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RESUMO

Toxoplasma gondii ¢ um dos parasitas mais bem sucedidos do mundo, infectando uma grande
variedade de mamiferos, incluindo um terco da populagdo humana global. Extratos de varias
partes morfologicas de Annona muricata L. (Annonaceae) sdo amplamente utilizados
medicinalmente em muitas partes do mundo para o manejo, controle e/ou tratamento de varias
doengas humanas. Neste contexto, investigamos a a¢ao do extrato etanolico da 4. muricata L.
(EtOHAm) durante a infec¢do por 7. gondii in vitro € in vivo. In vitro, fibroblastos NIH/3T3 e
macrofagos J774 foram infectados e tratados com diferentes concentragdes de EtOHAm e
suas fragdes hexano (HexAm), diclorometano (CH2CI2Am) e acetato de etila (EtOAcAm), e
o parasitismo e a producdo de 6xido nitrico (NO) foram analisados. Para o estudo in vivo,
camundongos C57BL/6 foram infectados com 7. gondii e tratados com os extratos e
analisados para parasitismo, histologia, parametros bioquimicos e imunolédgicos. O tratamento
com EtOHAm foi capaz de controlar o parasitismo em fibroblastos e macrofagos e,
adicionalmente, aumentou a producdo de NO pelas células hematopoiéticas; e as fragdes
HexAm, CH2CI2Am e EtOAcAm controlaram o crescimento parasitario nas concentracdes de
20 ou 50, 50 e 200 pg/mL, respectivamente. In vivo, o tratamento com EtOHAm prolongou a
sobrevivéncia, controlou a proliferacdo do parasita no intestino delgado € no pulmao no dia 8
pos-infec¢ao (p.i.) € no cérebro no dia 30 p.i., mas o mesmo nao foi observado para as
fragdes. O baixo parasitismo em camundongos tratados com EtOHAm foi associado com
niveis moderados de IFN-y e TNF, aumento do niimero de células caliciformes no intestino
delgado e diminui¢do dos niveis dos lipidios triglicerideos e VLDL sistemicamente. Portanto,

o EtOHAm pode ser um bom candidato para o tratamento da toxoplasmose.

Palavras-chave: Filo Apicomplexa, resposta imunologica, 6xido nitrico, citocinas, lipidios.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is one of the most successful parasites in the world, infecting a wide
variety of mammals, including a third of the global human population. Extracts from various
morphological parts of Annona muricata L. (Annonaceae) are widely used medicinally in
many parts of the world for the management, control and/or treatment of several human
diseases. In this context, we investigated the action of ethanolic extract of A. muricata L
(EtOHAm) treatment during 7. gondii-infection in vitro and in vivo. For in vitro, NIH/3T3
fibroblast and J774 macrophages cell lines were infected and treated with different
concentrations of EtOHAm, and hexane (HexAm), dichloromethane (CH2CI2Am) and ethyl
acetate (EtOAcAm) fractions, and the parasitism and nitric oxide (NO) production were
analyzed. For in vivo experiments, C57BL/6 mice were infected with 7. gondii and treated as
described above, and analyzed for parasitism, histology, biochemical and immunological
parameters. The EtOHAm-treatment was able to control the parasitism in fibroblasts and
macrophages, and additionally, increased the NO production by the hematopoietic cells; and
HexAm, CH2CI2Am and EtOAcAm fractions controlled parasite grow at 20 or 50, 50 and
200 [Jg/mL concentrations, respectively. In vivo, the EtOHAm -treatment prolonged the
survival, controlled the parasite proliferation in the small intestine and lung on day 8 post-
infection (p.i.) and in the brain on day 30 p.i., but not the fractions. The lower parasitism in
EtOHAm-treated mice was associated with IFN-y and TNF moderated levels, increased
goblet cell numbers in the small intestine and decreased triglycerides and VLDL lipid levels

systemically. Therefore, EEOHAm could be a good candidate for toxoplasmosis treatment.

Keywords: Phylum Apicomplexa, immune response, nitric oxide, cytokines, lipids.
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1 INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é o agente causador da toxoplasmose, um parasito intracelular
obrigatorio, comum em todos os animais de sangue quente, inclusive os humanos (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000). Para invadir as células do hospedeiro, 7. gondii utiliza um
processo ativo, complexo que depende de uma variedade de atividades e regulacdes
(mobilidade do parasito e secre¢des de proteinas por suas organelas) (BLADER; SAEILJ,
2009; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

A maior prevaléncia do parasito estd nos paises da América Latina ¢ nos paises
africanos tropicais (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). No Brasil, grande parte da
populacao adulta (50-80%) € soropositiva para a infeccdo por 7. gondii. A principal causa da
maior prevaléncia em paises tropicais ¢ devido ao clima quente e imido destes locais, o que ¢
um fator essencial para a sobrevida do oocisto no ambiente. Outros fatores importantes sao os
antropologicos, como o habito alimentar, higiénico, economico, social (qualidade da agua e
saneamento basico) e cultural (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012).

1.1.1 Formas infectantes e ciclo biologico

T. gondii apresenta um ciclo de vida heteroxénico, sendo os hospedeiros definitivos
(nos quais ocorre tanto a reproducdo sexuada quanto assexuada) os felideos e hospedeiros
intermediarios (nos quais ocorre a reproducdo assexuada) os animais de sangue quente
(mamiferos a aves). O parasito apresenta trés formas infectantes: taquizoitos, bradizoitos e
oocistos (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012; TENTER; HECKEROTH; WEISS,
2000).

A principal via de transmissao ¢ a oral, por meio da ingestao dos oocistos esporulados
do meio ambiente (solo, 4gua ou alimentos), ingestdo de cistos teciduais em visceras, carne
crua ou mal cozida de hospedeiro intermediario e também pela ingestdo de leite materno
infectado. Além disso, a transmissdo vertical (transmissdo transplacentdria de taquizoitos)
também pode ocorrer (CARRUTHERS; SUZUKI, 2007; DUBEY; LINDSAY; SPEER,
1998). O taquizoito ¢ a forma de disseminacdo do parasito (grego: tachis = rapido), seu

tamanho ¢ de 2 - 4 um de largura e 4 - 8 um de comprimento. Essa forma infectante ¢ capaz
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de invadir todo tipo de célula por penetragdo ativa, multiplicando dentro do vactolo
parasitoforo. Depois de repetidas replicagdes, ocorre o rompimento da célula do hospedeiro,
liberando os taquizoitos que serdo disseminados pela corrente sanguinea, infectando todo o
organismo. A infec¢do por 7. gondii desencadeia uma intensa resposta inflamatdria, levando a
destruicao tecidual caracteristica das manifestagdes clinicas da doenga. Em decorréncia da
pressao da resposta imune do hospedeiro, os taquizoitos podem se converter em bradizoitos
(DUBEY, 1998; MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Os bradizoitos sao a forma de divisdo lenta dos parasitos (grego: brady = lento) e estio
contidos dentro de cistos teciduais, que variam em tamanho de 5 — 70 pm, e estdo presentes
na infeccdo cronica. Sua forma ¢ similar aos taquizoitos, entretanto expressam moléculas
especificas do estdgio com fungdes diferentes. Os cistos teciduais normalmente se encontram
dentro das células hospedeiras do tecido muscular cardiaco ou esquelético e cerebral. Os
bradizoitos podem ser liberados dos cistos e se diferenciarem novamente em taquizoitos,
causando o reaparecimento da infec¢do em pacientes imunocomprometidos (DUBEY, 1998;
MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

O felino ingere o cisto tecidual de um hospedeiro intermedidrio e a parede do cisto ¢é
destruida por enzimas gastricas. Os bradizoitos infectam os enterocitos, onde comegam a
multiplicagdo assexuada (endodiogenia), caracterizada pelo desenvolvimento de merozoitos
dentro dos esquizontes (DUBEY, 1998). Esse processo da origem aos gametas femininos e
masculinos (gametogonia) no epitélio do intestino delgado. Apds a fertilizagdo, os oocistos
formados dentro dos enterocitos sdo liberados para o limen intestinal devido ao rompimento
das células e excretados para o ambiente na forma nao esporulada (TENTER; HECKEROTH;
WEISS, 2000).

A esporogonia ocorre apos alguns dias no meio externo, levando a formagdo do
oocisto esporulado com dois esporocistos contendo quatro esporozoitos haploides. As
condi¢des ideais para que ocorra ¢ a temperatura de 20°C e umidade de 65% (LINDSAY et
al., 1997). Esses podem infectar outros hospedeiros intermedidrios ou definitivos quando
ingeridos juntos aos alimentos ou 4gua (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

No hospedeiro intermediario, o parasito apresenta duas fases em seu desenvolvimento
assexuado. Na primeira fase, apos a ingestdo do oocisto, esporozoitos sao liberados, penetram
no epitélio intestinal diferenciando-se em taquizoitos que replicam rapidamente por
endodiogenia dentro de qualquer tipo celular e disseminam por todo o organismo. A segunda
fase comeca quando taquizoitos iniciam a conversdao para bradizoitos (cisto tecidual)

ocorrendo a partir de 7 — 10 dias apods a infeccdo. Dentro do cisto tecidual, bradizoitos se
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multiplicam por endodiogenia, e apresentam alta afinidade por tecido muscular e cerebral,
contudo, pode ser encontrado em visceras, tais como pulmao, figado e rins (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998). O cisto tecidual pode permanecer durante toda a vida na maioria
dos hospedeiros (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Apbs a ingestdo destes cistos teciduais por um hospedeiro intermedidrio através de
carne crua ou mal cozida, os cistos sao rompidos e passam pelo trato digestivo causando
liberacao de bradizoitos. Estes irdo infectar o epitélio intestinal do novo hospedeiro podendo
diferenciar em taquizoitos, disseminando para todo o organismo (ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012).

1.1.2 Toxoplasmose

A toxoplasmose ¢ uma doenca infecciosa causada pelo parasito intracelular obrigatdrio
Toxoplasma gondii (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

As principais formas de infeccdo para as humanos sdo resultantes da ingestdo ou
manipulacdo de carne crua ou mal cozida, contendo cistos do parasito, assim como 0 consumo
de dgua ou alimentos contaminados com oocistos eliminados nas fezes de felinos infectados
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004; TORGERSON; MASTROIACOVO, 2013). Contudo, os
oocistos sdo eliminados na forma ndo esporulada no ambiente, portanto, ndo infectantes,
assim, o contato com fezes frescas (fezes de um dia) nao representa risco de adquirir a doenga
(BROWN et al., 2005). Gatos mantidos dentro de casa, que ndo praticam a caga € nao se
alimentam de carne crua, estdo menos propensos de adquirir infec¢do por 7. gondii. Os gatos
de maior risco sdo os errantes ou com hébito de sair de casa, pois podem defecar em jardins
ou em caixas de areia presentes por onde passam, podendo assim, determinar risco de
infeccdo para qualquer individuo: sejam proprietarios de gatos ou ndao (JONES et al., 2001).

Os sintomas da infec¢do que poderdo surgir sdo semelhantes aos da gripe, como dores
musculares, fadiga, febre, assim como ganglios cervicais inchados e dor de cabeca, porém,
90% das pessoas sdao assintomaticas. Contudo, pessoas imunossuprimidas ou criangas que
adquirem a doenga congenitamente, podem apresentar complicagdes mais sérias.

A toxoplasmose congénita ocorre pela transmissdo via materno-fetal, sendo uma das
maiores preocupagdes de satde publica, j& que a gestante infectada geralmente ¢
assintomatica, porém, para o feto pode se tornar maléfico, com possibilidade de morte e
aborto. Se a gestacdo prosseguir, o feto pode apresentar déficits neuroldgicos, neurocognitivos

e problemas oculares, como a coriorretinite (JONES et al., 2001).
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Durante a gestacdo, o diagnostico da infeccdo ¢ realizado por meio da verificagdo da
presenca de anticorpos especificos no soro (SABIN; FELDMAN, 1948). Com relagdo ao
tratamento, medicamentos com efeito antiparasitirio, tais como espiramicina ¢ usada
isoladamente ou, dependendo da fase gestacional, associada a sulfadiazina e pirimetamina
(ASSOLINT et al.,, 2017). Estes sdo oferecidos as mulheres gestantes para prevenir a
transmissao para o feto e reduzir sequelas (ESKILD et al., 1996).

A toxoplasmose ocular ¢ uma das formas mais frequentes, causadora de uveite poOs-
infeccdo (MAENZ et al., 2014). Geralmente seu diagnostico ¢ realizado com base em
sintomas clinicos tipicos de retinocoroidite necrosante, cicatriz retinocoroidiana (MAENZ et
al., 2014), neurorretinite (KUCUKERDONMEZ; AKOVA; YILMAZ, 2002), uveites
intermediarias (BASU et al., 2010; HOLLAND et al., 1999), além de testes soroldgicos e
respostas ao tratamento podem fornecer informagdes suplementares.

Uma das consequéncias da toxoplasmose congénita ¢ a toxoplasmose ocular no feto,
portanto, sua incidéncia continua a ser subestimada em relacdo as sequelas oculares
significativas (TORGERSON; MASTROIACOVO, 2013). A infec¢do ndo congénita ¢
considerada a apresentagdo mais frequente da toxoplasmose ocular, contudo, muitas vezes ¢
dificil distinguir entre as manifestagdes da doenca, com base apenas nas caracteristicas
clinicas (MAENZ et al., 2014). Entretanto, existem algumas caracteristicas clinicas que
podem ajudar nesta distin¢do, por exemplo, tem sido sugerido que uma caracteristica comum
da infeccdo congénita € o envolvimento bilateral, com posterior surgimento de cegueira,
enquanto que a infeccdo ndo congénita se apresenta mais frequentemente unilateralmente
(BOSCH-DRIESSEN, 2002).

Como medida de controle da toxoplasmose em seres humanos e animais, sdo necessarias
medidas de satide publica, entretanto, a eficacia de tais medidas ainda ndo ¢ suficiente para
prevenir a infeccao congénita (ESKILD et al., 1996). A triagem neonatal ¢ uma forma de
controle sobre os dados epidemiologicos do pais, como por exemplo, a Dinamarca e EUA,
onde 80% dos recém-nascidos infectados foram identificados (GUERINA; HSU, 1994;
KIMBALL; KEAN;, 1971; LEBECH et al., 1999; PETERSEN;EATON, 1999).

Outra forma de controle da toxoplasmose seria a utilizacdo de vacinas. Observou-se que
em camundongos, a imuniza¢gdo com rTgHSP70 induziu a expressdo maci¢a de iNOS e
reduziu o parasitismo cerebral, sugerindo ser um bom candidato para o desenvolvimento de
vacinas contra toxoplasmose (CZARNEWSKI et al., 2017). Na Europa ¢ Nova Zelandia
apenas a Estirpe S48 (atenuado) do parasito foi licenciada para uso em ovinos. As pesquisas

com vacinas estdo com foco para produzirem prote¢do e resposta humoral, incluindo IgA,
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desejando assim mimetizar a imunidade conferida pela infecgdo natural (MONTOYA;

LIESENFELD, 2004).

1.2 Resposta imune a 7. gondii

O sistema imune apresenta a capacidade de se adaptar para o reconhecimento dos
parasitas protozoarios, como o que acontece com 7. gondii, conseguindo detectar moléculas
que sdo exclusivas deste parasito (YAROVINSKY, 2014).

Devido a grande diversidade genética dos hospedeiros, a resposta imune contra a infec¢ao
por T. gondii se torna complexa e individual (FILISETTI; SANITA, 2004). A resposta local e
sist€émica pode variar entre os individuos, sendo que essa resposta parece depender do
background genético e estado imunoldgico do hospedeiro (MUNOZ; LIESENFELD;
HEIMESAAT, 2011).

A resposta imune desencadeada pelo 7. gondii envolve mecanismos celulares e humorais,
sendo considerada como elemento chave a imunidade celular, que ¢ constituida por células
dendriticas, macrofagos, linfocitos T e células natural killer (NK) juntamente com uma série
de citocinas (FILISETTI; SANITA, 2004). Com os estudos dos enterocitos infectados pelo 7.
gondii uma gama de citocinas foram encontradas, mas IFN-y parece ser o principal na
resisténcia contra o parasita, ativando os enterdcitos e reprimindo a sua replicagdo
(LIESENFELD, 1999b). Além das citocinas, a infeccdo conduz na producdo de altas
quantidades de anticorpos contra o parasita localmente e sist€émico. Anticorpos IgA contra o
T. gondii foram constatados em secrec¢des biologicas, como os do intestino e o leite. Foi capaz
de diminuir a infecgdo em enterdcitos in vivo (BOULT et al., 1999).

A imunidade mediada pelos linfocitos T ¢ de suma importdncia no controle dos
taquizoitos e na sobrevivéncia dos hospedeiros intermedidrios, visto que cepas avirulentas ao
serem inoculados em animais deficientes desta célula, se tornaram altamente virulentas
(GAZZINELLI et al., 1993b). Linfécitos T, assim como, as células NK (“Natural Killers”),
produzem o IFN-y e sua produgdo continua de IFN-y ¢ essencial para controlar a infec¢do
aguda por 7. gondii uma vez que essa citocina parece ser responsavel pela rapida conversao
de taquizoitos para bradizoitos durante esta fase de infec¢do e por suprimir a conversdo de
bradizoitos para taquizoitos durante a fase cronica (MILLER et al., 2009), como também,
apresenta um papel no cuidado a ruptura de cistos e encefalite, j& que ao ser neutralizado com
a utilizagao de anticorpos monoclonais durante a infec¢ao cronica leva a reativacao de cistos e

morte dos camundongos, mesmo quando infectados com cepas avirulentas (SUZUKI et al.,
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1989). Estudo com astrocitos de camundongos demonstrou que estes ao serem tratados com
IFN-y, antes da infec¢do, apresentaram uma inibi¢cdo em 65% no crescimento do 7. gondii, e
ao ser combinada com TNF-a, IL-1 ou IL-6, a inibi¢do no crescimento do parasita, elevou
para 75 a 80% (HALONEN et al., 1998).

Para que as células NK sejam ativadas e assim produzir IFN-y, a via de producdo da
citocina IL-12 pelos macréfagos, assim como a produgdo de TNF, ¢ essencial. Essas duas
citocinas trabalham em conjunto para induzirem as células NK. Durante a infecgdo, a
producdo de IL-12 ¢ induzida por interacdes entre antigenos do parasito e receptores de
quimiocinas 5 (CCR-5) ou receptores do tipo Toll (TLRs) iniciando uma cascata de
sinalizacdo via molécula adaptadora MyD88. Essa via também ¢é crucial para induzir a
populagdo de linfocitos T CD4" tipo 1 e linfocitos T CD8" (MILLER et al., 2009), criando
assim, uma imunidade especifica contra 7. gondii.

Os linfécitos T CD4" produzem a citocina IL-10, responsavel pela inibi¢do da sintese de
IFN-y nas células NK e células T, atuando, portanto, como articulador das atividades dos
macrofagos contra diversos patdgenos, incluindo o 7. gondii (FIORENTINO et al., 1991;
GAZZINELLI et al., 1992). IL-10 inibe a produgdo de IFN-y pelas células NK e linfocitos
Th1, inibindo a sintese de IL-12 dos macréfagos (D'ANDREA et al., 1993). Portanto, sua
ativagdo seria uma importante artimanha pela qual o parasita escapa da resposta imune celular
dependente de IFN-y (GAZZINELLI et al., 1992).

Outra forma de protecdo do 7. gondii € pela inibi¢ao da produgdo de 1L-4, a atividade da
caspase-3 e a libertagdo do citocromo-c produzida pela mitocondria, apds a invasdo das
células hospedeiras, além de diminuir os sinais apoptoticos das células hospedeiras durante a
sua fase de proliferagdo (LALIBERTE; CARRUTHERS, 2008).

As moléculas de oxido nitrico (NO), resultantes do metabolismo de L-arginina em
citrulina pela enzima Oxido Nitrico Sintetase induzivel (iNOS) expressa em resposta a
diversos estimulos incluindo IFN-y, sdo produzidas por vérias células da resposta imune inata,
tais como macrofagos, células dendriticas, neutréfilos e células NK sendo importantes para a

resisténcia do hospedeiro frente a infecgdo por 7. gondii (MILLER et al., 2009).
1.3 Medicamentos que inibem 7. gondii
Os medicamentos utilizados para o tratamento da toxoplasmose apesar de eficientes

apresentam problemas, porque ndo conseguem erradicar a infec¢do latente e podem causar

efeitos colaterais deletérios. A infeccdo latente permanece apds o tratamento, € com iSso
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ocorre recidiva da infec¢do, tornando se um problema em pacientes imunocomprometidos e
em pacientes infectados congenitamente (MURATA et al., 2017). A sulfadiazina e
pirimetamina assim como atovaquona, sdo as drogas consideradas de primeira escolha para o
tratamento da maioria das apresentagdes clinicas da toxoplasmose (PETERSEN; SCHMIDT,
2003). Embora esta terapia seja frequentemente bem sucedida, estd associado com diversos
efeitos colaterais, como a supressao da medula Ossea, o que requer a administragao
concomitante de acido folinico (MARTINS-DUARTE; DE SOUZA; VOMMARO, 2013).
Devido a baixa tolerancia do tratamento do hospedeiro, ¢ necessaria a substitui¢do de
sulfadiazina por outras drogas, tais como a clindamicina ou azitromicina (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004). Assim, a descoberta de drogas menos toxicas que sdo ativas contra
todas as fases do parasita ¢ crucial para o tratamento da toxoplasmose.

O uso da azitromicina ou PSA (combinagdo da pirimetamina, sulfadiazina e acido
folinico) ¢ capaz de diminuir a infec¢do por 7. gondii simultaneamente com a redugdo das
secrecOes dos hormodnios estradiol, progesterona e beta HCG em explantes de vilosidades
corionicas. Além disso, o tratamento com PSA diminui os niveis de IL-10 ¢ aumenta a
producdo de IL-12; j& o tratamento com azitromicina aumenta os niveis da IL-6 em explantes
de vilosidades corionicas (CASTRO-FILICE et al., 2014).

Estudo anterior, rastreou uma biblioteca de compostos quimicos que apresentavam
atividade anti-toxoplasma e ndo eram citotoxicos para célula hospedeira. Descobriram dois
compostos (tanshinina ITA e hidroxizina) que inibiram a replicacdo do parasita ap6s invasao e
que reduziram o nimero de bradizoitos induzidos in vitro, efeito ndo visualizado para a
pirimetamina (MURATA et al., 2017).

Plantas medicinais tornaram objetos de estudos, pois algumas pessoas utilizam as
plantas herbaceas tradicionais como fonte de cura de um grande numero de doencas
parasitarias (NEWMAN; CRAGG, 2007). Dentre estes estudos, alguns demonstraram seus
efeitos terapéuticos na toxoplasmose, surgindo como alternativa a terapia medicamentosa
padrdo com efeitos colaterais reduzidos (NASR et al.,, 2016). Estudo com infusdo de
Artemisia annua demonstrou que esta planta seria 1til no controle da infec¢do por 7. gondii,
devido a sua baixa toxicidade e sua acdo inibitoria diretamente contra o parasita (DE
OLIVEIRA et al., 2009; ROSTKOWSKA et al., 2016). De acordo com um estudo feito na
Africa Ocidental, foi relatado que extratos aquosos de Vernonia colorata e fragdes com
solventes orgénicos, exibiram atividade anti-Toxoplasma significativa (BENOIT-VICAL et
al., 2000). Outro estudo avaliou a atividade anti-Toxoplasma de extratos metandlicos e

observou-se significativa atividade anti-Toxoplasma com extratos de Zingiber officinale
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(gengibre) e Sophora flavescens (CHOI; GANG; YUN, 2008). Outro estudo com gengibre
tamém demonstra sua ag@o inibitoria sobre 7. gondii, além da inativa¢do de proteinas da
apoptose (p53, p21, caspase-3, e bax) que sdo induzidas pela proliferacdo de 7. gondii em

células hospedeiras infectadas (CHOI; JIANG; CHU, 2013).

1.4 Annona muricata Linn (Graviola)

1.4.1 Caracteristicas botanicas e distribuicao

Annona muricata Linn € uma espécie da familia das Annonaceas, encontradas no bioma
do cerrado brasileiro. E uma arvore frutifera, perene, terrestre, ereta (5-8 metro de altura).
Suas folhas s3o arredondadas, grandes e com uma coloragao verde escura brilhante. Os frutos
sdo grandes, com forma de coragdo de coloracdo esverdeada e sdo comestiveis (Figura 1)

(MOGHADAMTOUSI et al., 2015).

Figura 1. Annona muricata L. (graviola.) A) Arvore da Annona muricata L.; B) Folha; C) Flor e D) Fruto.
Fonte: Moghadamtousi et al., 2015.

No Brasil, ¢ conhecida como “Graviola”, e nos demais paises como Soursop, Paw-
Paw, Sirsak ou Guanabéna. A graviola € nativa das regides tropicais do continente americano,
porém, encontra-se amplamente distribuida em outras regides tropicais e subtropicais do

mundo (ADEWOLE; CAXTON-MARTINS, 2009).
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1.4.2 Utilizacdo etnomedicinal e atividade bioldgica

A graviola ¢ utilizada amplamente em estudo de doengas humanas, incluindo condi¢des
inflamatérias, reumatismo, neuralgia, diabetes, hipertensdo, insonia, cistite, infecgdes
parasitarias e cincer (ADEWOLE; CAXTON-MARTINS, 2009; TAYLOR, 2002).

Atualmente, varios estudos com cada parte da planta ja foram realizados. A folha possui
efeitos em varias afecgdes, como por exemplo: tratamento de cistite, diabetes, dores de cabeca
e insonia. Além disso, acredita-se que a administracdo da solugdo resultante da ebulicdo das
folhas, resulta em efeitos antirreumaticos e antinevralgicos, enquanto que no cozimento sao
utilizadas topicamente para tratar abscessos e reumatismo (ADEWOLE; CAXTON-
MARTINS, 2009; RIBEIRO DE SOUZA et al., 2009). Além disso, as folhas e outras partes
da A. muricata possuem efeito anti-inflamatorio, hipoglicémico, sedativo, relaxante da

musculatura lisa, hipotensor e antiespasmodico (ADEWOLE; CAXTON-MARTINS, 2009).

1.4.2.1 Atividade anticincer

Diferentes estudos in vitro demonstraram a agdo de 4. muricata sobre células
cancerigenas. Kim e colaboradores (1998) isolaram compostos do extrato etandlico da folha
dessa planta e verificaram que o composto muricoreacin foi citotoxico para células de
adenocarcinomas prostaticas € o composto murihexocin C mostrou ser seletivo para as
linhagens celulares de adenocarcinomas prostaticos e carcinomas pancreaticos (KIM et al.,
1998). Outros estudos mostraram que o extrato da folha e caule de A. muricata foi capaz de
induzir necrose nas células cancerigenas do pancreas e regulou negativamente a expressao de
moléculas relacionadas a hipdxia e glicolise (HIF-1y, NF-xB, GLUTI1, GLUT4, HKII, e
LDHA) in vitro. Além disso, a inibi¢do da propriedade tumorigénica das células do cancer
pancreatico também foi observada em estudos in vivo (TORRES et al., 2012).

Anteriormente, foi demonstrado que o extrato n-butanolico da 4. muricata possui
efeito citotoxico para linhagens celulares de carcinoma mamario humano e de queratindcitos
humanos; contudo, tal efeito ndo foi observado em linhagens de células normais (GEORGE
et al., 2012).

Ainda, o extrato etandlico, € ndo o aquoso, da folha de graviola apresentou efeito
anticancer in vitro, sendo seletivo na citotoxicidade, em células de ascite carcinogénicas de
Ehrlich e células mamarias cancerigenas; tal efeito nao foi observado em células normais do

baco (GAVAMUKULYA et al., 2014). O efeito anticancerigeno do extrato EtOAcAm da 4.
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muricata também foi observado em cancer pulmonar, uma vez que inibe a proliferacao de
células de carcinoma pulmonar in vitro (MOGHADAMTOUSI et al., 2014).

As acetogeninas presentes no extrato da graviola apresentaram capacidade de inibirem
proteinas da familia Bcl-2, as quais possuem propriedades antiapoptéticas e sdo associadas ao
desenvolvimento de canceres em humanos (ANTONY; VIJAYAN, 2016). Além disso, o
extrato de folhas de graviola ¢ capaz de induzir a apoptose em cultura de células de cancer
colorretal por meio do aumento dos niveis de caspase-3 (ABDULLAH et al., 2017).

Além disso, um estudo de caso mostrou que uma paciente com cancer de mama
metastatico apresentou estabilizacdo da doenca ap6s o consumo de folhas de graviola

associado ao tratamento quimioterapico convencional (HANSRA et al., 2014).

1.4.2.2 Atividade antioxidante

Estudos recentes demonstraram que os produtos naturais apresentam notavel papel em
anular os efeitos destrutivos de ROS (espécies reativas de oxigénio), surgindo assim grande
interesse na identificacdo de suas atividades antioxidantes.

Estudos realizados com folhas, caules e sementes da graviola sugerem que esses sao
fontes naturais de agentes antioxidantes. Os extratos aquosos e metanolico da graviola
mostraram atividade antioxidante, acompanhados do efeito protetor do DNA contra a
toxicidade induzida pelo peroxido de hidrogénio (H,O,) (GEORGE et al., 2015). Como
também um estudo in vitro demonstrou que a folha da A. muricata apresenta uma maior
atividade antioxidante em relagdo a outras plantas da familia das Anonnaceas, com eficiente
papel no sequestro de radicais livres, ampliando assim sua atividade terapéutica (BASKAR;
RAJESWARI; KUMAR, 2007).

Previamente, foi demonstrado que as sementes e as folhas da graviola apresentam
atividades oxidantes enzimaticas (catalase e superdxido dismutase) e ndo enzimaticas
(vitamina C e E) (VIJAYAMEENA et al., 2013). Enquanto que um estudo com o extrato
etanodlico da casca notou seu potencial adaptogénico, visto que ratos que passaram por
estresse de imobilizagdo a frio apresentaram peroxidacao lipidica reduzida no cérebro e no
figado (PADMA, 1997; PADMA et al., 2001).

Recentemente, foi demonstrado que as fracdes EtOAc (EtOAcAm) e BuOH (n-
butanol) da folha da graviola apresentaram uma alta capacidade antioxidante (JUSTINO et

al., 2018).
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1.4.2.3 Atividade anti-inflamatoria e antinociceptivo

Estudo com a folha da 4. muricata demonstrou diminui¢ao dos efeitos causados pela
artrite por meio da supressdo local de citocinas pro-inflamatérias (TNF e IL-1pB), sendo
possivel verificar seu potencial anti-inflamatério tanto na fase aguda como na cronica
(HAMID et al., 2012). De forma similar, o extrato etanodlico da folha resultou na diminuigao
do edema e aumento do limiar de dor das patas de ratos Wistar, também com uma redugdo na
migrac¢do de leucdcitos e no volume de exsudado peritoneal, mostrando também o efeito anti-
inflamatoério da A. muricata (RIBEIRO DE SOUZA et al., 2009). Da mesma forma, o teste
da formalina como indutor de inflamagao e as respostas da lamber e o teste da placa quente
também corroboraram o efeito analgésico acentuado das folhas de A. muricata (HAMID et
al., 2012; RIBEIRO DE SOUZA et al., 2009).

Assim como demonstrou que o extrato etandlico da folha da graviola possui poderosa
atividade antinociceptiva e gastroprotetora mediante a supressao das contor¢des abdominais e
diminuicdo na area das lesoes gastricas induzidas pela administragdo oral de 4cido acético em
camundongos (HAMID et al., 2012). Além disso, o extrato da fragdo EtOAcAm de graviola
demonstrou ter potencial anti-ulcerativo, atribuido ao seu efeito supressor do dano oxidativo e
a capacidade de preservar a mucosa da parede gastrica (MOGHADAMTOUSI et al., 2014).

Além disso, também foi observado efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo em ratos
tratados com o extrato da fruta anteriormente a indugdo da inflamagao. Acredita-se que a agao
antinociceptiva ocorreu por meio da interacdo com a via opioidérgica e a propriedade anti-
inflamatoria por meio da inibicdo de mediadores pro-inflamatorios, como ciclooxigenase 1 e 2
(ISHOLA et al., 2014). Assim, esses achados demonstraram os efeitos antinociceptivos e anti-

inflamatérios da A. muricata e substanciaram seu consumo tradicional como analgésico.

1.4.2.4 Atividade antiparasitaria

Atualmente, surgiu-se o interesse em determinar os efeitos da graviola sobre varios
parasitas patogénicos, principalmente protozodrios, por serem de elevada importancia em
saude publica por causarem doengas graves, como a leishmaniose e a tripanossomiase,
atingindo uma por¢do consideravel da populacdo mundial. Outro fator importante é a
resisténcia desses parasitas aos farmacos ja comercializados e os efeitos colaterais que alguns
medicamentos apresentam ao longo do tratamento, criando assim a necessidade de testar

novas substancias (MOGHADAMTOUSI et al., 2015).
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Inicialmente, andlises in vitro demonstraram que a A. muricata apresentou atividade
contra Plasmodium falciparum (BIDLA et al., 2004; NGUYEN-POUPLIN et al., 2007). De
forma semelhante, a folha da graviola demonstrou-se eficaz no controle de cepas de
Plasmodium sensiveis e resistentes a cloroquina (KAUSHIK et al., 2013; OSORIO et al.,
2007). Sendo assim, esses achados fundamentam o uso da graviola como um potencial agente
antimalarico.

Ainda, foi observado que a fragdo EtOAcAm obtida da folha da graviola apresentou um
potencial leishmanicida contra Leishmania amazonensis, L. braziliensis e L. donovani
(OSORIO et al., 2007), sendo sua atividade antiparasitaria maior do que Glucantimes®
(medicamento utilizado para o tratamento da Leishmaniose), quando testada contra a L.
braziliensis e L. panamenis (JARAMILLO et al., 2000). Esse efeito antiparasitario de A.
muricata também foi observado contra Trypanosoma cruzi em experimento in Vvitro
(OSORIO et al., 2007).

Os compostos anonacinona e corossolona, isolados da semente da A. muricata
demonstraram alta atividade antiparasitaria contra L. donovani, L. mexicana e L. major e uma
alta inibicdo da viabilidade das formas promastigota e amastigota desta espécie (VILA-
NOVA etal., 2011, 2013).

Estudos contra helmintos também foram realizados e verificou-se que o extrato
metanodlico da semente da 4. muricata apresentou significativa atividade antiparasitaria contra
as larvas infectantes de Molinema dessetae (BORIES et al., 1991). Enquanto que uma
investigacao in vitro com o extrato aquoso de folhas demonstrou possuir uma atividade anti-
helmintica promissora, apresentando toxicidade contra os diferentes estagios evolutivos do

parasita gastrointestinal Haemonchus contortus (FERREIRA et al., 2013).



26

2 JUSTIFICATIVA

As drogas atualmente comercializadas para o controle da infec¢do por 7. gondii
apresentam efeitos colaterais intensos, novos estudos utilizando tratamentos alternativos e
eficazes para a toxoplasmose sdo de grande valia. O uso de plantas medicinais, como A.
muricata para o tratamento de doengas parasitarias ou nao, tem apresentado efeitos benéficos.
Sendo assim, a investigacao dos efeitos de A. muricata durante a toxoplasmose experimental
seria importante para o desenvolvimento de um tratamento alternativo para essa zoonose que
acomete grande parte da populagdo mundial (ESKILD et al., 1996).

Em individuos imunocompetentes, a infec¢do por 7. gondii causa pouco ou nenhum sinal
evidente da doenca em seus hospedeiros, devido a imunidade protetora eficiente, mas em
pacientes imunocomprometidos ou durante a gravidez, 7. gondii pode emergir como uma
infeccdo grave, que se ndo tratada pode levar a morte do hospedeiro. Até o presente momento
ndo existe um tratamento que seja sabidamente eficaz em parasitos encistados e algumas
drogas utilizadas ndo sdo bem toleradas. Dessa forma, estudo de produtos menos toxicos que
ndo sejam teratogénicos e que consigam controlar o parasito ¢ de extrema importancia.
Portanto, nesse estudo utilizamos o extrato da planta A. muricata (Graviola) e suas fracdes em
experimentos in vitro utilizando células ndo hematopoiéticas, fibroblastos, e de origem
hematopoiética, macrofagos em ensaios de infecgdo, tratamento e controle do parasito, como
também, o efeito destes extratos no controle da infec¢ao experimental por 7. gondii in vivo.
Escolhemos esta planta por suas propriedades anti-inflamatorias ja conhecidas e também por
relatos prévios mostrando efeito contra Plasmodium spp., parasito pertencente ao mesmo filo

de T. gondii.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar o papel dos extratos das folhas da planta 4. muricata (Graviola) durante infeccao

por 7. gondii em modelos experimentais in vitro e in vivo.

3.2 Especificos

1. Avaliar e quantificar o parasitismo das células por deteccdo da atividade de B-
galactosidase apds o tratamento com extratos e infectadas com 7. gondii.

2. Avaliar e quantificar a produgdo de 6xido nitrico em células tratadas e/ou infectadas
com 7. gondii.

3. Avaliar a mortalidade e morbidade de fémeas dos camundongos C57BL/6
infectados por via oral com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii e tratados ou ndo com 0s
extratos da A. muricata (Graviola);

4. Avaliar o parasitismo intestinal, pulmonar e hepatico aos 8 dias e no cérebro aos 30
dias de infec¢ao por imunohistoquimica e verificar alteragcdes histoldgicas por colocagdes por
H&E e Alcian Blue em animais tratados e infectados.

5. Avaliar as alteragdes histologicas nos 6rgaos dos animais infectados e tratados com
os extratos de A. muricata;

6. Avaliar o perfil de transaminase glutamico-piruvica e lipidico no soros dos animais
tratados com os extratos de A. muricata e infectados

7. Avaliar o perfil soroldgico de citocinas, tais como IFN-y, IL-10, TNF, TGF-$ por
ELISA no soro aos 8 dias de infec¢do e tratamento com o extrato etandlico bruto de A.

muricata.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal, extraciao etandlica e particionamento liquido-liquido

Folhas secas da A. muricata (Graviola) foram obtidas de Florien (Piracicaba, SP).

Para obtencdo do extrato etanolico bruto da A. muricata (EtOHAm), a extragdo
etanodlica foi realizada conforme descrito anteriormente (JUSTINO et al.,, 2018).
Aproximadamente dois quilos de folhas secas da A. muricata foram cortadas em pequenos
pedacos, misturadas e extraidas em 10 litros de etanol a 98% (1:5, kg/l). A mistura dos
materiais foi realizado manualmente, duas vezes por dia, ficando por um periodo de seis dias.
Apos este periodo, a solugdo foi filtrada e o solvente extrativo foi removido, usando um
rotaevaporador (Bunchi Rotavapor R-210, Suiga) sob pressao reduzida a 40 °C. O extrato foi
congelado e liofilizado para remover a agua restante. Para o particionamento liquido-liquido,
o extrato etandlico foi solubilizado em 200 mL de solu¢do metanol:agua (9:1, v.vh.
Utilizando um funil de separagdo, o particionamento liquido-liquido foi realizado utilizando-
se solventes cada vez mais polares: hexano, diclorometano, acetato de etila, n-butanol e agua.
Os solventes extrativos foram removidos usando um rotaevaporador sob pressao reduzida a
40 °C; as fragdes foram congeladas e liofilizadas para remover a 4gua restante.

Para andlises in vitro, todos os extratos foram solubilizados em DMSO. Preparou-se
uma solucao-estoque (10 mg/ml) e as solugdes de trabalho foram diluidas em meio de cultura.
Relacionado a estudos in vivo, os extratos foram solubilizados em uma solucao estoque (30
mg/ml) com 14% de DMSO em PBS. As solucdes de tratamento foram preparadas por adi¢ao
de PBS a solugao estoque, resultando em uma solu¢do de 12% de DMSO em PBS.

4.2 Cultura de células e parasitas

As linhagens celulares murinas, fibroblastos NIH/3T3 e macrofagos J774 foram
adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA) e cultivadas
em frascos de cultura de 25 cm? contendo meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil)
ou Dulbecco Meio de Eagle modificado (DMEM; Cultilab, Campinas, SP, Brasil),
respectivamente, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab), 2 mM de L-
glutamina, 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina (ambos os reagentes da

Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) em uma estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO..
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Os taquizoitos de 7. gondii da cepa RH clone 2F1, que expressam constitutivamente a
B-galactosidase, foram gentilmente cedidos por Dr. Vern Carruthers, da Escola de Medicina
da Universidade de Michigan (EUA). Os parasitas foram propagados em fibroblastos
(NIH/3T3) ou macréfagos (J774) e as células mantidas em RPMI 1640 ou DMEM
suplementado com penicilina, estreptomicina e 2% de SFB a 37 °C e 5% de CO,.

Para experimentos in vivo, a cepa ME49 de T. gondii foi utilizada neste estudo. O
parasita foi mantido em camundongos Swiss, que foram inoculados pela via intraperitoneal
(i.p.) com 10 cistos de 7. gondii. Com no minimo um més apds a inoculagdo, os cistos

cerebrais foram coletados, processados e utilizados para infectar os animais.

4.3 Avaliacdo da viabilidade celular de fibroblastos NIH/3T3 tratados com
EtOHAm e suas fracoes

Os fibroblastos NIH/3T3 foram cultivados em placa de 96 pogos (3 x 10°
células/poco/200 pl) em RPMI suplementado com 10% de SFB (Cultilab), 2 mM de L-
glutamina, 100 U/ml de penicilina e 100/ml estreptomicina (Sigma), durante 24 horas em
estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO,. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes
concentragdes (10, 50, 100, 200, 500 e 1000 pg/ml) do EtOHAm (extrato bruto etandlico da
Annona muricata) e das fracdes HexAm (fragdo hexano da Annona muricata), CH2CI2Am
(fracdo diclorometano da Annona muricata), EtOAcAm (fracdo acetato de etila da Annona
muricata), BuOH (fracdo n-butanol da Annona muricata) ¢ H,OAm (fracdo aquosa da
Annona muricata), por mais 24 horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio
colorimétrico de MTT (MOSMANN, 1983). Resumidamente, as células foram lavadas e
incubadas 10pL do reagente Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma-Aldrich) a
Smg/mL, acrescidos de 90uL de meio a 10% de SFB (1:10), durante 4 h a 37 °C e 5% de CO,.
Apos este tempo, o sobrenadante foi descartado e as células foram solubilizados pela adigao
de 150uL/pogo de duodecil sulfato de sodio (SDS) a 10% em N,N-dimetil formamida (DMF)
a 50% (p/v) e bem misturadas para dissolver os cristais azuis escuros de formazan. A
absorbancia foi determinada a 570 nm em leitora de microplacas (Leitor de Microplacas
Versa Max ELISA, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). A porcentagem de células
vidveis foi calculada em todas as condigdes experimentais em relacdo ao controle (células

tratadas apenas com meio de cultura), o que correspondeu a 100% de viabilidade.
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4.4 Quantificacdo da proliferacdo intracelular de parasitas

Para avaliar a proliferacdo de 7. gondii, fibroblastos NIH/3T3 ou macrofagos J774
foram cultivados em placa de 96 pocos (3 x 10* células/pogo/200 ul) como descrito
anteriormente, durante 24 h e apds esse periodo foram infectados com taquizoitos clone 2F1
de T. gondii em uma propor¢ao de cinco parasitas por célula (5:1). Apds 4 horas de infecgdo,
as células foram lavadas com meio para remover parasitas extracelulares e tratadas com
diferentes concentragdes do EtOHAm (20, 50, 100, 120, 140, 180 e 200 pg/ml), fragdes
HexAm ou CH2CI2Am (10, 20 e 50 ug/ml), EtOAcAm, BuOH ou a H,OAm (10, 50, 100,
160 e 200 pg/ml) pelo periodo de 24 h. Apds este periodo, a proliferagdo intracelular de 7.
gondii foi determinada por ensaio colorimétrico de B-galactosidase adicionando 50 pl do
substrato CPRG (chlorophenol red-B-d-galactopyranoside) (TEO et al., 2007). A enzima -
galactosidase dos parasitas viaveis reagiram com o substrato resultando em uma coloragdo
avermelhada, portanto, essa cor foi mensurada na leitora de microplacas (Leitor de
Microplacas Versa Max ELISA, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) a 570 nm. O
resultado foi expresso pelo numero de taquizoitos que se utilizou para o calculo da curva
padréo. Para a realiza¢io da curva, colocou-se 10° taquizoitos da cepa de 7. gondii nos dois
primeiros pogos da placa e realizou-se uma dilui¢do dupla seriada até o sétimo pogo, ficando

o ultimo apenas com PBS, representando o branco da reacao.

4.5 Determinacio dos niveis de nitrito em sobrenadantes de macréfagos J774

tratados com EtOHAm, LPS ou IFN-y e infectados ou nao com 7. gondii

Para analisar a producdo de NO apds tratamento com EtOHAm, células J774 foram
cultivadas em placa de 96 pocos (3 x 10* células/pogo/200 pl) e infectadas com taquizoitos
clone 2F1de T. gondii em uma propor¢ao de cinco parasitas por célula (5:1). Em seguida, as
células foram tratadas com LPS (1 pg/ml), EtOHAm (50, 100, 120, 140, 180 e 200 pg/ml) ou
IFN-y (1,5 ng/ml) por 24h e a concentracdo de nitrito no sobrenadante foi mensurada pelo
método de Griess (GREEN et al., 1982) como um indicativo de producdo de NO. Células

tratadas com LPS foram utilizadas como controle.
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4.6. Animais e grupos experimentais

Para a realizacdo do experimento in vivo, foram utilizados camundongos fémeas, da
linhagem C57BL/6, com idade experimental entre 8-12 semanas de idade. Foram mantidas
em condi¢des padrdo na unidade de criacdo de animais da Universidade Federal de
Uberlandia, CBEA - Centro de Bioterismo ¢ Experimentagdao Animal (Rede de Biotérios de
Roedores da UFU). Os animais foram mantidos em condigdes ambientais padrao, com o
ambiente climatizado permanecendo com a temperatura entre 23 a 25°C, com ciclos de
luminosidade de 12 h (ciclo claro/escuro) e alimentados com ragdo padrao de roedores e dgua
filtrada autoclavadas que foram disponibilizados ad [libitum. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia, com o numero de protocolo 006/15.

Os animais foram divididos em vinte e dois grupos experimentais com um n= 5 animais

por grupo. Os grupos experimentais estdo descritos a seguir:

v" Nao-infectado

v" Infectados e Nao Tratados
. Sulfadiazina

2,5 mg/animal/dia
» 5mg/animal/dia
* 10 mg/animal/dia

» Fracao EtOAcAm _.:' » 25 mg/animal/dia

« EtOHAmM —

v Infectados e Tratados com

, ‘ - 2,5 mg/animal/dia
‘ = 5mg/animal/dia

+ Fracao HexAm

, ‘ - 2,5 mg/animal/dia
‘ *» 5mg/animal/dia

» Fracdao CH2Cl2Am

Os animais foram eutanasiados com 8 dias de infec¢do, caracterizando a fase aguda da

doenca (12 grupos) e aos 30 dias de infeccdo, caracterizando a fase cronica da doenca (10

grupos).
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4.7 Tratamentos e infec¢ido por 7. gondii

Os camundongos foram infectados oralmente com 20 cistos da cepa ME49 de T. gondii
em 200 pl de PBS, via gavagem. Um dia ap6s a infec¢do, os grupos foram tratados oralmente
com EtOHAm 2,5, 5 ou 10 mg/animal/dia diluido em 12% DMSO/PBS (veiculo) por
gavagem em um volume final de 200 pl. Adicionalmente, outros grupos foram tratados
oralmente com 2,5 mg/animal/dia diluido em 12% DMSO/PBS (veiculo) da fracdo
EtOAcAm; 2,5 ou 5 mg/animal/dia diluido em 12% DMSO/PBS (veiculo) das fragdes
HexAm e CH2CI2Am em um volume final de 200 pl. Todos os grupos foram tratados
diariamente até o oitavo dia apds a infeccdo, ou seja, tratamento com duragdo de sete dias. Os
pesos dos animais foram anotados diariamente até o oitavo dia, apds esse periodo, foi
realizado em dias alternados, para observar a variacdo no peso corporal € no escore corporal
(Fig. 2).

No dia 8 ou 30 apods a infecgdo, camundongos foram anestesiados com Cetamina
(Syntec Brasil Ltda, SP, Brasil)/Xilazina (Schering-Plough Coopers, SP, Brasil)
intraperitonealmente (SILVA et al., 2009), e eutanasiados pelo método de deslocamento
cervical. Os 6rgaos (pulmao, figado, intestino delgado e cérebro) foram coletados para analise
histologica. O sangue dos animais foi coletado através do plexo retro orbital, sendo
posteriormente centrifugado para a retirada do soro e este foi congelado a -80°C até o
momento do uso. O mesmo foi utilizado para dosagem de citocinas, lipidios e TGP
(transaminase glutamico pirtivica).

Infecgéio
20 cistos

Tratamento difrio
| com as extratos | 1

1 I |
1 8 dia 30° dia

1. Eutanasia;

2. Coleta sangue para obtencdo soro;
3. Coleta do cérebro;

1. Eutanasia;
Coleta sangue para obteng¢do soro;
3. Coleta dos orgdos: intestino, figado
e pulmio;

Figura 2. Desenho experimental. Esquema de tratamento e coleta de amostras realizado nos grupos
experimentais.
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4.8 Analise histologica

Para observagdo de alteracdes histologicas nos 6rgaos dos grupos experimentais, estes
foram incluidos em parafina e posteriormente cortes teciduais foram realizados e colocados
em laminas de vidro. Essas laminas passaram pelo processo de desparafinizacdo em xilol
durante 30 minutos, foram hidratadas em alcoois de concentracdes decrescentes (100, 95, 85 e
70%) durante 1 minutos cada, d4gua corrente por 10 minutos e por fim agua destilada por 5
minutos. A seguir as ldminas contendo os cortes ficaram imersas em Hematoxilina de Harris
por 1 minuto e 30 segundos em média. Procedeu-se um banho em agua corrente durante 10
minutos, sendo logo apos, imersas em Eosina por 40 segundos e lavadas em 4gua corrente
rapidamente. Para montagem das laminas, as mesmas foram desidratadas em dalcoois de
concentragdes crescentes (70, 85, 95, 100%), durante 10 segundos cada e depois trés banhos
em xilol por 15 minutos. As laminas foram montadas entre lamina e laminula e Balsamo do
Canadé. Essa coloragdo foi utilizada para andlise histologica e quantificacdo das células de
Paneth. Foram analisadas 100 criptas de cada parte do intestino delgado em microscopio
optico com objetiva de 40x de aumento em ensaio cego. A analise do escore inflamatorio
hepatico foi realizada pela quantificacdo dos focos inflamatorios em 10 campos teciduais em
microscopio Optico com objetiva de 10x de aumento, em ensaio cego. Ja para analise do
escore inflamatdrio pulmonar, foram realizadas em média em 10 imagens obtidas em
microscopio de captura LEICA DM 500 e essas imagens foram analisadas pelo programa de
analises de imagem ImageJ 1.501 (National Institutes of Health, USA), onde foi realizado a
estimativa da area do parénquima em porcentagem.

Para a quantificagdo de células caliciformes no intestino delgado, as ldminas passaram
pelo mesmo processo de desparafinizacao e re-hidratagcdo, depois foram banhadas em solucao
de acido acético glacial PA 3% por 3 minutos, apos ficaram imersas por 2 h em solugdo de
Alcian Blue 1% a temperatura de 45°C. Apds este periodo foram lavadas em 4gua corrente e
sendo logo apos, imersas em Eosina por 1 minuto e 30 segundos, e lavadas em agua corrente
rapidamente e posteriormente desidratadas e realizada a montagem. A quantificacdo foi
realizada em 200 campos teciduais e foi utilizado microscopio Optico com objetiva de 40x de

aumento em ensaio cego.
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4.9 Imunohistoquimica para deteccio e quantificacio de 7. gondii

O parasitismo foi avaliado nos oOrgaos por imunohistoquimica, como descrito
anteriormente (SILVA et al., 2009). Resumidamente, os cortes foram desparafinizados e
incubados a temperatura ambiente com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) mais
0,3% de leite desnatado Molico (Nestlé, Sao Paulo, SP, Brasil) para reduzir sitios
inespecificos de ligacdo e depois incubados a 4°C durante a noite com anticorpo policlonal
anti-7. gondii (obtido de camundongos Swiss infectados com a cepa ME49) diluido em 0,01%
de saponina. Apos incubagdo com anticorpo secunddrio biotinilado durante 60 minutos,
produzido em cabra anti-camundongo (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
PA, EUA), a sensibilidade do ensaio foi amplificada pela adi¢do do complexo avidina-
biotina-peroxidase (kit ABC, PK-4000; Vector Laboratories, Inc., Burlingame , CA, EUA)
durante 30 minutos. A reacdo foi desenvolvida com H,O, a 0,03% mais tetracloridrato de
3.,3'-diaminobenzidina (DAB; Sigma) durante 5 min. Os cortes foram contrastados com
hematoxilina de Harris e examinados ao microscopio Optico, utilizando uma objetiva de 40x.
O parasitismo tecidual foi quantificado pela contagem do nimero de estruturas semelhantes a
cistos e vacuolos parasitoforos em cinquenta campos microscopicos no pulmao ou em um
hemisfério cerebral; no tecido hepético e intestinal foram quantificado em duzentos campos

microscopicos.

4.10 Analise do Perfil de Citocinas (IL-10, IFN-y, TGF-p e TNF) no soro dos

camundongos infectados

As concentragdes de citocinas em amostras de soro de camundongos ndo infectados ou
infectados e tratados foram mensuradas por ensaio imunoenzimatico (ELISA). As citocinas
IL-10, TNF (OptA, BD Bioscience, San Diego, CA, EUA) e IFN-y e TGF-$ (Duoset R & D
Systems, Minneapolis, MN, EUA), foram analisadas de acordo com as instru¢des dos
fabricantes. As concentragdes de citocinas nas amostras de soro foram calculadas a partir de
uma curva padrdo de cada citocina recombinante murina. Os limites de detec¢do nos testes
ELISAs foram de 31,3 pg/mL (IFN-y), 15,6 pg/mL (TNF), 15,6 pg/mL (TGF-B) e 31,3 pg/mL
(IL-10).
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4.11 Dosagem sérica de transaminase piruvica (TGP)

O nivel sérico de transaminase piruvica (TGP) foi determinado utilizando kit
comercial (Labtest Diagnostica S.A. - Belo Horizonte, MG, Brasil). As amostras de sangue
foram centrifugadas a 800xg durante 10 minutos e as aliquotas de soro foram transferidas para

um tubo limpo e armazenadas no ultrafreezer a -80°C até o momento da analise.

4.12 Analise de Perfil Lipidico (Colesterol total, Triglicerideos, HDL-c, LDL-c,
VLDL)

Os niveis séricos de lipidios foram determinados utilizando kits comerciais (Labtest
Diagnostica S.A. - Belo Horizonte, MG, Brasil). As amostras de sangue foram centrifugadas a
800 xg durante 10 minutos e aliquotas de soro foram transferidas para um tubo limpo. As
concentragdes de colesterol total, HDL e triglicerideos no soro foram mensuradas seguindo as
instrugdes do kit para cada parametro. Os niveis séricos de LDL e VLDL foram estimados

usando a equagdo de Friedewald (FRIEDEWALD et al., 1972).

4.13 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os dados foram expressos como média = S.E.M
de grupos experimentais. As comparacdes entre diferentes condi¢cdes experimentais in vitro
foram analisadas pela comparagdo multipla ANOVA e Bonferroni unidirecional.
Considerando as comparagdes in vivo, 0 método Kaplan-Meier foi utilizado para comparar as
taxas de sobrevivéncia dos animais experimentais € a curva de sobrevivéncia foi comparada
usando Teste do Quiquadrado (2) e long-rank teste. Diferencas entre grupos foram analisadas
usando teste One-Way ANOVA Kruskal-Wallis, quando apropriado com o respectivo pds-
teste de comparagdo maultipla Bonferroni para examinar todas as possiveis comparagdes

pareadas. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Viabilidade celular de Fibroblastos NIH/3T3 tratados com EtOHAm e suas

fracoes

Com o objetivo de verificar a agdo do extrato bruto etandlico de A. muricata
(EtOHAm) e de suas fracdes sobre a viabilidade celular, realizamos o ensaio de MTT em
fibroblastos murinos NIH/3T3.

Verificamos que o EtOHAm ndo apresentou interferéncia na viabilidade celular nas
concentragdes 10 - 100 pg/ml. Utilizando-se a dose de 200 pg/ml de EtOHAm 80% das
células apresentaram-se viaveis. Ja os tratamentos com 500 e 1000 pg/ml apresentaram-se
citotoxicos para as células, uma vez que a viabilidade das mesmas foi menor diante dessas
concentragdes, tornando-as inadequadas para as demais analises (Fig. 3A).

Quando o extrato bruto foi fracionado, a fragdo HexAm mostrou-se citotoxica para os
fibroblastos a partir da concentracdo de 50 pg/ml (Figura 3B). Ja a fragdo CH2CI2Am
diminuiu significativamente a viabilidade celular a partir de 100 pg/ml (Figura 3C). Tanto a
fragdo EtOAcAm quanto BuOH apresentaram-se citotdxicas a partir da concentragdo de 500
pg/ml (Figura 3D, 3E). Com relacdo a fracdo AM/aquosa, apenas a concentragdo de 1000
pg/ml induziu uma queda significativa na viabilidade celular (Fig. 3F). Sendo assim, aquelas
concentracdes de fragdes que apresentaram significativa diminui¢do da viabilidade celular

também foram retiradas das seguintes analises in vitro.
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Figura 3 Avaliacio da viabilidade celular de fibroblastos NIH/3T3 tratados com extrato bruto etanélico de
Annona muricata e suas fracées. Células foram tratadas com diferentes concentragdes do extrato etandlico
bruto de 4. muricata (EtOHAm) e de suas fragdes ou com meio de cultura (controle). Depois de 24 h de
tratamento, a viabilidade celular foi verificada pelo método MTT. Os resultados foram expressos em
porcentagem em relagdo ao grupo controle. A) EtOHAm; B) Fracdo HexAm; C) Fragdo CH2CI2Am; D) Fragéo
EtOAcAm; E) Fragdo BuOH; F) Fragdo aquosa. Resultados foram expressos como media £+ SEM da % do
niumero de células vidveis e sdo representativas de experimento realizado em quintuplicata. Os dados foram
analisados pelo teste estatistico One-Way ANOVA e pos-teste de multipla compara¢do de Bonferroni. *: Denota
diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle (meio de cultura) (p<0.05).

5.2 EtOHAm bruto apresenta agdo anti-T. gondii

Para determinar se 0 EtOHAm e suas fragdes interferem na proliferacao de 7. gondii,
tanto fibroblastos murinos NIH/3T3 quanto macrofagos murinos J774 foram infectados e
tratados com os extratos. Em ambas as linhagens celulares, o EtOHAm apresentou agado
antiparasitaria (Fig. 4A, 4B). Nos fibroblastos, doses superiores a 20 pg/ml de EtOHAm
foram capazes de controlar a replicagao de 7. gondii, porém, as doses de 100 a 200 pg/ml
apresentaram um efeito mais proeminente (Fig. 4A). Nos macrofagos, de modo semelhante,
os tratamentos com doses de 100 a 200 pg/ml mostraram maior controle na proliferacao

parasitaria (Fig. 4B).
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Com relagdo as fragdes do extrato, algumas delas mostraram-se eficientes no controle
de T. gondii. Os fibroblastos NIH/3T3 infectados e tratados com a fracido HexAm a 20 e 50
pg/ml, CH2CI2Am a 10 e¢ 50 pg/ml e EtOAcAm a 200 pg/ml apresentaram acao
antiparasitaria (Fig. SA-C). Contudo, as fracdes BuOH e aquosa ndo tiveram a capacidade de

impedir a proliferacdo parasitaria, independentemente da concentragdo utilizada (Fig. 5D e E).

A) B)
Fibroblasto NIH/3T3 Macrofago J774
1.5%10° 1.5%x10°%~
n »n
o o
hd =
2 1.0x10°+ ‘,3 1.0%10°
=] =]
o o
© ©
= 5.0%10° = 5.0x107
[ o
° °
(-} -]
c c
0 0 -
€& ©© e
o ORI
© SN Q Q o ¥

Q Q
Q NZ N NS ,19

Figura 4. Proliferagao intracelular de 7. gondii nos macroéfagos J774 e fibroblastos NIH/3T3 tratados com
extrato bruto da Annona muricata. As células foram infectadas 1:5 com taquizoitos, depois de 4 h de
incubacao foram tratadas com diferentes concentragdes do extrato etandlico bruto da A. muricata (EtOHAm) por
24 h, entdo a proliferacdo de 7. gondii sob essas condi¢cdes foram analisadas pela mensuragdo da atividade
enzimatica da B-galactosidase do parasito, o qual foi revelada pela adigdo do substrato CPRG e a leitura a 570
nm. A) Fibroblastos NIH/3T3 tratados com EtOHAm; B) Macrdéfagos J774 tratados com EtOHAm. Resultados
foram expressos pela media =+ SEM do numero de taquizoitos e sdo representativos de um experimento em
quintuplicata. Os dados foram analisados pelo método estatistico One-Way ANOVA e pds-teste de multipla
comparagdo de Bonferroni. *: Denota diferenga estatistica significante entre os tratamentos em compara¢do ao
grupo controle (p<0.05).
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Figura 5. Proliferacdo intracelular de 7. gondii nos fibroblastos NIH/3T3 tratados com as fracées da
Annona muricata. As células foram infectadas 1:5 com taquizoitos, depois de 4h de incubacdo foram tratadas
com diferentes concentragdes das fracdes da Annona muricata por 24 h, entdo a proliferacdo de 7. gondii sob
essas condigdes foram analisadas pela mensurag@o da atividade enzimatica da -galactosidase do parasito, o qual
foi revelada pela adigdo do substrato CPRG e a leitura a 570 nm. A) fracdo HexAm; B) fragdo CH2CI2Am; C)
fracdo EtOAcAm; D) fragdo BuOH e E) fracdo aquosa. Resultados foram expressos pela media £+ SEM do
nimero de taquizoitos e sdo representativos de um experimento em quintuplicata. Os dados foram analisados
pelo método estatistico One-Way ANOVA e pos-teste de multipla comparagdo de Bonferroni. *: Denota
diferenca estatistica significante entre os tratamentos em comparagdo ao grupo controle (p<0.05).

5.3 EtOHAm aumenta os niveis de NO em células J774 infectadas com T. gondii

Como um indicativo da producao de NO, os niveis de nitrito foram mensurados no
sobrenadante dos macréfagos murinos J774 diante da infecg@o por 7. gondii e tratamento com
IFN-y ou EtOHAm. As células estimuladas com IFN-y aumentaram significativamente os
niveis de nitrito (Fig. 6; p<0,05). O tratamento com EtOHAm, independente da concentracao

utilizada, foi capaz de aumentar os niveis de nitrito no sobrenadante das células infectadas

(Fig. 6; p<0.05).
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Figura 6 - Determinaciio dos niveis de nitrito em macréfagos murinos J774 estimulados com extrato
etanolico da Annona muricata e infectados com 7. gondii. Células J774 infectadas com 7. gondii foram
tratadas por 24 h com IFN-y (1,5 ng/ml) e diferentes concentragdes do extrato etandlico bruto da A. muricata. A
concentragdo de nitrito no sobrenadante foi determinada pelo método de Griess. Resultados foram expressos pela
media £ SEM da concentragdo de nitrito e foram representativas de um experimento realizado em quintuplicata.
Os dados foram analisados pelo método estatistico One-Way ANOVA e pds-teste de multipla comparagéo
Bonferroni. *: Denota diferenca estatistica significante entre os diferentes tratamentos em comparagdo ao grupo
controle (p<0.05).

5.4 O tratamento com EtOHAm influencia nos pardmetros clinicos de camundongos

C57BL/6 infectados por T. gondii.

Uma vez que nossos experimentos in vitro demonstraram que o extrato etanolico
bruto (EtOHAm) e as fragdes EtOAcAm, CH2CI2Am e HexAm ndo apresentaram efeito
citotoxico e agdo antiparasitdria em baixas e médias concentragdes, decidimos investigar se
esses tratamentos teriam a mesma acdo in vivo. Para isso, camundongos C57BL/6 foram
infectados com 7. gondii e tratados com sulfadiazina (500 mg/l), EtOHAm (2,5, 5 ou 10
mg/animal/dia), fracdes HexAm e CH2CI2Am (2,5 ou 5 mg/animal/dia) e EtOAcAm (2,5
mg/animal/dia) e acompanhados quanto a mortalidade e parametros clinicos (peso e escore de
morbidade) durante 30 dias apos-infec¢ao. Uma vez que ja € sabido que a sulfadiazina € capaz
de controlar o parasito in vivo, porém nao elimina-lo (SILVA et al., 2002) esse medicamento
foi utilizado como controle do tratamento da toxoplasmose experimental.

Como esperado, o grupo tratado com sulfadiazina apresentou menor perda de peso e
baixo escore de morbidade, acompanhado de uma alta taxa de sobrevivéncia (100%) em

relagcdo aos demais grupos infectados (Fig. 7).
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Os camundongos tratados com EtOHAm ou suas fragdes apresentaram escores de

morbidade, variacdo de peso corporal e sobrevivéncia semelhantes aos camundongos

infectados, indicando que o extrato de A. muricata nao ¢ capaz de alterar tais parametros

durante a infec¢do por 7. gondii (Fig. 7A-C). Apenas os grupos tratados com 10 mg do

EtOHAm, 5 mg da fracdo HexAm e 2,5 mg da fragdo CH2CI2Am apresentaram

sobrevivéncia de 100% no periodo analisado (30 dias pds-infecgdo).
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Figure 7 - Variacao do peso corporal (%), escore de morbidade e curva de sobrevivéncia de camundongos
infectados com 7. gondii e tratados com extrato de Annona muricata (Am) e suas fracdes. Os animais foram
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infectados com 20 cistos da cepa ME49 de T. gondii por via oral e tratados com diferentes concentragdes do
extrato etanodlico bruto da 4. muricata (EtOHAm) e as fragdes EtOAcAm, HexAm e CH2CI2Am. O grupo
veiculo consiste nos animais infectados e tratados com 12% DMSO/PBS. A) Variacdo do peso corporal; B)
Escore de morbidade com 30 dpi; C) Curva de Sobrevivéncia. Os resultados sdo representativos de pelo menos
dois experimentos independentes. A curva de sobrevivéncia foi analisada pelo teste de Chi-quadrado e a variagao
do peso corporal e escore corporal pelo teste One-Way ANOVA e poés-teste de multipla comparacdo de
Bonferroni.*: Denota diferenca estatistica significante entre os grupos estudados em comparagdo ao grupo
animais infectados (p<0.05).

5.5 EtOHAm apresenta atividade antiparasitaria em camundongos infectados

Para investigar o efeito do EtOHAm e suas fragdes durante a infec¢do por 7. gondii in
vivo, quantificamos a carga parasitaria tecidual pelo método de imunohistoquimica (IH), de
camundongos infectados e tratados durante 7 dias apds a infec¢do. Essa andlise foi realizada
no intestino delgado, pulmao e figado na fase aguda, assim como no cérebro na fase cronica.

Na fase aguda, a contagem dos taquizoitos (exemplificado na imagem da Fig. 8A), os
animais submetidos ao tratamento com sulfadiazina apresentaram uma reducdo significativa
no parasitismo quando comparados aos camundongos infectados e ndo tratados em todos os
orgaos analisados (Fig. 8A-C, p<0,05). No intestino delgado e no pulmio, os camundongos
tratados com o EtOHAm a 2,5 ou 5 mg/animal/dia apresentaram uma diminui¢do na carga
parasitaria quando comparados aos animais infectados e nao tratados (Fig. 8A-B; p<0.05).
Contudo, o tratamento com 10 mg de EtOHAm ndo alterou o parasitismo nesses sitios de
infec¢do. De forma interessante, no figado dos animais infectados o tratamento com 5 ou 10
mg, de EtOHAm foi capaz de diminuir a replicagdo de 7. gondii, enquanto que os
camundongos tratados com o EtOHAm a 2,5 mg apresentaram uma tendéncia em diminuir o
parasitismo, ndo sendo estatisticamente diferente do grupo controle.

Quanto as fracdes de EtOHAm, tanto HexAm e o CH2CI2Am nao foram capazes de
controlar a carga parasitaria no tecido intestinal e pulmonar (Fig. 8A, B). Além disso, no
intestino delgado, o tratamento com 5 mg de fracio HexAm ou CH2CI2Am favoreceu a
proliferacdo de 7. gondii. De forma semelhante, camundongos tratados com fragdo
EtOAcAm ou HexAm a 2,5 mg/animal/dia apresentaram maior parasitismo no pulmao que os
demais grupos infectados. No tecido hepatico, apenas o grupo tratado com a fragdo
CH2CI2Am a 5 mg/animal/dia, apresentou parasitismo semelhante ao grupo controle (Fig.
8C).

Na fase cronica da infec¢do, a contagem de cistos teciduais (exemplificado na imagem

da Fig.8D), semelhante a fase aguda, o grupo tratado com sulfadiazina apresentou acentuada
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reducdo na carga parasitaria cerebral (Fig. 8D, p<0,05). Os grupos tratados com o EtOHAm a
5 mg/animal/dia e CH2CI2Am a 2,5 mg/animal/dia também apresentaram reducao na carga
parasitaria cerebral ao comparar com animais infectados, com diferenca estatistica apenas
para o primeiro grupo (Fig. 8D, p<0,05). A fragdo HexAm apresentou-se similar ao grupo de
animais infectados e ndo tratados (Fig. 8D), enquanto que o grupo tratado com CH2CI2Am a

5 mg/animal/dia apresentou maior parasitismo cerebral (Fig. 8D, p<0,05).
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Figura 8 - Quantificacio de 7. gondii nos tecidos de camundongos infectados e tratados com extrato da A.
muricata (AM) e suas fragdes. O parasitismo dos animais infectados com 20 cistos via gavagem e tratados ou
ndo com diferentes concentracdes do extrato bruto da 4. muricata (EtOHAm) e suas fragdes EtOAcAm,
CH2CI2Am e HexAm por 7 dias, foi quantificado pelo método de imunohistoquimica. O grupo veiculo foi
constituido por animais infectados e ndo tratados, apenas com 12% DMSO/PBS, o grupo sulfadiazina foi
constituido por animais infectados e tratados com sulfadiazina. A) Quantificagdo do parasitismo intestinal -
Imagem representativa da marcagdo de taquizoito no tecido intestinal; B) Quantificagdo do parasitismo
pulmonar; C) Quantificagdo do parasitismo hepatico; D) Quantificagdo do parasitismo cerebral - Imagem
representativa da marcag@o de cisto tecidual no tecido cerebral. Os resultados foram expressos pela média +
SEM e sdo representativos de pelo menos dois experimentos independentes. Os dados foram analisados pelo
One-Way ANOVA e pelo pos-teste de multipla comparagdo de Bonferroni. *: Denota diferenga estatistica
significativa entre os grupos estudados em comparagao ao grupo veiculo (p<0.05).

5.6 EtOHAm preserva células caliciformes no intestino delgado de camundongos

C57BL/6 infectados com T. gondii

Outro objetivo do nosso estudo foi quantificar o ntiimero de células caliciformes
(exemplificada na imagem da Fig.8) e de Paneth, por serem tipos celulares presentes no
epitélio intestinal e de importancia na manuten¢ao da homeostase desse 6rgao.

A infecgdo por 7. gondii apresentou capacidade de diminuir ambos os tipos celulares
(Fig. 9A-B, p<0,05). Com relagdo as células caliciformes, quando os camundongos foram
tratados com EtOHAm a 2,5 e 5 mg/animal/dia, estes apresentaram um maior nimero dessas
células do que os camundongos infectados (Fig. 9A, p<0,05). De forma contraria, o grupo
tratado com a fracdo EtOAcAm a 2,5 mg/animal/dia apresentou um nimero reduzido de
células caliciformes quando comparado aos animais infectados (Fig. 9A, p<0,05). Além disso,
o grupo tratado com sulfadiazina apresentou um aumento das células caliciformes quando

comparado ao grupo infectado (Fig. 9A).
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Ao analisarmos as células de Paneth, verificamos que a infec¢do diminuiu a
quantidade dessas células no intestino delgado, independentemente do tratamento com
EtOHAmM ou suas fracdes. Entretanto, o grupo tratado com a sulfadiazina preservou

parcialmente o numero desse tipo celular (Fig. 9B, p<0,05).

A B
-
»
@ 8000 ~ 3000
€ =
S ”n - 7
o 9 2 6000 0
=2 S +2000
O E oS © =
= ® © 4000 o =
§ 2% 2 21000
> © © 2000 > S
o ¥ pre
2 <
o
o 0 > 0
'L T.gondii - + + + ++ + + + + + T.gondii - + + +++ + + + +
Sulfadiazina - + - - - - - - - R Sulfadiazina - + - - - - - - -
Infectado e ndo tratados - - + - - - - - - - - Veiculo - -+ - - - - - -
2,5 mg EtOHAmM - - -+ - - - - - - - 2,5 mg EtOHAmMm - - -+ - - - R
5mg EtOHAm - - - -+ - - - - - - 5mg EtOHAm - - - -+ - - - -
10 mg EtOHAm - - B - - - - - 10 mg EtOHAm - - - - -+ - - -
2,5 mg EtOAcAm - - - - - - + - - - - 2,5 mg EtOAcAm - - - - - - + - -
2,5mg HexAm - - - - - - - + - - - 2,5mg HexAm - - - - - - - + -
5mg HexAm - - - - - - - -+ - - 5mg HexAm - - - - - - - -+
2,5mg Ch2CI2Am - - - = - - - - - + - 2,5mg CH2CI2Am - - - - - - - - -
5 mg Ch2CI2Am - - - = = = - - - - 4+ 5mg CH2CI2Am - - - - - - - - -
Infectado EtOHAM 2,5 mg EtOHAM 5 mg

Figure 9. Quantificacio das células Caliciformes e de Paneth no tecido intestinal de camundongos
infectados com 7. gondii e tratados com os extratos da Annona muricata (AM) e suas fracdes. Células
Caliciformes foram quantificadas no tecido intestinal utilizando o método de coloracdo por Alcian blue e as
células de Paneth pelo método de coloragdo por Hematoxilina & Eosina nos animais com 8 dias de infecg¢@o que
foram tratados por 7 dias com sulfadiazina ou com extrato bruto etanodlico da A. muricata (EtOHAm) e as
fragdes EtOAcAm, CH2CI2Am e HexAm. O grupo veiculo foi constituido por animais infectados e ndo tratados,
e o grupo controle por animais tratados apenas com veiculo e ndo infectados. A) Quantificagdo das células
Caliciformes; B) Quantificagdo das células de Paneth; C) Imagem histologica representativa das células
caliciformes. Os resultados foram expressos pela média + SEM e sdo representativos de pelo menos dois
experimentos independentes. Imagem de cortes histologicos demonstrando as células caliciformes marcadas. Os
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dados foram analisados pelo teste One-Way ANOVA ¢ pos-teste de multipla comparagdo de Bonferroni. *:
Denota diferenca estatistica entre os grupos estudados em comparagdo o grupo veiculo (p<0.05). #: Denota
diferenca estatistica entre os grupos estudados em comparag@o ao grupo ndo infectado (p<0.05).

5.7 Mensuragcdo de TGP no soro e andlise patologica pulmonar e hepdtico de

animais infectados com 'T. gondii e tratados com EtOHAm e fracoes

Outro aspecto que consideramos de importancia para analise do efeito dos tratamentos
frente a infecgdo foi a andlise da patologia dos 6rgaos.

No figado, realizamos a contagem dos focos inflamatoérios (imagem representada na
Fig. 10A), foi observado que, assim como o tratamento com sulfadiazina, o tratamento com
EtOHAm a 2,5 mg/animal/dia foi capaz de diminuir o nimero de focos inflamatoérios (Fig.
10A, p<0,05). Entretanto, o tratamento com o EtOHAm ou suas fracdes ndo ¢ capaz de
controlar a inflamag¢do ocasionada pela infec¢do por 7. gondii no pulmio (imagem
representada na Fig.10 B). Ainda, os animais tratados com EtOHAm a 10 mg/animal/dia ou
com a fragdo EtOAcAm a 2,5 mg/animal/dia apresentaram um espessamento dos septos
pulmonares, sugerindo uma maior inflamag¢ao nesse tecido.

Além disso, em relacdo a lesdes hepaticas induzidas pela infecg¢do, realizamos a
dosagem soroldgica da atividade da enzima transaminase piravica (TGP), como um marcador
de dano hepatico. A infec¢do por 7. gondii aumentou os niveis séricos dessa enzima, contudo
ndo apresentou diferenca estatistica (Fig. 11A, p<0,05). De forma interessante, apenas o
grupo tratado com EtOHAm a 2,5 mg/animal/dia apresentou diminui¢do dos niveis de TGP
aos 8 dias de infeccdo em relag@o ao grupo de animais infectados (Fig. 11A, p<0,05).

Aos 30 dias de infeccdo, os niveis séricos de TGP dos camundongos infectados foram
semelhantes aos dos camundongos nado infectados. Entretanto, tais niveis foram reduzidos
diante do tratamento com sulfadiazina e aumentados quando os camundongos infectados
foram tratados com as fracdes HexAm a 5 mg/animal/dia e CH2CI2Am a 5 mg/animal/dia

(Fig. 11B).
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Figura 10 - Anilises da patologia dos tecidos hepatico e pulmonar dos animais infectados por T. gondii e
tratados com extrato da Annona muricata (AM) e suas fracdes. A patologia do tecido hepatico foi avaliada
pela quantificacdo do numero de focos inflamatoérios e para o tecido pulmonar foi pela estimativa da relagdo da
area do parénquima. Ambos tecidos foram corados com Hematoxilina & Eosina de animais ndo infectados e
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animais aos 8 dias de infecgdo e que foram tratados ou ndo durante 7 dias com sulfadiazina ou via gavagem com
o extrato bruto da A. muricata (EtOHAm = EEXxXTAM) e suas fragcdes EtOAcAm (AcEt), CH2CI2Am (D) e
HexAm (H). O grupo veiculo foi constituido por animais infectados e ndo tratados. A) Patologia do tecido
hepatico; Imagem representativa do corte histologico hepatica, demonstrando os focos inflamatorios (cabega da
seta); B) Patologia do tecido pulmonar; Imagem representativa do corte histoldogico pulmonar, demonstrando
inflamagdo tecidual. Os resultados foram expressos pela média + SEM e sdo representativos de pelo menos dois
experimentos independentes. Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA e poés-teste de multipla
comparagdo de Bonferroni.*: Denota diferenga estatistica entre os grupos estudados em comparagdo ao grupo
veiculo (p<0.05). #: Denota diferenca estatistica significante entre os grupos estudados em comparagio ao grupo
ndo infectado (p<0.05).
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Figura 11 - Mensuracio da enzima transaminase piravica (TGP) no soro de animais apés 8 e 30 dias de
infeccdo por 7. gondii e tratados com extrato da Annona muricata (AM) e suas fragdoes. A dosagem
sorologica da enzima transaminase pirivica (TGP) foi quantificada por método colorimétrico (Kit TGP -
Labtest). Foi coletado o soro de animais néo infectados e animais com 8 dias de infec¢do e que foram tratados ou
ndo durante 7 dias com sulfadiazina ou via gavagem com o extrato bruto da A. muricata (EtOHAm) e suas
fragdes EtOAcAm, CH2CI2Am ¢ HexAm para analise de TGP. O grupo veiculo foi constituido por animais
infectados e ndo tratados. A) Dosagem de TGP aos 8 dias de infecgdo; B) Dosagem de TGP aos 30 dias de
infec¢do. Os resultados foram expressos pela média = SEM e sdo representativos de pelo menos dois
experimentos independentes. Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA e poés-teste de multipla
comparagdo de Bonferroni.*: Denota diferenga estatistica entre os grupos estudados em comparagdo ao grupo
veiculo (p<0.05). #: Denota diferenca estatistica significante entre os grupos estudados em comparagao ao grupo
ndo infectado (p<0,05).

5.8 O tratamento de camundongos com EtOHAm interfere nos niveis séricos de

citocinas no soro de camundongos infectados com T. gondii

Avaliamos também a agdo do tratamento com extrato bruto etanolico na producao das
citocinas IL-10 e TGF-f, IFN-y e TNF em amostras de soro de camundongos aos 8 dias de

infeccdo com 7. gondii.
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A infeccdo por 7. gondii aumentou a producdo de IFN-y aos 8 dias de inoculagdo do
parasito em todas as condi¢des experimentais (Fig. 12A, p<0,05). No entanto, o tratamento
com o EtOHAm, foi capaz de diminuir a produgdo dessa citocina em relagdo aos animais
apenas infectados e ndo tratados, independente da concentragdo administrada (Fig. 12A,
p<0,05). A infec¢do aumentou os niveis de TNF no soro de animais ndo tratados com extrato
de A. muricata (Fig. 12B, p<0,05), no entanto, os grupos tratados com EtOHAm a 2,5 ¢ 5
mg/animal/dia apresentaram niveis séricos similares ao grupo nao infectado (Fig. 12B,
p<0,05). Contudo, tal efeito ndo foi observado mediante o tratamento com EtOHAm a 10
mg/animal/dia (Fig. 12B).

Ainda, observamos que a infeccdo por 7. gondii resulta no aumento dos niveis de IL-
10 (Fig. 12C, p<0,05). Porém, quando os animais sdo tratados com EtOHAm, nas diferentes
concentragdes, os niveis séricos de IL-10 sdo semelhantes aos dos camundongos ndo
infectados (Fig. 12C, p<0,05). Embora ndo estatisticamente significante, a infeccdo por T.
gondii aumentou a producdo de TGF-B, porém quando os animais foram infectados e tratados

com EtOHAm esse aumento foi significativo (Fig 11D, p<0,05).
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Figura 12 - Perfil de citocinas mensurado no soro de animais infectados com 7. gondii tratados com
extrato bruto de Annona muricata (AM). A produgdo de citocinas foi analisada no soro de animais infectados
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com 7. gondii tratados ou ndo com diferentes concentragdes de extratos etanolicos brutos da A. muricata
(EtOHAm) via gavagem, ap6s 8 dias de infecgdo. Os niveis de IFN-y, TNF, IL-10 e TGF-B foram mensurados
por ELISA e estdo representados nos graficos A, B, C e D, respectivamente. Os resultados sdo expressos como
média £ SEM. Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA e pos-teste de multipla comparagido de
Bonferroni. *: Indica diferencas estatisticamente significantes entre os grupos estudados em comparagdo com o
controle (p <0,05). #: Denota diferencas estatisticamente significativas entre os grupos estudados em comparagéo
com o grupo ndo infectado (p <0,05).

5.9 O tratamento com EtOHAm influencia o perfil sérico de lipidios de

camundongos infectados com T. gondii

Sabemos que o parasito 7. gondii ndo produz seu proprio lipidio, necessitando assim
do hospedeiro para sua aquisicdo (COPPENS et al., 2000). A partir deste conhecimento,
mensuramos os niveis de lipidios (colesterol, triglicerideos, HDL-c, LDL-c e VLDL-c)
sistemicamente nas fases aguda e cronica da toxoplasmose experimental.

Na fase aguda, com excecdo de HDL-c, a infeccdo por 7. gondii alterou o perfil
lipidico dos camundongos, uma vez que aqueles infectados e ndo tratados apresentaram altos
niveis de lipidicos quando comparados aos camundongos nao infectados (Fig. 13, p<0,05).
Com relagdo aos niveis de colesterol, os grupos tratados com as fracdes HexAm e
CH2CI2Am a 2,5 mg/animal/dia ndo alteraram a produgdo desse lipidio quando comparados
ao grupo de animais ndo infectados, embora apenas o tratamento com a fracdo HexAm a
2,5mg tenha sido estatisticamente significante (Fig. 13A, p<0,05). Os niveis de triglicerideos
dos animais infectados e tratados com sulfadiazina nao foram alterados aos 8 dias de infecgao,
assim como quando foram tratados com EtOHAm, independente da concentragdo, e com a
fragdo CH2CI2Am a 2,5 mg/animal/dia (Fig. 13B, p<0,05). De forma semelhante, o
tratamento com sulfadiazina, EtOHAm e ambas as doses de CH2CI2Am ndo foi capaz de
alterar os niveis séricos de VLDL-c nos animais infectados (Fig. 13C, p<0,05).

Quanto ao HDL-c, os grupos tratados com sulfadiazina, EEOHAm a 10 mg/animal/dia,
fracdes EtOAcAm a 2,5 mg/animal/dia ¢ HexAm a 5 mg/animal/dia apresentaram aumento
nos niveis séricos quando comparados aos animais nao infectados (Fig. 13C, p<0,05). Ja o
tratamento com EtOHAm a 2,5 mg/animal/dia foi capaz de reduzir os niveis de HDL-c
quando comparados aos camundongos infectados e ndo tratados (Fig. 13C, p<0,05).

Os grupos tratados com EtOHAm a 2,5 e 5 mg/animal/dia e com as fracdes HexAm a
5 mg/animal/dia e CH2CI2Am 2,5 ¢ 5 mg/animal/dia apresentaram aumento nos niveis de
LDL-c quando comparados aos animais ndo infectados (Fig. 13D, p<0,05). Por outro lado, os

grupos tratados com sulfadiazina e com a fragdo HexAm a 2,5 mg/animal/dia apresentaram
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habilidade em diminuir os niveis de LDL-c quando comparado aos animais infectados (Fig.
13D, p<0,05).

Na fase cronica a dosagem do colesterol em todos os grupos infectados foi similar ao
grupo ndo infectado (Fig. 14A). A mensuragdo de triglicerideos demonstrou que apenas o
grupo tratado com sulfadiazina apresentou aumento nos niveis séricos dos camundongos
infectados (Fig. 14B, p<0,05). Quanto ao HDL-c, foi demonstrado que durante a infec¢do
cronica da toxoplasmose experimental seus niveis sao aumentados, de forma independente
dos tratamentos (Fig. 14C, p<0,05). Embora a infeccdo ndo altere os niveis de LDL-c, os
camundongos tratados com sulfadiazina, com as fracdes HexAm e CH2CI2Am a 2,5
mg/animal/dia apresentaram menores niveis desse lipideo do que os camundongos infectados
e em relacdo aos infectados ndo tratados (Fig. 14D, p<0,05). Ainda, os niveis de VLDL-c
também nao foram alterados durante a infeccdo por 7. gondii. Entretanto, o tratamento com a
fragdo CH2CI2Am a 5 mg/animal/dia aumentou significativamente os niveis desse lipidio no

soro dos animais infectados (Fig. 14E, p<0,05).
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Figura 13 - Perfil lipidico mensurado no soro de animais apo6s 8 dias de infeccio por 7. gondii e tratados
com extrato de Annona muricata (AM) e suas fracoes. Producdo dos lipidios foi analisada no soro de animais
ndo infectados e infectados por 7. gondii tratados com sulfadiazina ou via gavagem com diferentes
concentragdes do extrato bruto etanodlico da A. muricata (EtOHAm) e suas fragdes EtOAcAm, CH2CI2Am e
HexAm ap6s 8 dias de infecgdo. O grupo veiculo foi constituido por animais infectados e ndo tratados e o grupo
de animais ndo infectados. Os niveis do colesterol total, triglicerideos, VLDL-c, HDL-c ¢ LDL-¢ sdo mostrados
em graficos identificados como A, B, C, D ¢ E, respectivamente. Resultados sdo expressos pela média + SEM.
Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA e pos-teste de multipla comparagdo de Bonferroni. *: Denota
diferenca estatistica significativa entre os grupos estudados em comparagdo com o grupo veiculo (p<0.05). #:
Denota diferenca estatistica significativa entre os grupos estudados em comparagdo com o grupo nao infectado
(p<0.05).
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Figura 14 - Perfil lipidico mensurado no soro de animais ap6s 30 dias de infeccdo por 7. gondii e tratados
com extrato da Annona muricata (AM) e suas fracdes. A produgdo dos lipidios foi analisado no soro de
animais nao infectados e infectados por 7. gondii tratados com sulfadiazina ou via gavagem com diferentes
concentragdes do extrato bruto etandlico da 4. muricata (EtOHAm) e suas fragdes EtOAcAm, CH2CI2Am e
HexAm ap6s 30 dias de infecgdo. O grupo veiculo foi constituido por animais infectados e ndo tratados, apenas
com veiculo e o grupo de animais nao infectados. Os niveis do colesterol total, triglicerideos, VLDL-c, HDL-c e
LDL-c e s3o mostrados em graficos identificados como A, B, C, D e E, respectivamente. Resultados sao
expressos pela média £+ SEM. Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA e pds-teste de multipla
comparagdo de Bonferroni. *: Denota diferenga estatistica significativa entre os grupos estudados em
comparagdo com o grupo veiculo (p<0.05). #: Denota diferenca estatistica significativa entre os grupos

estudados em comparagdo com o grupo nao infectado (p<0.05).
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6 DISCUSSAO

Uma vez que estudos prévios demonstraram que a folha de 4. muricata (graviola) possui
propriedades anti-inflamatérias (TAYLOR, 2002) e atividade contra protozoario do filo
Apicomplexa (Plasmodium falciparum) (BIDLA et al., 2004; NGUYEN-POUPLIN et al.,
2007), decidimos investigar o efeito do extrato etanodlico das folhas dessa planta e de suas
fragdes durante a infecc¢do por 7. gondii.

Um estudo anterior com ratos demonstrou que o extrato preparado com folha de graviola ¢
seguro para administragdo, mesmo em altas concentracdes (4g/kg) (MOGHADAMTOUSI et
al., 2015). Demonstramos que o EtOHAm bruto e doses inferiores da fragdo acetato de etila,
nao foram toxicas para fibroblastos murinos in vitro, conforme avaliado pelo ensaio MTT. De
forma semelhante, outro estudo também avaliou a citotoxicidade do extrato da fruta da
graviola na mesma linhagem celular (fibroblasto NIH/3T3) pelo método do cristal violeta e
ndo foi observado efeito citotoxico nessas células, corroborando com os resultados aqui
apresentados (ZAMUDIO-CUEVAS et al., 2013).

Ap6s verificagdo da seguranga em utilizar o EEOHAm bruto e suas fragdes, investigamos
o efeito de A. muricata na replicagdo de 7. gondii in vitro. Nossos resultados demonstraram a
efetiva atividade inibitoria do EEOHAm na proliferacdo de 7. gondii nos fibroblastos NIH/3T3
e macrofagos J774, sugerindo uma atividade anti-Toxoplasma desse extrato. Da mesma
forma, estudos anteriores por meio de ensaios in vitro, mostraram que o extrato da graviola
apresentou atividade antiparsitaria contra P. Falciparum, outro parasita do filo Apicomplexa
(BIDLA et al., 2004; NGUYEN-POUPLIN et al., 2007).

A atividade antiparasitaria das fracoes de A. muricata foi demonstrada em estudos
anteriores. As fragdes de metanol (MeOH), diclorometano (DCM/CH2CI2Am) e aquosa
(H20) de A. muricata apresentaram atividade antiplasmodial contra P. falciparum resistente a
cloroquina (MOHD ABD RAZAK et al., 2014). Além disso, o extrato de acetato de etila da
folha possui atividade anti-Trypanosoma e anti-Leishmania (OSORIO et al., 2007). No
presente estudo, os experimentos in vitro demonstraram que as fracoes hexAm, CH2CI2Am e
EtOAc controlam a replicacdo de 7. gondii em fibroblastos murinos nas concentragdes que
ndo foram consideradas citotoxicas. No entanto, as fragcdes BuOH e aquosa, ndo
demonstraram nenhum tipo de agdo anti-7oxoplasma. Ja nos testes in vivo, os extratos das
fracdes hexAm ou CH2CI2Am ndo foram capazes de controlar o parasita pela analise do
parasitismo intestinal, indicando que esses compostos ndo sdo eficientes em nosso modelo

experimental ou que as doses devem ser ajustadas para o controle da replicagdo de 7. gondii.
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As fracdes da A. muricata possuem diferentes efeitos antiparasitarios, dependendo da
espécie do parasito. Além disso, os dados sugerem que os efeitos anti-7oxoplasma do
EtOHAm resultam da atividade sinérgica dos seus metabolitos (alcaloides, flavonoides,
polifendis, saponinas, kaempferol e acetogenina) (MATSUSHIGE et al., 2012; GEORGE et
al., 2015; MOGHADAMTOUSI et al., 2015; YANG et al., 2015), e com a parti¢do de seus
componentes, esse efeito pode ter sido parcialmente reduzido.

Sabe-se que um dos mecanismos de controle de 7. gondii mediado por IFN-y ¢ através da
produgdo de 6xido nitrico (NO) (ADAMS et al., 1990), e a sintese de NO resulta em privacao
de arginina que bloqueia eficientemente a replicacdo de 7. gondii (FOX; GIGLEY; BZIK,
2004). Ainda, durante a sintese de NO por 6xido nitrico sintetase induzida (iNOS), a
replicagdo do parasita ¢ eficientemente bloqueada (FOX; GIGLEY; BZIK, 2004). Estudos
anteriores in vitro demonstraram que o extrato de graviola induz a producdo de NO em
macrofagos RAW 264.7 (KIM et al., 2016). De forma semelhante, os resultados obtidos na
presente investigagdo mostraram que os niveis de NO sdo aumentados diante do tratamento
com EtOHAm. Sendo assim, nossos dados sugerem que o controle da proliferacdo de 7.
gondii nos macréfagos J774 pelo EEOHAm se deve pela indugdo da producao de NO. Estudos
adicionais sdo necessdrios para investigar o mecanismo de controle do parasito em
fibroblastos murinos.

Nossos resultados in vivo confirmaram os achados in vitro, demonstrando a atividade anti-
Toxoplasma do EtOHAm em camundongos infectados. Foi observada uma maior taxa de
sobrevivéncia nos camundongos C57BL/6 infectados com a cepa ME-49 de T. gondii tratados
com EtOHAmM em comparagdo com camundongos infectados ndo tratados. Além disso, o
tratamento com extrato diminuiu o parasitismo nas doses de 2,5 ¢ 5 mg no intestino e pulmao
na fase aguda, bem como a replicacdo do parasito no cérebro na dose de Smg durante a fase
cronica. Da mesma forma, o extrato aquoso de folhas de A. muricata prolongou a taxa de
sobrevivéncia e reduziu a parasitemia de camundongos infectados com a cepa ANKA de P.
berghei (SOMSAK; POLWIANG; CHACHIYO, 2016). Além do controle de parasitos, foi
observado que as folhas de A. muricata, para alguns tipos de células cancerigenas, possui
potencial anticancerigeno, diminuindo a viabilidade celular frente ao tratamento (KIM et al.,
1998; TORRES et al., 2012; YANG et al., 2015).

As respostas imune inata (revisado por YAROVINSKY, 2014) e adaptativa sdo
necessarias para a resisténcia ao 7. gondii (SUZUKI et al., 1988). O reconhecimento de 7.
gondii pelas células dendriticas induz a producdo de IL-12 que tem um papel essencial no

desenvolvimento da resposta imune tipo 1, que levam a produgcdo de IFN-y e TNF
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(GAZZINELLI et al., 1993). Embora o desenvolvimento de uma resposta Thl seja essencial
para protecdo contra a toxoplasmose (MCSORLEY & BEVINS, 2013), em camundongos
uma resposta imunologica exacerbada aumenta a mortalidade, ocasionada pelo
desenvolvimento de lesdes intestinais graves dependentes de células T CD4" e alta producio
de IFN-y, TNF e NO (LIESENFELD et al., 1996, 1999). Estudos prévios mostraram que a
graviola apresenta propriedades anti-inflamatorias por meio da inibi¢do de COX-1 e 2 in vitro
(ISHOLA et al., 2014), como também a capacidade em estimular o sistema imune inato, uma
vez que o tratamento de macréfagos RAW 264.7 com o extrato de graviola resultou no
aumento das concentragdes de NO, TNF e IL-1B em seus sobrenadantes (KIM et al., 2016).
Entretanto, nossos resultados mostraram que o tratamento com EtOHAm diminuiu os niveis
séricos de IFN-y, TNF e IL-10 dos camundongos infectados com 7. gondii. Ainda, os niveis
de TNF desses animais foram semelhantes ao grupo nao infectado, quando os animais foram
tratados com 2,5 ou 5mg de EtOHAm. Sendo assim, o tratamento com EtOHAm pode ter
controlado uma resposta imune exacerbada, aumentando o tempo de sobrevivéncia dos
animais infectados.

A homeostase intestinal depende da cooperagdo de varios tipos celulares no epitélio
intestinal com células imunes locais e a microbiota intestinal. O epitélio é composto de
enterocitos absortivos, juntamente com células de Paneth, caliciformes, fuft e
enteroenddcrinas, que apresentam um papel importante na barreira mecanica entre as
populagdes bacterianas intestinais residentes e hospedeiras e também contra o meio ambiente,
contribuindo com a manutencdo da integridade do epitélio intestinal (DE SANTIS et al.,
2015; PETERSON; ARTIS, 2014). Portanto, por ser o intestino delgado um importante sitio
de infeccdo durante a infec¢do oral por 7. gondii, e as células apresentarem grande
importancia na homeostase intestinal, surgiu o interesse em conhecer o efeito do tratamento
com EtOHAm e fragdes da graviola nessas células.

As células caliciformes no epitélio intestinal sdo responsaveis pela produgdo e liberagdo
de mucinas que, ao entrarem em contato com a agua, formam o muco, criando um filme
lubrificante e protetor para o epitélio intestinal contra agressores quimicos, fisicos e
biologicos (DEPLANCKE; GASKINS, 2001). Dessa forma, ¢ um constituinte da barreira
intestinal, sendo a primeira linha de defesa do hospedeiro contra patégenos invasores
(revisado MONCADA; KAMMANADIMINTI; CHADEE, 2003), como a enterobactéria
Yersinia enterocolitica (MANTLE et al., 1989) e rhesus rotavirus (RRV) (CHEN; BAYLOR;
BASS, 1993). Em reposta ao 7. gondii, galinhas infectadas com oocistos apresentam

hiperplasia de células caliciformes no intestino (SHIRAISHI et al., 2009). De forma
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semelhante ratos infectados com oocistos apresentaram aumento quantitativo de células
caliciformes na fase aguda da infeccdo (TREVIZAN et al.,, 2016). A infeccdo por
Nippostrongylus brasiliensis em camundongos, também resulta no aumento do nimero de
células caliciformes no intestino; porém, a coinfec¢do com cistos de 7. gondii por via oral
diminui os numeros desse fenotipo celular (LIESENFELD; DUNAY; ERB, 2004). As
diferencas observadas nos diferentes estudos podem estar relacionadas ao estagio do parasita
utilizado para infectar os animais, as diferentes espécies de animais analisados e também a
metodologia utilizada para contagem de células caliciformes. De forma semelhante ao nosso
achado, estudo com a bactéria Citrobacter rodentium, demonstrou um decréscimo no nimero
de células caliciformes, sendo este modulado principalmente pelo sistema imune, através dos
linfocitos T e B (BERGSTROM et al., 2008). De maneira interessante, na presente
investigacdo, os animais tratados com EtOHAm apresentaram maior quantidade de células
caliciformes no intestino delgado em compara¢ao com camundongos infectados ndo tratados.
Foi previamente verificado que camundongos infectados com Citrobacter rodentium
apresentam colite com deplecao de células caliciformes e que a deplegao dessas células ¢
dependente de células T CD4 e produgdo de IFN-y (CHAN et al., 2013). Uma vez altos niveis
de IFN-y e TNF induzem maior imunopatotologia no intestino delgado de camundongos
CS57BL/6 infectados com 7. gondii (LIESENFELD et al., 1996), a modula¢do negativa da
resposta Th1l pelo EtOHAM poderia estar envolvida na reducdo das alteracdes inflamatdrias
no intestino delgado, contribuindo assim para a preservacao das células caliciformes e para a
protecao dos camundongos contra a infec¢do por 7. gondii.

As células de Paneth sdo importantes células epiteliais secretoras, encontradas na base das
criptas intestinais no intestino delgado que produzem peptideos antimicrobianos (CLEVERS;
BEVINS, 2013) tais como lisozima e a-defensinas, que poderiam proteger o hospedeiro
contra bactérias entéricas patogénicas € moldar a composi¢do da microbiota colonizando o
intestino delgado (MCSORLEY & BEVINS, 2013; SALZMAN; UNDERWOOD; BEVINS,
2007; SALZMAN et al., 2010).

A célula de Paneth requer a presenga do cofator da E3ligase Hrdl (Selll), pois foi
observado que camundongos deficientes em SellL apresentam perda desta linhagem celular
ao ser infectado por 7. gondii (SUN et al., 2016). A sinalizagdo da IL-1 contribui para a
resposta inflamatoria exacerbada em camundongos C57BL/6 infectados por via oral com T.
gondii com aumento de IFN-y (VILLERET et al., 2013) e deple¢do de células de Paneth
(VILLERET et al., 2013; FARIN et al., 2014; RAETZ et al., 2013). Experimentos in vivo com

T. gondii revelaram que a perda de cé¢lulas de Paneth caracteristica da resposta ao parasito,
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juntamente com grave inflamagdo induz disbiose intestinal (BELKAID; HAND, 2014;
RAETZ et al., 2013). Da mesma forma, em nosso trabalho experimental, observou-se uma
diminui¢do no numero de células de Paneth durante a infeccao oral por 7. gondii, contudo os
tratamentos com EtOHAM e suas fragdes ndo alteraram sua reducao. Sendo assim, os efeitos
benéficos do extrato sdo independentes das células de Paneth e seus produtos.

O colesterol (Chl) ¢ um esteroide encontrado nas membranas celulares e transportado no
plasma sanguineo de todos os animais. E um componente essencial das membranas celulares
de mamiferos. As células periféricas obtém o colesterol através da sintese local e da absor¢ao
de lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL). Por outro lado, o Chl do
tecido ¢ transportado das células periféricas através do compartimento do plasma de volta ao
figado na forma de lipoproteina de alta densidade (HDL) (revisado por FIELDING;
FIELDING, 1995). Toxoplasma gondii nao ¢ capaz de sintetizar esterdis, colesterol e,
portanto, depende da captacdo destes lipidios do hospedeiro para seu proprio desenvolvimento
(COPPENS; SINAI; JOINER, 2000) via endocitose mediada pelo receptor de LDL
(COPPENS; SINAI; JOINER, 2000; COPPENS, 2006) ou provavelmente também através da
proteina relacionada ao receptor de LDL (ISHIBASHI et al., 1993). O colesterol ¢ importante
para os estagios de aderéncia, penetracdo e multiplicagdo intracelular do 7. gondii
(COPPENS; JOINER, 2003). No presente estudo, observou-se que, em animais infectados
com 7. gondii, o colesterol total, triglicérides, VLDL-c e o LDL-c aumentaram
sistemicamente no dia 8 apds a infeccdo ao serem comparados com animais nao infectados.
Foi anteriormente observado que camundongos Swiss-Webster infectados com 8 cistos da
cepa GD-1 apresentaram redu¢@o nos niveis de colesterol e HDL no dia 14 p.i., mas niveis
normais na fase cronica da infecgdo, dia 42 p.i. (MILOVANOVIC et al., 2017). A diferenca
observada entre os nossos resultados pode ser devido a diferentes linhagens de camundongos,
cepa do parasita utilizada nos experimentos e também pelo dia da mensuragdo lipidica.
Semelhante aos nossos resultados, um estudo com Chlamydia pneumonia, demonstrou que a
infeccdo por essa bactéria é capaz de aumentar os niveis de colesterol e triglicérides nas
amostras de soro de camundongos BALB/c e os niveis de HDL ndo foi alterada
(MARANGONTI et al., 2015). Estudo com C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA (PbA),
também observou aumento dos niveis de colesterol, triglicerideos e nas lipoproteinas e ao
serem tratados com o extrato do fungo Trichoderma stromaticum, os niveis de colesterol e
triglicerideos reduziram (CARIACO et al., 2018). No presente estudo, foi demonstrado que
os animais infectados por 7. gondii e tratados com EtOHAM diminuiram os niveis de

triglicerideos ¢ VLDL. Nesse sentido, foi previamente demonstrado que o extrato aquoso de
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folhas da A. muricata diminuiu os niveis de colesterol total, triglicérides e LDL em um
modelo experimental de Diabetes mellitus (ADEWOLE; OJEWOLE, 2010).

As membranas de Toxoplasma contém colesterol que ¢ principalmente derivado da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) internalizada nas células hospedeiras. A inibicdo da
endocitose de LDL, com a degradagao lisossdomica e com a translocacdo do colesterol dos
lisossomos bloqueia a liberagdo de colesterol para o vaclolo parasitéforo, reduzindo
significativamente a replicagdo do parasita (COPPENS; SINAI; JOINER, 2000). O aumento
do colesterol total, triglicérides, VLDL, LDL durante a infec¢do por 7. gondii pode estar
envolvido na proliferacdo do parasita. Os dados apresentados sugerem que a diminuicdo de
triglicérides e VLDL e a tendéncia em controlar o colesterol pelo tratamento com EtOHAM
em camundongos infectados com 7. gondii contribuiram no controle de sua replicagdo.

De maneira geral, com os resultados obtidos por este trabalho, concluimos que o
EtOHAM possui agdo anti-toxoplasmica in vitro e in vivo, enquanto suas fragoes (hexano,
acetato de etila e diclorometano) apenas apresentaram efeito in vitro, apresentando in vivo as
fragdes hexano e diclorometano a 5 mg/animal tendéncia em diminuir os focos inflamatdrios.
O EtOHAm demonstrou atividade anti-inflamatdria controlando os niveis elevados de IFN-y e
TNF sistemicamente ¢ preservando as células caliciformes no intestino delgado, além de
também diminuir os triglicerideos e VLDL sistemicamente que poderiam estar envolvidos no
crescimento do parasita. Portanto, essa melhora no tecido intestinal pela atividade anti-
inflamatoria, preservagdo do epitélio intestinal e controle dos niveis de triglicerideos, sugerem
que o EtOHAm  apresenta atividade anti-Toxoplasma, possuindo potencial como
medicamento para o controle de 7. gondii. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para
esclarecer o mecanismo de controle de 7. gondii exercido pelo EtOHAm durante a

toxoplasmose.
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