

Tiazolidinbnicos

Diante das alteracdes sofridas pelos taquizoitos intracelulares apds o
tratamento com as Tiosemicarbazonas e com seus derivados Tiazolidinénicos,
foi possivel verificar o impacto dessas alteracbes sobre a infeccdo na célula
hospedeira, através da andlise quantitativa dos compostos utilizados. Através
dessa analise foi possivel avaliar apds os tratamentos: a % do numero de
células infectadas, a média do numero de parasitas normais e alterados, bem
como a dos VP que os contém.

Todos os compostos analisados reduziram a porcentagem de células
infectadas apds 12h e 24h de tratamento (tabelas 2 e 3), sendo que em 24h

de incubacéo, a reducéo foi mais drastica. No tratamento por 48h, observamos
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um grande decréscimo no numero de células presentes na cultura, por isso,
nao foi possivel estabelecer dados quantitativos, porém a analise morfolégica
desse tempo de incubacao sera avaliada.

Células infectadas tratadas por 24h apresentaram em sua maioria
parasitas alterados, entretanto, no tratamento por 12h, €& notavel uma
guantidade maior de parasitas normais no interior do vacuolo parasitoforo.

Na incubacéo por 48h, néo foi possivel identificar parasitas no interior do
VP, devido a dréstica diminuicdo do numero de células. Mesmo nas poucas
células presentes na cultura, ndo foi verificado parasitas intracelulares.

Para verificar a acdo desses compostos sob a multiplicacdo dos
parasitas, realizou-se a contagem e a avaliacdo da morfologia dos parasitas
intracelulares nas culturas controle e tratada. Observamos que tanto em 12h
de incubacdo como em 24h de incubacdo com todos os compostos
apresentados, 0 numero de taquizoitos e o numero de células infectadas
diminuiram quando comparado ao numero de parasitas nas culturas infectadas
nao tratadas (controle) (tabela 2). No entanto, no tratamento por 24h a

reducao foi muito mais drastica (tabela 3).

Tabela 2: Percentagem do numero de células Vero infectadas e o ndmero de parasitas
intracelulares apoés o tratamento por 12h com trés derivados Tiosemicarbazonas e trés com os

derivados Tiazolidindnicos. 1- vacuolos com parasitas destruidos.

% do niimero de Média do numero de Média do nimero de
Compostos células infectadas Parasitas intracelulares vactolos *
Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

Derivados Tiosemicarbazonas

3d 7015 38+4 625+46 78125 242+4 62+11

3e 63+1 4149 592+47 82124 2373 54+11

39 5611 2916 539+9 121423 154+4 28+10
Derivados Tiazolidinénicos

4b 59+4 3348 496+4 88+29 151+5 53+8

de 5742 41+6 522+56 113445 228+93 66+12

4f 59+4 2946 496+4 97431 151+5 3748

44



Tabela 3: % do ndmero de células e numero de parasitas intracelulares apés o tratamento por

24h com compostos das duas séries. Estruturas referentes aos radicais 1 (R1) e 2 (R2) séo

também evidenciados. 1- vacuolos com parasitas destruidos.

Compostos R
3a -H
3b -H
3c -H
3d -CH;
3e -CH;
3f -CH,
39 -CH, CH,
3h -CH, CHs
3i -CH, CH3
3] -Ce Hs
3k -Cs Hs
3l -Cs Hs
4a -H
4b H
4c -H
4d “CHs
de -CH;
4f “CHs
4g “CH, CHs
ah -CH, CH,
4 -CH, CH3
4 _C Hs
4K -Ce Hs
4 _Cq Hs

RZ

0-NO,
m-NO,
p-NO,
0-NO,
m-NO,
p-NO,
0-NO,
m-NO,
p-NO>
0-NO,
m-NO,
0-NO,

0-NO,
m-NO,
p-NO,
0-NO,
m-NO,
p-NO>
0-NO,
m-NO,
p-NO>
0-NO,
m-NO,
p-NO,

% de células

Infectadas

Controle

Derivados Tiosemicarbazonas

58+9
769
65+12
81+4
84+3
89+6
81+4
769
86+4
84+3
65+15
60+15

Tratado

10+4
4+2
52
9+5
9+3
12+4
8+2
7+3
17+3
7+3
74
5+4

Média do numero de

parasitas intracelulares

Controle

704+117
768+142
698194
783+84
642+92
683160
783+84
768+142
852+140
642492
442+69
650+205

Derivados Tiazolidinbni cos

619495
840+116
732169
888+143
628+74
726+115
663+16
732169
627+81
687+103
78679
654498

Tratado

2522
3+3
416
2+3
1+1

72428

1+2
4+3
4+3
3+3
2+3
242
3+2
3£2
242
2+2
242
1+1

Média do numero

de Vactolos *

Controle

307+112
342+6
340126
318+41
298+92
329+12
318+41
342+6
406+33
298457
195+67
328+87

268+74
35055
3827
318+55
2951
332+74
332442
3827
265+63
297+38
34460
333+4

Tratado

20+ 9
74
12+7
105
10+3
11+1
18+2
18+8
7£2

A reducédo do

namero de VP indica que os parasitas alterados

morfologicamente ndo foram capazes de se multiplicar. Dessa forma, vacuolos

parasitéforos com parasitas normais e alterados foram observados e contados

apos o tratamento por 12h e 24h (tabelas 2 e 3) . Verificamos também, que no
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tratamento por 12h a presenca de vacuolos com parasitas normais foi bem
maior que no tratamento por 24h. Ademais, a presenca de vacuolos com
parasitas em processo de destruicdo, mesmo que inicial, também foi maior no
tratamento por 12h, mostrando sua equivaléncia com a maior porcentagem de
células infectadas nesse tempo de incubacao (tabelas 2 e 3).

Ressalta-se ainda que, apesar de no tratamento por 24h, ter
apresentado um numero menor de vacuolos com parasitas alterados, 0s
parasitas neles presentes encontravam-se em sua maioria bastante alterados,
ou mesmo totalmente destruidos (tabela 3). Esses dados equivalem também

ao numero menor de células infectadas apresentadas no tratamento.

4.3- Influéncia da estrutura quimica no mecanismo de

acao dos compostos

A tabela 3 demonstra, portanto, que as modificacbes quimicas dos
diferentes compostos tiveram pouca influéncia sobre os diferentes aspectos
avaliados.

No entanto, podemos constatar que todos 0s compostos agiram de
forma eficiente em diminuir a % de células infectadas, reduzirem o nimero de

parasitas intracelulares, bem como o numero de vacuolos parasitéforos.

4.4- Aspectos morfoldgicos da interacdo do parasita com
a célula hospedeira

A microscopia Optica foi utilizada para analisar a estrutura morfologica
do T. gondii, bem como sua disposicdo na infeccdo e desenvolvimento na
célula hospedeira ap6s o tratamento com as Tiosemicarbazonas e seus
derivados Tiazolidinénicos.

Primeiramente, como ja descrito, foram realizados testes com diferentes
concentragbes dos compostos das duas séries, para estabelecer a
concentragcdo mais adequada para o tratamento, que foi a de 1,5 mM.
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Células Vero cultivadas e processadas como descrito anteriormente,
foram utilizadas como células hospedeiras no estudo da interagdo com
taquizoitos de T. gondii, e observadas ao microscépio optico de campo claro.

As células infectadas com taquizoitos de T. gondii por 24h, apresentam
parasitas em seu interior sob forma de meia-lua ou semicirculo assumindo
caracteristica de rosacea, dentro do vacuolo parasitoforo (figs. 1A-B e figs.
3A-B) encontrando-se também aderida ao substrato (figs. 1A e 3A) .

Apbs o tempo de infeccdo de 24h, as culturas foram tratadas por 12h,
24h e 48h na presenca de Tiosemicarbazonas e de seus derivados
Tiazolidindnicos.

Todos os compostos, totalizando 24, foram testados por 24h. No
entanto, os efeitos morfolégicos e ultraestruturais serdo demonstrados
somente para alguns compostos, devido a similaridade apresentada em seus
resultados na incubacdo por 24h. Além disso, os compostos analisados
morfologicamente e ultraestruturalmente, pertencem a diferentes grupos dentro
das duas séries.

Nem todos os compostos foram testados nos tempos de incubacao de
12h e 48h. Somente 6 foram incubados por 12h, sendo 3 pertencentes aos
derivados Tiosemicarbazonas e 3 aos derivados Tiazolidinbnicos e 4
compostos foram incubados por 48h, também pertencentes a ambos o0s
derivados. Os compostos apresentados foram avaliados e demonstrados,
seguindo o mesmo critério de selecdo do tratamento por 24h.

Todos os compostos utilizados causaram alteragées na morfologia dos
taquizoitos intracelulares, principalmente em relagdo a sua forma, onde pode
ser observado formas arredondadas no tratamento por 12h (fig. 2A-B-C e fig.4
A-B-C) e semelhantes a inclusdes citoplasmaticas no tratamento por 24h (figs.
1C-D-E-F e figs. 3C-D-E-F) . As alteracbes apresentadas pelo parasita apds o
tratamento com o0s compostos de ambas as séries, Tiosemicarbazonas e
derivados Tiazolidindnicos foram bastante semelhantes entre si.

As alteracdes que os parasitas passaram apresentar ap0s o tratamento
com 0s compostos sdo bastante visiveis quando comparadas com a forma

normal de semi-circulo apresentada na cultura controle.
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A partir das alteracBes sofridas pelos taquizoitos intracelulares apos o
tratamento por 24h com o0s compostos, verificou-se 0 impacto dessas

alteracdes sobre a infeccao, realizando a analise quantitativa (tabela 3).

4.4.1- Tratamento com as Tiosemicarbazonas

Apbs o tratamento por 12h com o compostos 3d (fig. 2A) , 3e (fig. 2B) e
3g (fig. 2C), muitos vacuolos apresentam parasitas com fenétipo arredondado
(figs. 2A-B-C) .

Quando incubados por 24h, com os compostos 3c (fig. 1C), 3g (fig. 1D),
3e (fig. 1E) e 3d (fig. 1F), os parasitas apresentam-se como inclusdes
citoplasmaticas, apresentando drasticas altera¢cdes morfoldgicas (figs. 1C-D-E-
F), entretanto, a célula hospedeira parece aparentemente inalterada nesse
tempo de incubacédo (figs. 1C-D-E-F). As alteracbes foram bastante
semelhantes para todos compostos nesse tempo de incubacéo, por isso foram
demonstrados somente 0s compostos acima citados.

Na incubacéao por 48h com os compostos 3e (fig. 5A) e 3g (fig. 5B) , séao
visiveis grandes alteracdes na célula hospedeira e os taquizoitos mesmo o0s
alterados, ndo sdo observados na cultura de modo geral (figs. 5A-B) . Porém
no tratamento com o composto 3g foi possivel verificar uma alteracdo um
pouco menor nas ceélulas hospedeiras (fig. 5B) . A cultura durante esse tempo
de incubacéo, encontra-se quase desprovida de células (figs. 5A-B) , devido a
esse fato, foram evidenciados, somente os resultados referentes ao seu estudo
morfolégico, como mencionado.

Vacuolos com parasitas normais também foram observados apés o
tratamento com esses compostos, como podemos observar apds o tratamento
por 12h com os compostos (fig. 2B) . Contudo, apés o tratamento por 24h, a
presenca desses vacuolos foi menos constante, pois a maioria apresenta
parasitas alterados morfologicamente ou em processo de destruicdo (figs.1C-
D-E-F), o mesmo ndo acontece com a incubacdo por 48h, visto que o0s
parasitas de forma geral encontram-se ausentes (figs. 5A-B) .

Em relacdo ao comportamento da célula hospedeira diante exposicao
ao tratamento com os compostos por 12h e 24h, podemos observar que

aparentemente na maioria das vezes a mesma se encontra inalterada (figs.
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1C-D-E-F e figs. 2A-B-C) . Porém, no tratamento por 48h, grande parte das
células na cultura apresenta-se alteradas morfologicamente, além de se notar

decréscimo em seu numero (figs. 6A-B) .

4.4 .2- Tratamento com os derivados Tiazolidinbnicos

O tratamento com os derivados Tiazolidindnicos, apresenta uma
similaridade de resultados, em relagdo as Tiosemicarbazonas, no que diz
respeito ao aspecto morfolégico.

ApoOs o tratamento por 12h com os compostos 4b (fig. 4A), 4e (fig. 4B)
e 4f (fig. 4C), a maioria dos vacuolos citoplasméticos encontrados contém
parasita com sua forma modificada (fig. 4A-B-C, setas), porém ainda é possivel
encontrar parasitas com sua forma normal (fig. 4B) . No entanto, no tratamento
por 24h, com os compostos 4b (fig. 3C), 4f (fig. 3D), 4e (fig. 3E) e 4j (fig.3F),
0s taquizoitos apresentam alteracdes morfolégicas drasticas, perdendo a
forma de meia-lua, assumindo um aspecto amorfo, semelhante a inclusbes
citoplasmaticas (figs. 3C-D-E-F) .

Em relacdo as células hospedeiras, nota-se também que
aparentemente, na maioria das vezes, nao sofreram modificacdes (figs. 3C-D-
E-F e figs. 4 A-B-C) , assemelhando ao observado com as Tiosemicarbazonas.
Contrapondo-se também, com o tratamento por 48h, com os compostos 4b e
4f onde a maioria das células presente mesmo em menor quantidade,
encontra-se bem alteradas (fig. 5C), os resultados apresentados sao
referentes ao tratamento com o composto 4f, devido a similaridade
apresentada entre os dois compostos. Todavia, 0s parasitas como no
tratamento com as Tiosemicarbazonas, também n&o foram observados na
cultura (fig. 5C).

Vacuolos com parasitas normais também foram observados durante o
tratamento por 12h com os compostos 4b, 4e (fig. 4B), porém no tratamento
por 24h, a presenca desses vacuolos foi menos constante ou mesmo
inexistente (figs. 3B-C-D-E) .
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4.5- Analise da reversibilidade dos compostos

Para avaliar se a retirada dos compostos tiosemicarbazonas e seus
derivados tiazolidindnicos, promove uma re-infeccdo pelos parasitas
previamente tratados por 24h, as células infectadas por 24h e incubadas por
24h com os compostos (figs. 6A-C), foram posteriormente re-incubadas em
somente meio de cultura por mais 24h (figs. 6B-D). Nestas condicdes
observou-se que a infeccdo nao foi re-estabalecida no tratamento com o
composto 3g (tabela 4 e figura 6B) . Ou seja, ao parasitas ndo recuperaram
sua capacidade infectiva.

A re-infeccdo sO foi observada para as culturas tratadas com o
composto 4f, neste caso os parasitas ndo afetados, voltaram a se dividir,
aumentando dessa forma sua quantidade (tabela 4). Esses parasitas foram
capazes de invadir novas células e formar novos vacuolos parasitéforos,
permitindo dessa forma o aumento dos mesmos (fig. 6D).

Contudo, aqueles parasitas que foram drasticamente afetados durante o
tratamento, ndo foram capazes de voltar a se replicar na auséncia dos

compostos.

Tabela 4: Andlise da reversibilidade dos compostos. As culturas foram primeiramente tratadas

por 24h com os compostos e posteriormente incubadas por mais 24h com meio de cultura.

% de células Parasitas Média do numero
Compostos infectadas intracelulares de vacuolos
Controle  Tratado Controle Tratado Controle Tratado

Derivado Tiosemicarbazona

39 7+4 5+3 0,8+0 1+2 8+4
Derivado Tiazolidinbnico
4f 16+6 12+2 3+2 262 12+2

4+2

31+4
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4.6- Aspectos ultraestruturais da interacdo do par  asita

com a célula hospedeira

Para analise ultraestrutural, células Vero infectadas com taquizoitos de
T. gondii foram analisadas por microscopia eletronica de transmissao. Culturas
infectadas nao tratadas apresentaram taquizoitos normais proliferando dentro
do vacuolo parasitéforo, evidenciando o seu nucleo e sua superficie continua,
delimitando todo o parasita (figs. 7A-B) . A célula hospedeira apresenta
aspecto normal com mitocondrias (M) e reticulo endoplasmatico (RE) junto ao
vacuolo parasitéforo e também com ndcleo bastante evidente (figs. 7A-B)

As culturas foram tratadas com os compostos 3l por 12h (fig. 7C) e 24h
(fig. 7D) (derivado Tiosemicarbazona) e 4l por 24h (figs. 8A-B) (derivado
Tiazolidinbnico). Ap6s 12h de tratamento com o composto 3l (derivado
Tiosemicarbazona), o citoplasma do parasita apresentou vacuolizagdes (fig.
7C), notando-se dessa forma, uma desestruturagdo em todo o citoplasma. No
entanto, a superficie do parasita mostra-se aparentementa inalterada (fig. 7C).
Nesse tempo de tratamento, foi possivel também identificar vacuolos com
parasitas em estagio menos avancado de destruicdo (fig. 7). Nota-se também
uma mudanca na disposicdo da membrana do vacuolo parasitéforo (fig. 7C).

A incubagéo por 24h com esse composto, levou a alteracbes mais
drasticas no parasita intracelular, que apresentou um citoplasma vacuolizado e
totalmente alterado com a presenca de estruturas contendo estruturas
semelhantes a restos de membranas (fig. 7D). Observa-se também alteracao
na superficie do parasita, deixando esta de ser continua (fig. 7D) e a
membrana vacuolar, encontra-se da mesma forma, alterada em sua
disposicéo (fig. 7D). Por outro lado, o citoplasma da célula hospedeira,
encontra-se aparentemente inalterado, com a presenca de mitocondrias (M) ao
redor do vacuolo (fig. 7D).

O tratamento com o composto 4| (derivado Tiazolidinbnico) por 24h,
também causou sérias alteracbes nos parasitas intracelulares (figs. 8A-B) . O
aspecto amorfo, apresentado pelos parasitas na analise morfologica, pdde ser
confirmado ultraestruturalmente, com os parasitas totalmente alterados dentro

do vacuolo parasitoforo, e também apresentando citoplasma bastante
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eletrondenso, além de algumas vacuolizacdes (figs. 8A-B). A membrana
vacuolar encontra-se também alterada (figs. 8A-B) .

Analisando a célula hospedeira, verificamos que no tratamento com o
composto 3l, a célula aparentemente encontra-se inalterada, com mitocondrias
(M) ao redor do VP (fig. 7D). Porém, apds a incubacdo com o composto 4l, a
célula hospedeira, apresentou algumas modificacbes, como, citoplasma
bastante denso, com algumas vacuolizagfes, além de altera¢cdes também na
disposicado das organelas citoplasmaticas (figs. 8A-B) .

A potencialidade dos compostos pode esta relacionada com a estrutura
guimica de cada composto. De acordo com a modificagcdo na estrutura quimica
dos compostos, inser¢cdo de diferentes radicais, bem como, mudangas na
posicdo do radical NO,, 0 mecanismo de ac¢do de cada composto podera ser
influenciado.

Em relacdo aos aspectos morfolégicos, demonstrados pela microscopia
Optica, as mudancas nos compostos ndo afetaram nos respectivos resultados,
gque foram em sua maioria muito semelhantes entre si. Nao obstante, na
analise ultraestrutural, pode ser observado uma pequena diferenca no parasita
intracelular, que pode esta relacionada as mudancas dos radicais nas
estruturas quimicas dos compostos. As diferengcas foram mais marcantes na
célula hospedeira que apresentou alteragbes, como algumas vacuolizacbes no
citoplasma e alteracbes na disposicdo das organelas. Contrapondo-se ao
estudo morfologico, que aparentemente ndo apresentou alteracdes na célula

hospedeira.
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Figura 1- Microscopia optica de células Vero infectadas por 24h com taquizoitos de T. gondii (1A,B) e tratadas por 24h com os
derivados Tiosemicarbazonas 3¢ (1C), 3g (1D), 3e (1E) e 3d (1F). Taquizoitos normais com aspecto de rosacea (1A-B, seta) e
célula hospedeira aderida ao substrato (1A-B, seta pontilhada). Apds o tratamento, os taquizoitos apresentaram draticas
alteragdes morfologicas (1C,D,E,F, setas). A célula hospedeira encontra-se aparentemente inalterada (1C,D,E,F, seta

pontilhada). T=taquizoito;N= nucleo; VP= vacuolo parasitéforo.



Figura 2- Microscopia 6tica de células Vero infectadas e tratadas por 12h com os derivados Tiosemicarbazonas
3d (2A); 3e (2B) e 3g (2C). Apds o tratamento, taquizoitos apresentam fenotipo arredondado (2A-B-C, setas) e a
célula hospedeira parece inalterada (2A-B-C, seta pontilhada). Parasitas normais também sao evidenciados

(2B, asterisco). P= parasita; N= nucleo; VP= vacuolo parasitéforo.



Figura 3- Microscopia 6ptica de células Vero infectadas com taquizoitos de T. gondii, por 24h (3A,B) e tratadas por 24h
com os derivados Tiazolidindnicos 4b (3C), 4f (3D), 4e (3E) e 4j (3F). Taquizoitos normais com aspecto de rosacea
(3A-B, seta) e célula hospedeira aderida ao substrato (3A, seta pontilhada). Apds o tratamento alteragdes foram
observadas nos parasitas (3C,D,E,F, setas) e a célula hospedeira aparentemente inalterada (3C,D,E,F, seta

pontilhada). T=taquizoito; N= nucleo;VP= vacuolo parasitéforo.



Figura 4- Microscopia optica de células Vero infectadas e tratadas por 12h com os derivados Tiazolidinénicos 4b (4A);

4e (4B) e 4f (4C). Apds o tratamento, parasitas com sua forma alterada foram visualizados (4A-B-C, setas). Parasitas
normais também foram evidenciados (4B, asterisco). A célula hospedeira apresentou aspecto normal apds o tratamento

(4A-B-C, seta pontilhada). N= nucleo;VP= vacuolo parasitéforo.




-

Figura 5- Microscopia optica de células Vero infectadas e tratadas por 48h com os derivados Tiosemicarbazonas 3e (5A)

e 3g (6B) e com Tiazolidindnico 4f (5C). Apos o tratamento, as células hospedeiras sofreram drasticas alteragdes (5A-B-

C, setas). N=nucleo



Figura 6- Microscopia de células Vero infectadas e tratadas por 24h com os compostos 3g (6A) e 4f (6C) e posteriormente
incubadas com meio de cultura para ambos 3g (6B) e 4f (6D). Na auséncia do composto 3g os parasitas ndo recuperaram
sua capacidade infectiva, encontranto-se alterados no vacuolo (6B, setas). Na auséncia do composto 4f, os parasitas
foram capazes de revertir a infecgao, voltando a se proliferar no vacuolo (6D, setas). A célula hospedeira encontra-se
aderida ao substrato na presenga ou na auséncia dos compostos (6A-B-C-D, seta pontilhada). N= nucleo; VP= vacuolo

parasitoforo.



Figura 7- Microscopia eletrdnica de células Vero infectadas com taquizoitos de T. gondii por 24h (7A,B) e tratadas por
12h (7C) e 24h (7D) com o derivado Tiosemicarbazona 3l. Taquizoitos normais, com superficie bem marcada (7A-B,
seta) e a célula hospedeira aparentemente normal, com mitocéndrias (M) e reticulo endoplasmatico (RE) ao redor do
vacuolo. Apés o tratamento, os taquizoitos intravacuolares foram drasticamente alterados (7C, seta e 7D, seta cheia),
porém sua superficie parece inalterado (7C-D, setas pontilhadas) e a membrana vacuolar alterada(7C-D, asterisco),
nota-se também parasitas menos alterados apds o tratamento por 12h (7C, seta cheia). A célula hospedeira

aparentemente nao foi alterada na presenga desse composto, com mitocdndrias ao redor do vacuolo (M).T= taquizoito.



Figura 8- Microscopia eletronica de células Vero infectadas e tratadas por 24h com o derivado
Tiazolidinénico 4| (8A-B). Parasitas totalmente alterados dentro do vactolo, com citoplasma bem
eletrondenso e vacuolizado (8A-B, setas), a membrana do vacuolo também alterada (8A-B, asterisco). A
célula hospedeira apresentou citoplasma eletrondenso, vacuolizado e alteragdo na disposicdo das

organelas (8A-B, setas pontilhadas). T=taquizoito; N=nucleo.
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5- DISCUSSAO

Os medicamentos utilizados no tratamento da toxoplasmose néao
eliminam o parasita do organismo, além de causar uma seérie de efeitos
colaterais ao hospedeiro, como depressdo da medula 0ssea, nauseas, etc.
(Bosch-Driessen et al., 2002; Degerli et al., 2003). Além disso, ocorre
frequentemente resisténcia do parasita a tais medicamentos.

Ademais, as drogas tradicionalmente usadas no tratamento da
toxoplasmose sdo antimetabdlitos que interferem na sintese ou no modo de
acao do folato (Bosch-Driessen et al., 2002). Os folatos sdo componentes
essenciais para a sintese de DNA e proliferacdo celular. Os antimetabdlitos
gue atuam na sintese do folato sdo as sulfonamidas e pirimetaminas. As
sulfonamidas sdo administradas em conjunto com as pirimetaminas no
tratamento da toxoplasmose (Skold, 2000) . O uso da azitromicina sozinha ou
acompanhada com as pirimetaminas também foi estabelecido contra a doenca
(Bosch-Driessen et al., 2002; Degerli et al., 2003).

No entanto, estudos recentes mostram que 0 uso combinado de
Sulfadiazina e Pirimetamina com azesterdis, possui uma potente atividade anti-
proliferativa contra o T. gondii, (Dantas-Leite et al., 2005), além também, de
seu efeito anti-proliferativo contra parasitas tripanossomatideos (Urbina et al.,
1996; Urbina et al., 1997; Rodrigues et al., 2002).

Estudos da interagdo parasita-célula hospedeira tém se mostrado um
6timo modelo para testes de compostos potenciais com finalidade
guimioterapica. Outro alvo muito utilizado no desenvolvimento de
guimioterapicos € a inibicdo do ciclo celular, com compostos que atuem em
fase especifica ou ndo do ciclo.

Estudos com compostos que interrompem o desenvolvimento
intracelular do Toxoplasma gondii, acarretando em sua destruicdo também tém
sido evidenciados (Melo & Beiral, 2003; Melo et al., 2002; De Souza & Melo,
2000; Passos & Melo, 1999; Dantas-Leite et al., 2005).

Nesse trabalho, ampliando nossas investigacdes, analisamos a acao de
novos isolados recém sintetizados de Tiosemicarbazonas e seus derivados

Tiazolidinbnicos, em células hospedeiras infectadas com T. gondii, para
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verificar suas respectivas agdes no desenvolvimento intracelular do parasita.
Esses compostos como descrito anteriormente, atuam no ciclo celular por meio
da inibicdo da atividade enzimética da RNR (Finch, et al., 1999; Moore et al.,
1970), comportando-se como quelantes de metais (Bharti et al., 2003;
Kasuga et al., 2003) e pouco se sabe da sua atividade sobre o
desenvolvimento do T. gondii intracelular.

De acordo com Hutchinson, 1985, modificacbes nas moléculas de
Tiosemicarbazonas levam a perda substancial da atividade quimioterapica
desses compostos (Hutchinson, 1985). No entanto, as mudancas na estrutura
guimica dos compostos utilizados no presente trabalho, néo interferiram, de
modo geral, no mecanismo de acdo dos compostos. Os compostos
apresentaram em sua maioria resultados semelhantes, relacionados a analise
morfolégica. Porém, mudancas foram observadas na analise ultraestrutural, e
estas podem estd diretamente relacionadas aos diferentes fendtipos
apresentados pelos parasitas, principalmente das células hospedeiras, durante

0s tratamentos com oS compostos.

5.1- Célula hospedeira/ Toxoplasma gondii

Parasitas intracelulares obrigatorios, como, Toxoplasma gondii,
Leishmania Trypanosoma cruzi, para estabelecer uma infeccdo na célula
hospedeira evadem de seus diferentes mecanismos microbicidas impostos
pela célula hospedeira (Corsaro et al., 1999).

O T. gondii, durante o seu processo de infec¢do, impede a producao de
radicais reativos produzidos pela célula hospedeira e também a acidificacdo e
fusdo do vacuolo parasitéforo com organelas da via endocitica. Entdo, dessa
forma, o parasita desenvolve estratégias de sobrevivéncia, procurando vencer
e burlar os mecanismos de defesa impostos pela célula hospedeira.

A inibicdo desses mecanismos esta relacionada principalmente com o
ambiente intracelular que abriga o parasita, o VP. Além disso, esse ambiente
dificulta a acdo de drogas contra o parasita. Porém, no presente trabalho, o VP
foi 0 nosso principal alvo, uma vez que utilizamos compostos que atuam sobre

o desenvolvimento intracelular do T. gondii.
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A andlise do aspecto morfolégico, através da microscopia oOtica,
demonstrou que os derivados Tiosemicarbazonas, bem como os derivados
Tiazolidindnicos, interromperam o desenvolvimento intracelular do Toxoplasma
gondii, alterando sua morfologia, levando a uma drastica reducdo do seu
numero e de células hospedeiras infectadas, no tempo de 24h de incubacéao.

O tempo de incubacéo de 24h foi proposto, pelo fato de ndo ter ocorrido
ainda a lise celular das células hospedeiras infectadas pelos parasitas, além
disso, nesse tempo de incubacgdo, a maioria das células presentes na cultura
encontra-se infectadas, tornando-se mais abrangentes os resultados dos
compostos testados.

A concentracdo que foi utilizada para cada composto foi aquela que na
sua presenca, pudemos verificar um melhor impacto na cultura de modo geral:
com as celulas aparentemente inalteradas e o0s parasitas drasticamente
alterados ou mesmo destruidos no interior do VP.

Diante da analise do niumero de vacuolos, torna-se claro que, apesar do
VP ser um alvo dificil para a acdo de compostos em geral, no presente
trabalho, foi possivel constatar o efeito de todos os compostos nesse alvo
intracelular, visto que a multiplicacdo dos parasitas intracelulares foi inibida
juntamente com a sua provavel destruicio ou mesmo eliminacdo da
culturaapds o tratamento com 0s respectivos compostos.

Como mencionado anteriormente, para estabelecer uma infeccdo na
célula hospedeira, o T. gondii burla o seu sistema de defesa, utilizando-se de
varias estratégias de sobrevivéncia no interior do VP. Neste trabalho, foi
possivel verificar que o tratamento com as Tiosemicarbazonas e seus
derivados Tiazolidindnicos, levou a eliminacédo dos parasitas no interior do VP.

O processo de eliminacdo do T. gondii intracelular, pode esta
relacionado com a reativacdo do mecanismo de defesa da célula hospedeira.
Carvalho & Melo, 2002 e Carvalho & Melo, 2006, demonstram que apds o
tratamento com a Hidroxiuréia, que também é uma Tiosemicarbazona, ocorre
ativacdo da via endocitica da célula hospedeira, com a fusdo do VP com os
lisossomos e a consequente eliminacdo do parasita no interior do VP, além de
causar também, perturbacdes nas organelas secretoras. Entdo sugere-se que
0 mesmo pode ter acontecido no tratamento com as Tiosemicarbazonas e

seus derivados Tiazolidindnicos no presente trabalho.
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A infec¢do do T. gondii na cultura € assincronica, ou seja, 0s parasitas
apresentam-se em diferentes fases de seu ciclo. Diante desse fato, pudemos
observar nesse trabalho, fendtipos diferenciados dos parasitas: alguns se
encontravam em processo de destruicdo, outros totalmente destruidos ou
ainda uma minoria com aspecto normal. Todavia, no interior do VP o
desenvolvimento do parasita se da de forma sincronica, por isso, encontramos
VP com parasitas totalmente destruidos, outros com parasitas em processo de
destruicdo e ainda VP com parasitas normais, embora a presenca desses
ultimos tenha sido menos frequente.

Alguns estudos tém demonstrado que a utilizacdo de Hidroxiuréia (HU)
a uma concentragcdo de 5 mM, sincroniza culturas celulares, sem produzir
alteracbes morfolégicas ou ultraestruturais em células hospedeiras tratadas
(Galanti et al 1994; Hofer et al 1998; Taylor et al 1999).

Tal como a Hidroxiuréia, os efeitos das Tiosemicarbazonas assim como
de seus derivados Tiazolidinbnicos sobre a proliferagdo celular sao mais
pronunciados sobre a fase S do ciclo celular (Finch et al., 1999), devido sua
ligacdo a enzima ribonucleotideo redutase e sua consequente inativacdo. No
entanto, por se ligarem com uma maior afinidade a enzima, as
Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidindnicos, possuem resultados
mais significativos, quando comparados com a Hidroxiuréia, uma vez que esta
possui uma baixa afinidade pela enzima (Krakoff, 1975) , além de uma meia-
vida curta (Beckloff et al., 1965), apesar de ter uma grande aplicabilidade
clinica. Uma das limitacdes de HU é o desenvolvimento de resisténcia, a qual
pode ocorrer por diferentes mecanismos envolvendo mudancgas quantitativas e
gualitativas na enzima. HU € muito utilizada no tratamento de cancer de mama,
de colo do utero e outros (Gwilt & Tracewell, 1998).

Ademais, durante a incubacdo com o0s novos isolados de
Tiosemicarbazonas e seus derivados Tiazolidindnicos, aqueles parasitas no
interior do VP, que ndo se encontravam na fase S do ciclo celular, ndo foram
afetados e manteram-se morfologicamente normais. Esses parasitas, na
auséncia dos compostos, voltaram a se multiplicar re-estabelecendo a
infecgdo. No entanto, os parasitas que se encontravam realizando o seu ciclo
celular durante a incubacdo com os compostos foram drasticamente afetados e

nao conseguiram recuperar sua capacidade infectiva/proliferativa na auséncia
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dos derivados. Isso demonstra que as Tiosemicarbazonas e seus derivados
Tiazolidinbnicos sé@o agentes especificos de fase, pois s6 foi possivel verificar
a acao desses compostos naqueles parasitas que se encontravem na fase S
do seu ciclo celular.

Estudos evidenciam ainda que, no tratamento com a Hidroxiuréia, a
infeccdo pelos parasitas foi praticamente eliminada da cultura somente apos
48h de incubacgao, embora o processo inicial de destruicdo do parasita tenha
sido constatado bem antes desse tempo (Melo & Beiral, 2003) . Por outro lado,
na presenca dos novos derivados de Tiosemicarbazonas e derivados
Tiazolidinbnicos o efeito mais drastico foi constatado, no tempo de 24h de
incubacgédo, onde a cultura encontrava-se quase desprovida de parasitas e
também de células infectadas (Tendrio et al., 2005). No entanto, na presenca
desses derivados por 48h, drasticas alteracdes na célula hospedeira foram
observadas. Esses resultados se devem provavelmente a diferente afinidade
com que 0s compostos se ligam a enzima RNR.

Além disso, estudos utilizando a forma hormonal da vitamina D (1,25-
Dihidroxivitamina D3), que possui também atividade anti-proliferativa, entre
outras, revelam que, sua aplicabilidade induz apoptose e aumenta a
susceptibilidade a toxoplasmose em tratamento “in vivo” (Rajapakse et al.,
2005). No entanto, nossos estudos com o0S novos isolados de
Tiosemicarbazonas, ndo foram ainda avaliados sob esse ponto de vista.

Em adicdo, a utilizacdo de compostos, como “jasplakinolide”,
“Calphostin”, “Genistein” e “Wortmanin” que afetam respectivamente o0s
filamentos de actina, fosfolipase C, tirosinoquinases e fosfatidilinositol-3-
quinase, no processo de interacdo de taquizoitos de T. gondii com célula
polimorfonuclear, promoveu reducdo na propor¢cdo da infeccdo da célula
hospedeira pelo parasita, através de uma significativa inibicdo da
internalizacdo do parasita (MacLarem & De Souza, 2004). Porém, nossos
estudos evidenciam somente o padrdo de desenvolvimento intracelular do T.
gondii na presenca dos novos derivados e ndo de seu comportamento
invasivo.

Diante dos resultados apresentados, constatamos que a presenca dos
compostos recém sintetizados de Tiosemicarbazonas e seus derivados

Tiazolidinbnicos alteraram drasticamente a morfologia, ultraestrutura e
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multiplicacdo dos taquizoitos de T. gondii, promovendo sua destruicdo e
eliminacdo da célula hospedeira na cultura. Tal efeito proporcionou também,
uma acentuada redugdo no numero de parasitas normais e nas células
infectadas, estas por sua vez, quando presentes possuiam a maioria dos seus
vacuolos com parasitas destruidos, estes por sua vez, ndo recuperaram sua
capacidade de desenvolvimento e multiplicacdo, devido provavelmente a

inativacao da enzima RR pela alta afinidade de ligacdo desses compostos.
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6- CONCLUSOES

* A andlise da acgdo biologica dos compostos (citotoxidade) revelou o

coeficiente de inibicdo (ICsp) dos compostos e a concentragcdo padréo de 1,5

mM para todos os compostos analisados.

* Dados quantitativos revelaram que na presenca de todos o0s
compostos das duas séries houve decréscimo do numero de células infectadas
e do numero de parasitas apés o tratamento em todos os tempos de
incubacao, porém essa diminui¢cdo foi bem maior no tempo de 24h. O numero
de vacuolos com parasitas alterados ou em processo de destruicdo foi maior

no tratamento de 12h, devido ao maior nUmero de células infectadas.

* Apés o tratamento, com 0os compostos de ambas as séries em todos
os tempos de incubagéo, houve alteragbes na morfologia e ultraestrutura dos
taquizoitos intracelulares, sendo tais alteracbes, mais drasticas no tempo de
24h de tratamento. Os parasitas perderam o aspecto normal de meia-lua e
passaram apresentar formato arredondado e semelhante a inclusdes

citoplasmaticas.

* O tratamento por 48h, causou drasticas alteracdes nas células
hospedeiras e praticamente eliminacdo dos parasitas da cultura. No entanto,
nos outros tempos de incubacdo a ceélula hospedeira pareceu inalterada

morfologicamente.

* A andlise da reversibilidade revelou que na auséncia do derivado de
Tiosemicarbazona, ndo houve estabelecimento da infecgdo pelos parasitas
gue foram tratados por 24h. Porém, na auséncia do derivado Tiazolidinénico,
0s parasitas (também tratados por 24h) foram capazes de estabelecer nova

infeccéao.
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* A andlise ultraestrutural confirmou as alteragbes nos parasitas
apresentadas pela andlise morfologica. Além disso, na presenca do derivado
Tiazolidindnico, foi possivel observar alteracfes também na célula hospedeira,
como vacuolizacdes citoplasmaticas e alteracdes na distribuicdo das organelas

celulares.
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