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RESUMO

Estima-se que aproximadamente 1/3 da populacdo mundial esteja infectada pelo
protozoario Toxoplasma gondii ¢ embora os individuos imunocompetentes sejam
assintomaticos, os individuos imunodeficientes podem apresentar manifestagdes clinicas
graves, dessa forma o estudo de medicamentos para o tratamento da toxoplasmose se torna
necessario, uma vez que os medicamentos disponiveis apresentam efeitos colaterais
indesejaveis. Nesse panorama, o estudo com plantas medicinais visando o tratamento de
algumas protozooses tem obtido resultados promissores, € por isso, o presente estudo
objetivou avaliar a capacidade anti-toxoplasmica de Annona crassiflora Mart., uma planta
do cerrado brasileiro muito utilizada pela medicina popular. Para determinar a concentragao
ideal de uso e avaliar a citotoxicidade, macrofagos peritoneais de camundongo C57BL/6
foram tratados com diferentes concentragdes de extrato etanolicos e fragdes de 4. crassiflora.
Em seguida avaliou-se a capacidade anti-toxoplasmica dos mesmos. As fragdes
Diclorometano, n-Hexano e Acetato de etila reduziram significativamente a proliferacao de
T. gondii. A concentragdo inibitoria (IC50) foi determinada sendo IC<Ipg/ml para o
Diclorometano; IC=7,754 ng/ml para o n-Hexano e IC=34.16 pg/ml para o Acetato de etila.
As trés fragdes induziram a producao de NO, IL-12 e IL-10 em células infectadas, e também
reduziram a exposi¢do de fosfatidilserina na membrana celular do parasito, culminando na
redugdo da proliferacao do parasito in vitro. Avaliou-se a curva de mortalidade de animais
infectados com as cepas RH e ME49 tratadas previamente com as fragcdes. Observamos um
aumento significativo na sobrevida dos animais em relacao ao controle, em especial o grupo
em que o parasito foi tratado com a fragdo Diclorometano. Os resultados obtidos sugerem
que as fragdes apresentam uma acao sob o parasita e que o tratamento da toxoplasmose com
a fracdo Diclorometano de 4. crassiflora pode constituir em uma alternativa promissora.

Palavras chaves: Toxoplasmose; Tratamento; Plantas do Cerrado; Annona crassiflora.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii ¢ um parasito intracelular obrigatorio, pertencente ao Filo
Apicomplexa, e apresenta a capacidade de infectar animais de sangue quente, sendo seu
hospedeiro definitivo sdo os felinos, onde o parasito realiza a fase sexuada de seu ciclo
(NEVES, 2005). A soroprevaléncia difere entre os paises, variando de 1% em alguns paises
do extremo Oriente até 90% em algumas partes dos paises da Europa e da América do Sul
(Flegr J. et al, 2014). As principais vias de infec¢do por 7. gondii em humanos sdo consumo
de carne crua ou malcozida contendo cistos, ingestdo de oocistos esporulados no solo, agua,
vegetais ndo lavados ou maos contaminadas e transmissdo congénita. Em individuos
imunocompetentes a infeccdo ¢ considerada assintomatica, entretanto em individuos
imunodeficientes ela pode gerar varias manifestagdes clinicas, sendo comum em pacientes
transplantados, portadores do virus HIV, e em doengas cronicas (REIS M et al., 2018). Além
disso, a infec¢do por 7. gondii quando adquirida durante a gravidez, pode provocar aborto ou
levar a toxoplasmose congénita, com graves consequéncias para o feto (CHAUDHRY et al,
2014).

Aproximadamente 1/3 da populagdo mundial e cerca de 70% da populacao
brasileira é soro reativa para 7. gondii, por isso ¢ de extrema importancia o estudo de novas
abordagens terap€uticas para o tratamento dessa doenga. A resposta imune contra 7. gondii
¢ essencial para o controle da infec¢do, porém nao ¢ totalmente eficaz. A estimulacao direta
de macrofagos e células dendriticas pelo parasito via Toll Like Receptors (TLR) induz a
producao de IL-12, promovendo uma resposta do tipo Thl com producdo de Interferon-y
(IFN-y) pelos linfocitos T e pelas células NK. A produ¢do de IFN-y ativa macrdéfagos, que
produzem mais TNF e liberaram espécies reativas do oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO),

inibindo a proliferacdo e sobrevivéncia do parasito. (BABAIE et al., 2017).



A resposta pro-inflamatoria, caracterizada pelo perfil Thl, com alta produgdo de
IFN-y, ¢ efetiva no controle de taquizoitos, entretanto, pode ser prejudicial ao hospedeiro.
Dessa maneira, mecanismos imunomoduladores atuam para o equilibrio entre respostas Th1l
e Th2, sendo mediada especialmente pela IL-10, citocina anti-inflamatéria que controla a
inflamacdo (ROBERT-GANGNEUX, F_; DARDE, M., 2012).

Além da imunidade celular, anticorpos especificos desempenham um papel
importante no controle da infeccdo por 7. gondii através da ativagdo do sistema
complemento, promovendo uma opsoniza¢ao que aumenta a fagocitose e pela citotoxicidade
dependente de anticorpo, permitindo, assim, que os parasitos sejam destruidos pelas células
(SASAIM.; PRADIPTA A.; YAMAMOTO M., 2018). A produgdo de anticorpos especificos
¢ feita a partir da ativacdo de linfocitos B por células T CD4+ (DUPONT, C. D,
CHRISTIAN, D. A.; HUNTER, C. A., 2012). Anticorpos especificos da classe IgM sao
indicativos de fase aguda da doenca e podem ser detectados apds 5-14 dias de infecgdo,
atingindo niveis elevados em um més, porém, podem permanecer positivos por 18 meses ou
mais. Os anticorpos da classe IgG sdo indicativos de fase cronica da infec¢do e podem
aparecer apos 8-12 dias de infeccdo, atingindo o pico maximo entre 6 -14 meses e declinando
lentamente apods esse periodo, podendo ser detectados durante toda a vida. (SANTANA, S.
S.,2011).

O tratamento da toxoplasmose ¢ recomendado em gestantes hipdtese diagnostica
de transmissdao congénita, em recém-nascidos infectados pelo parasito e em casos de
pacientes imunodeprimidos e soropositivos para 7. gondii. Os medicamentos mais utilizados
sdo a sulfadiazina, pirimetamina, diaminodifinilsulfona, atovaquona, espiramicina e
clindamicina. A opg¢ao terapéutica classica para a toxoplasmose consiste na combinagdo de
pirimetamina e sulfadiazina, que sdo drogas capazes de interromper o ciclo metabdlico do

parasito, através da inibi¢do de enzimas, como a dihidropteroato sintase (DHPS) e



dihidrofolato redutase (DHFR), que participam da via da sintese de folato, importantes na
formag¢ao de acidos nucleicos (DNA e RNA) e consequente replicagdo do parasito
(SEPULVEDA-ARIAS; VELOZA; MANTILLA-MURIEL, 2014).

A combinagdo de pirimetamina e sulfadiazina provoca efeitos adversos significativos
aos pacientes, como alteragdes hematologicas (anemia, trombocitopenia e leucopenia),
reacdes de hipersensibilidade e também aumentam o risco de calculos renais e complicagdes
hepaticas, o que leva a interrup¢do do tratamento em aproximadamente 60% dos pacientes
com AIDS (MONTAZERI et al., 2017). Esses medicamentos também nao sdo recomendados
durante o primeiro trimestre de gestagdo, devido a inibicdo da formacao da medula 6ssea e
sua natureza teratogénica (NASR et al., 2016).

Acredita-se que a resisténcia aos farmacos contribua para falhas no tratamento que
ocorrem em aproximadamente 10% dos pacientes durante a terapia inicial. Dessa forma, ¢é
necessario mudangas na formulagdo dos medicamentos disponiveis clinicamente (ALDAY;
DOGGETT, 2017). Novos recursos terapéuticos com efeitos adversos reduzidos e mais
eficazes tém sido estudados, e a aplicagdo de plantas medicinais no tratamento de
protozooses, como a toxoplasmose, tem demonstrado resultados promissores (SHARIF et al.,
2016).

No Brasil, a utilizagdo de plantas medicinais ¢ importante, devido a riqueza da
biodiversidade, com cerca de 55 mil espécies de plantas. Apesar de toda a diversidade de
espécies existentes, apenas uma pequena percentagem (0,4%) tem sido investigada
fitoquimicamente (RODRIGUES; AMARAL, 2012). Segundo dados do Ministério da
Satde, a busca por tratamentos a base de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos
pelo Sistema Unico de Satde (SUS) mais que dobrou entre 2013 e 2015 (BRASIL, 2016).

Os produtos naturais apresentam uma variedade estrutural unica, proporcionando



oportunidade para a descoberta de novos compostos com agdo terapéutica contra patdogenos
(SEPULVEDA-ARIAS; VELOZA; MANTILLA-MURIEL, 2014).

Annona crassiflora Mart., conhecida popularmente como Araticum, ¢ uma planta do
cerrado brasileiro que pertence a familia das Annonaceae, muito utilizada em medicina
popular (VILAR et al., 2018). As plantas do cerrado sdo ricas em compostos fendlicos, entre
outros, que sdo os responsaveis diretos pela agdo terapéutica. Diferentes estudos
comprovaram que as substancias bioativas presentes no fruto desta planta podem agir em
diversos alvos fisiopatologicos, aliviando sintomas de doengas cronicas (BAILAO et al.,
2015). Suas sementes e folhas sdo empregadas no tratamento de cancer, picada de cobras e
doengas sexualmente transmissiveis, seus frutos sdo consumidos como tonico e adstringentes
e 0 po da casca de seu tronco apresenta propriedades antifungicas e antirreumaticas (VILAR
et al., 2018). J4 a casca de sua raiz, possui acdo leishmanicida e tripanosomicidas
(MESQUITA et al., 2005).

Os compostos fendlicos do Araticum estdo localizados principalmente na casca do
fruto, apresentando atividade antibacteriana, nematicida, antimalarica, antimutagénica,
quimiopreventiva, anti-inflamatoria,  antiproliferativa em  linhagens tumorais,
anticolinesterasico, inseticida e larvicida (ARRUDA et al., 2018).

Sabendo que a casca do fruto é rica em compostos fendlicos e que estes sao
conhecidos pela sua agdo terapéutica ¢ valido estudar a agdo antiparasitaria desses compostos,
em especial seus efeitos anti-7. gondii, uma vez que nao se tem atualmente disponivel um

tratamento completamente satisfatorio.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral
Avaliar a atividade antitoxoplasmica do extrato etanolico e fragdes da casca do fruto

de Annona crassiflora Mart.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar a citotoxicidade do extrato e fragdes de 4. crassiflora em macrofagos
peritoneais de camundongos C57BL/6.

e Determinar a influéncia do extrato e fragdes de A. crassiflora no indice de infeccao e
prolifera¢do de 7. gondii em macrdofagos peritoneais de camundongos C57BL/6.

e Avaliar a produgdo de NO e das citocinas IL-12 e IL-10 em macrdéfagos peritoneais
de camundongos C57BL/6 tratados com fragcdes de extrato etandlico de A.
crassiflora.

e Avaliar a sobrevida de camundongos infectados com as cepas RH e ME49 tratadas
previamente com diclorometano, n-hexano e acetato de etila.

e Avaliar a producdo de anticorpos dos animais 30 dias apds a infecgdo com as cepas
RH e ME49 tratadas com diclorometano, n-hexano e acetato de etila.

e Avaliar a presenga de cistos cerebrais de animais infectados com a cepa ME49 tratada

com diclorometano, n-hexano e Acetato de etila apds 30 dias.

3 JUSTIFICATIVA
Os medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento da toxoplasmose
apresentam efeitos colaterais indesejaveis, sabe-se que a toxoplasmose acomete 1/3 da

populacdo mundial e que a infeccdo por 7. gondii pode promover desfechos letais em
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individuos imunodeficientes e danos fetais em gestantes primo infectadas, dessa forma ¢ de
extrema importancia buscar novas alternativas terapéuticas para esta doenga.

Annona crassiflora possui potencial antimalarico, antileishmanicida e tem
demonstrado eficiéncia no tratamento de diversas doencgas, além de representar uma opcao
terapéutica menos toxica que ndo gera tantos efeitos adversos ao paciente. Seu uso popular é
bastante difundido e existe grande interesse econdmico sobre sua explora¢do por ser uma
planta abundante e caracteristica de nosso pais.

Por ser uma planta rica em diversos compostos, dentre eles os compostos fenolicos
conhecidos por suas acdes terapéutica, o presente estudo visa avaliar a atividade

antitoxoplasmica do extrato etanolico e fragdes da casca de Annona crassiflora Mart.

4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao do extrato bruto e fracoes de Annona crassiflora Mart.

O extrato bruto e fragdes de butanol, n-hexano, diclorometano, acetato de etila e
aquosa de Annona crassiflora Mart. foram cedidos pelo Prof. Dr. Foued Salmen Espindola,
do Laboratorio de Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia ao Laboratério de
Imunoparasitologia da Universidade Federal de Uberlandia e preparado conforme descrito

por JUSTINO et al. (2016).

4.2 Preparacio do extrato
O extrato e fragdes foram diluidos em DMSO para preparagao de uma solugao mae
50 mg/ml. A partir dessa solugao mae foram feitas quatro diluicdes em meio de cultura RPMI

para preparacio das solugdes nas concentragdes de 10° pg/ml, 10? pg/ml, 10 pg/ml e 1 pg/ml.
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Essas dilui¢des foram filtradas utilizando filtros estéreis (0,22 um) para a realizagdo dos

experimentos in vitro.

4.3 Cultivo de macrofago peritoneal

Macroéfagos peritoneais foram coletados apos estimulo de 24 horas com Tioglicolato
a 3%. Ap0s a eutanasia, os camundongos foram pulverizados com alcool 70%, e procedida
uma incisdo na linha média do abdome, e 3 mL de meio de cultura RPMI foi inoculado no
peritdnio. Apos massagear a regido o fluido foi coletado e centrifugado a 400 x g, 10 minutos,
4°C. Em seguida, o sedimento de células foi ressuspenso e as células contadas e semeadas

em placas especificas para cada ensaio.

4.4  Obtencao do parasita

Cepas de T. gondii (RH2F1 ¢ ME49) foram mantidos em passagens regulares em
sistema de cultivo celular, utilizando-se células de epitélio uterino da linhagem HeLa (ATCC
CCL-2). As células foram cultivadas em frascos de cultura celular em meio RPMI 1640
(Gibco, Paisley, Inglaterra) suplementado com HEPES (25 mM), penicilina G (100 U/mL),
estreptomicina (100 pg/mL), L-glutamina (2 mM), bicarbonato de sédio (3 mM) e 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Life Technologies, Carlsbad-CA, EUA) em atmosfera de
5% CO2 a 37°C até atingirem a confluéncia. Neste momento, as células foram infectadas
com taquizoitos de 7. gondii, sendo estes transferidos em uma nova monocamada a cada 48-
72 horas. Os parasitos livres foram coletados e parcialmente purificados por centrifugagao
diferencial (45 x g, 1 minuto, 4°C) para remover restos celulares. O sobrenadante foi coletado
e centrifugado (700 x g, 10 minutos, 4°C). O sedimento final da suspensdo parasitaria foi
ressuspendido em meio RPMI e os parasitos contados em camara de Neubauer, utilizando o

corante de exclusao vital azul de Tripan a 0,4% (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA).
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Suspensdes parasitarias foram utilizadas para os experimentos in vitro € in vivo, € 0

restante foi armazenado a —20°C até a preparacdo do antigeno soluvel de 7. gondii .

4.5 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Os macréfagos peritoneais foram cultivados em placa de 96 pogos (2x10°
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 COz. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes
concentracdes (10°, 10%, 10 e 1 pg/ml) do extrato e fragdes de Annona crassiflora Mart., por
mais 24 horas.

O ensaio de viabilidade celular foi realizado através da reducao metabolica de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2- yl) -2,5- diphenyltetrazolium bromide (MTT), pelo ensaio de MTT. Em
cada poco de microplacas de cultivo celular foram adicionados um volume de 100 pul de MTT
(0,5 mg/ml de MTT em meio RPMI) e incubadas por 4 horas a 37 °C. Apds esse periodo, o
meio de cultura foi removido e adicionados 100 pl de solucdo 10% SDS e 50% N-
dimetilformamida, afim de que o metabdlito gerado, formazan, seja solubilizado. A leitura
das microplacas foi realizada em espectrofotometro a 560 nm. A férmula utilizada para

calcular a inibi¢ao do crescimento celular ¢ dada por (DOamostra/ DOcontrole)x100%.

4.6 Ensaio de proliferacio intracelular por -galactosidase

Macréfagos peritoneais foram cultivados em placa de 96 pogos (2x10°/pogo) por 24
horas em meio RPMI com 10% SBF a 37° C e 5% CO2. Em seguida as células foram
infectadas com taquizoitas de 7. gondii (cepa RH 2F1), pré tratados ou ndo com fragdes n-
hexano, diclorometano e acetato de etila do extrato etandlico de Annona crassiflora, na

proporcao de 1,5 parasitas por célula. Apos 24 horas de infeccdo, os sobrenadantes foram
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descartados e adicionado 100 pl/poco de tampao RIPA que foi deixado por cerca de 15
minutos. Logo em seguida, adicionou-se a placa 160 pl/poco de tampao de ensaio e 40
ul/poco de substrato CPRG a 0,003M.

A placa ficou protegida da luz pelo tempo necessario para a reagao de f-galactosidase

se desenvolver. A leitura foi realizada em um leitor de placa a 570nm.

4.7 Determinacio da IC50

A concentracao inibitoria foi determinada utilizando as fra¢des n-hexano,
diclorometano e acetato de etila do extrato etanolico de Annona crassiflora preparadas nas
concentragdes de 1,95 a 10° pg/mL. O ensaio foi realizado como descrito no item 4.4. Apos
a distribuicao das células nas placas e infeccao com MOI 1,5, foi realizada uma diluigao
seriada em duplicata de cada fracao avaliada. A leitura foi realizada ap6s 18h de infecgao. A
determinagdo do IC50 foi feita através da formula: % Atividade inibitoria (Ativ. Inib.) = 100
- (Abs fracdo X 100 / Abs. Controle positivo). Com os valores obtidos foi construido um

grafico de % Ativ. Inb. x Log(concentragdo em pg/ml).

4.8 Viabilidade Parasitaria - Contagem de parasitas utilizando azul de trypan
Taquizoitas das cepas RH, mantidos em célula HeLa em cultura, foram contados
divididos, igualmente, em cinco grupos (diclorometano, n-hexano, acetato de etila, meio e
agua). A concentragdo utilizada para as fragdes foi de 10ug/ml. Os parasitos foram colocados
em contato com diclorometano, n-hexano, acetato de etila, meio e 4gua e foram mantidos por
1 hora em estufa a 37°C e 5% COg, passado o tempo de tratamento os parasitas foram
contados com auxilio de uma cAdmara de Neubauer e foram feitos célculos para obtengdo da

porcentagem de viabilidade parasitaria e porcentagem de recuperacdo dos parasitas usados
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para o experimento. O experimento foi realizado em triplicada e a contagem foi feita por 3

observadores.

4.9 Avaliacao de fosfatidilserina

A exposic¢ao de fosfatidilserina (FS) na superficie celular indica apoptose celular, mas
também esta relacionado com mecanismo de evasdo do parasita, conhecido como mimetismo
apoptotico. Para avaliar a FS na superficie do parasita foi utilizado o kit BD Pharmingem
FITC Anexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, San Diego, CA). Suspessdo de
10° taquizoitas da cepa RH foram tradas por 1hora com as fragdes n-hexano, diclorometano
e acetato de etila do extrato bruto etanodlico de Annona crassiflora e entdo serdo
ressuspendidas em 200uL de Binding Buffer 1x e em seguida centrifugadas a 400g durante
5 minutos a 4°C. Apés a centrifugacdo o sobrenadante foi removido e as células
ressuspendidas novamente em 200ul de Binding Buffer 1x e centrifugadas a 400g durante 5
minutos a 4°C — a seguir o sobrenadante foi removido e as células ressuspendidas com
Binding Buffer 1x/Anexina e incubadas no escuro por 15 minutos. A aquisi¢ao dos dados foi
realizada antes de se completar uma hora da marca¢do no equipamento de citometria de fluxo

FACSCANTO II (BD Biosciences, San Jose, CA).

4.10 Dosagem de oxido nitrico

Macréfagos, obtidos pelos protocolos citados no item 4.2.2, na propor¢io de 2x10°
células por poco foram distribuidas em placas de 96 pogos com meio RPMI completo a 37°C
a 5% COz. Apos esse periodo as células foram infectadas com parasitas, sendo 1,5 parasitas
por célula da cepa RH pré-tratados ou ndo pelas fragdes n-hexano, diclorometano e acetato
de etila do extrato etanolico de A. crassiflora na concentragdo de 10 pg, sendo as placas

incubadas em estufa a 37°C a 5% CO., por 24h. Apds as 24 horas, 50 pl de sobrenadante de
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cada pogo separadamente, foram adicionados (v/v) ao reagente de Griess (0,1% N-1-
naphthyl-ethylenediamina em agua destilada e 1% sulfanilamida em 5% acido fosforico) em
placa de 96 pogos. Valores de absorbancia foram lidos a 570 nm em leitor de placa e a
concentragdo de nitrito sera calculada por comparacdo com uma curva padrao usando nitrito

de sodio.

4.11 Dosagem de citocinas

Suspensdes de macrofagos peritoneais foram distribuidas em placa de 96 pocos
(2x10%/poco), a qual permaneceu em estufa por 24h a 37°C e 5% CO». Apods esse periodo, as
células foram infectadas com taquizoitas de 7. gondii, na propor¢ao de 1,5 parasitas por
célula, pré-tratados ou nao com as fragdes n-hexano, diclorometano e acetato de etila do
extrato etanolico de Annona crassiflora e permaneceram por 24 horas em estuda a 37°C e
5%CO0Oz. Apos esse tempo, ensaio de ELISA foi realizado para a dosagem das citocinas IL-
12 e IL-10 no sobrenadante dessas culturas, utilizando reagentes comerciais de acordo com
protocolos recomendados pelo fabricante (R&D Systems, Minneapolis, EUA; BD
Biosciences, San Diego, EUA). Cada citocina teve sua quantificacdo estimada em uma curva

de diluicao seriada da respectiva proteina recombinante, e expressas em pg/ml.

4.12 Animais
Camundongos C57BL/6 do tipo selvagem (WT), com 6-8 semanas de idade foram

mantidos na Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade Federal de

Uberlandia (UFU), em ambiente com temperatura controlada (22-25°C) e alimento e 4gua
ad libitum. Todos os experimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica na

Utilizagdo de Animais (CEUA/UFU) sob o protocolo de nimero 109/16 (ANEXO 1I).
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4.13 Curva de mortalidade in vivo com pré tratamento de taquizoita de 7. gondii
das cepas RH 2F1 e ME49

Parasitas da cepa RH e ME49 foram incubados com fragdes de n-hexano,
diclorometano e acetato de etila por 1 horas em estufa a 37°C e 5% COa. Foi utilizado uma
concentracio de 10° taquizoitas de RH por animal e 10° taquizoitas de ME49 por animal. OS
camundongos C57BL/6 foram infectados, via intraperitoneal, com 200ul da solugdo de
parasitas pré tratados com fragdes do extrato de Annona crassiflora Mart. Os camundongos
foram separados em 4 grupos, cada grupo contendo 5 animais: G1 - parasita pré tratado com
meio; G2 — parasita pré tratado com fracdo de N-Hexano; G3 — parasita pré tratado com
fragdo de Diclorometano e G4 — parasita pré tratado com fracao de Acetato de Etila.

Os animais foram acompanhados, por 30 dias, para avaliacao da perda ou ganho de
peso dos grupos em que o parasita sera tratado com fragdes do extrato em comparagdo ao

grupo controle.

4.14 ELISA para deteccio de anticorpos

Ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado para detectar anticorpos anti-7. gondii
seguindo o protocolo ja descrito com algumas modificagcdes (SILVA et al., 2007). Apds 30
dias de infeccdo os animais do experimento da curva de mortalidade que sobreviveram
tiveram o sangue coletado e testado. Placas de 96 pocos de alta afinidade foram sensibilizadas
com antigeno soluvel de 7. gondii (STAg), por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas e os
sitios inespecificos bloqueados com leite em pd. Apds novas lavagens, as amostras de soros
dos camundongos infectados foram adicionadas, em duplicata, por 1 hora. As placas foram
entdo lavadas e adicionou-se o anticorpo secundario marcado com peroxidase, passando por
novo periodo de incubacao. Apos um ciclo final de lavagens, as placas foram reveladas pela

adicdo do substrato enzimatico com tampao cromogeno, incubado por 20-30 minutos a
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temperatura ambiente e a densidade Optica determinada em leitor de placas. O ponto de corte
da reacdo foi determinado pela média dos valores de DO dos soros controles negativos

acrescido de trés desvios padrdes.

4.15 Pesquisa de cistos

Foi feita a contagem do numero de cistos dos animais que foram infectados com
taquizoitas da cepa ME49 no experimento da curva de mortalidade, para confirmagao da
infeccao e quantificagdo do parasitismo. Apos 30 dias de infec¢do os animais da curva de
mortalidade foram eutanasiados e o cérebro foi coletado e macerado com auxilio de seringa
e agulhas de 18G e 21G. Ap0s obter uma consisténcia liquida, 25ul do macerado foi pipetado
e colocado em lamina coberta por uma laminula, para a analise em microscopio optico em
aumento de 10x. A quantidade de cistos contados foi multiplicada por 25, representando

assim a quantidade de cistos encontrados em um animal.

4,16 Analise estatistica

A andlise estatistica e constru¢do dos graficos foi realizada utilizando o software
Graph Pad Prism versdao 6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Para os dados
paramétrico foi utilizado o One-way ANOVA e o pos-teste de Bonferroni, e para os dados
nao paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal wallis seguido do pos-teste de Dunn. O teste
de Kaplan-Meier foi utilizado para avaliar as curvas de mortalidade. Todos os resultados

foram considerados significativos para um valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT e observou-se que todas as fragoes,
em diferentes concentragdes, exceto a concentragao de 1:1 (1mg/ml) das fragdes n-hexano e
diclorometano, mantém mais de 50% de viabilidade celular. Dentre os componentes testados,
os com maior citotoxicidade foram o extrato bruto, e as fracdes diclorometano e n-hexano
(Figura 1). Considerando os resultados obtidos, a concentragdo de 1:100 (10ug/ml) foi
escolhida para os demais experimentos realizados, por ndo apresentar efeito citotoxico

significativo (Figura 1).

Bruto Butanol N-hexano

150

Celular Viability (%)
Celular Viability (%)
Celular Viability (%)

Diclorometano Acetato de etila Aquoso

Celular Viability (%)
Celular Viability (%)
Celular Viability (%)

(] Controle CJ DMSO @ 1:1 @ 1:10 = 1:100 H 1:1000

Figura 1 - Viabilidade celular de macréfago peritoneal tratado com concentragdes de 10°, 102,
10 e 1 pg/ml de extrato etandlico bruto e fragdes butanol, n-hexano, diclorometano, acetato de etila e
Aquosa de Annona crassiflora Mart. * p<0,05 (1:1 vs contole); #p<0,05 (1:10 vs controle).

Resultados estao expressos como Média +1DP.
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5.2 Ensaio de proliferacio intracelular por p -galactosidase

Utilizando a cepa RH 2F1 que apresenta a enzima 3 -galactosidade foi possivel
analisar a proliferacdo de 7. gondii (RH 2F1). Foi realizado dois experimentos independentes.
O primeiro em que os parasitos foram tratados antes da infec¢do e o segundo em que os
parasitos e os compostos foram colocados concomitantemente na placa.

No primeiro experimento, os parasitos foram tratados com os diferentes extratos por
uma hora, e em seguida foram colocados em cultivo de macréfago peritoneal para avaliar o
efeito do extrato na proliferagdo do parasito. Observou-se que a proliferacdo dos parasitos
tratados com as fragdes de n-hexano; diclorometano e acetato de ctila foram reduzidas em
relacdo ao controle (Figura 2A). No segundo experimento, a prolifera¢do do parasito foi
avaliada quando os extratos foram adicionados no momento da infec¢ao (Figura 2B).
Observamos que os mesmos extratos que reduziram a proliferacio no ensaio anterior,
também reduziram a proliferacdo quando o tratamento foi iniciado simultaneamente a
infecgao.

O tratamento prévio dos parasitos com as fracdes n-hexano; diclorometano e acetato
de etila apresentou efeito antiproliferativo maior do que quando o tratamento foi realizado

concomitante a infec¢ao.
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Figura 2 - Numero de taquizoitas pos tratamento com extrato etanolico bruto e fracdes

butanol, n-hexano, diclorometano, acetato de etila e aquosa de Annona crassiflora Mart. Tratado

1 hora antes da infec¢do (A) e Tratado concomitantemente a infeccdo (B). Resultados estdo

expressos como Média £ 1DP.

5.3 Determinagao de IC50

A concentragdo de inibi¢do de 50% da atividade proliferativa do parasito foi realizada
pelo ensaio da betagalactosidase utilizando a cepa modificada RH 2F1. Foi realizado os
calculos para obtencdo da taxa proliferativa do parasito em dilui¢des seriadas das fragdes, e
foi possivel observar as seguintes concentragdes inibitdrias: ICso<lpg/ml para o
diclorometano; ICs0=7,754ng/ml para o n-hexano e ICs0=34.16ug/ml para o acetato de etila

(Figura 3).
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Figura 3 — Taxa de inibicdo de proliferacdo de 7. gondii quando os parasitos foram
cultivados com n-hexano (A); diclorometano (B) e acetato de etila (C). Imagem ilustrativa do

ensaio colorimétrico de betagalactosidase (D).

5.4 Viabilidade parasitaria

Para verificar se as fracdes n-hexano, diclorometano e acetato de etila estavam
induzindo a morte do parasito, realizou-se o experimento de viabilidade parasitaria que
consistiu em calcular a porcentagem de parasitas vivos apds uma hora de incubacdo com
meio, com agua ou com as fragdes n-hexano, diclorometano e acetato de etila. Pode-se
observar que agua promoveu a lise do parasita, enquanto o meio manteve a viabilidade
celular. Nenhuma das fracdes reduziu significativamente a viabilidade do parasito, indicando

que existe outro mecanismo relacionado a reducdo da proliferagdo celular observada na

figura (Figura 4).
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Figura 4 - Porcentagem de viabilidade parasitaria da cepa RH apds 1 hora de tratamento com

meio, fracdo de n-hexano, diclorometano, acetato de etila e agua. Resultados estdo expressos como

Média = |DP.

5.5 Avaliacio de Fosfatidilserina
A exposicao de fosfatidilserina (FS) na membrana celular indica que a célula estd em
processo de apoptose, entretanto 7. gondii expde a FS como mecanismo de escape da resposta
imune, dessa forma o parasito serd fagocitado e entra passivamente nas células.
Observou-se que quando o parasita ¢ tratado por 1 horas antes da infeccdo com as
fragdes de n-hexano, diclorometano e acetato de etila ha uma redug¢do, ndo significativa, da

exposicao de fosfatidilserina (Figura 5).
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Figura 5 — Porcentagem de fosfatidilserina exposta na membrana do taquizoita de 7. gondii
pos tratamento com extrato etanolico bruto e fracdes Butanol, n-hexano, diclorometano, acetato de

etila e aquosa de Annona crassiflora Mart. Resultados estdo expressos como Média = 1DP.

5.6 Avaliacio do efeito do extrato e suas fracoes na producio de IL-10, IL-12
e NO em macroéfagos
Macrofagos peritoneais foram distribuidos em placa de 96 pogos e ap6s 24 horas
foram cultivadas com extrato de A. crassiflora e suas fragdes. Nenhum dos compostos

induziu a produgdo de IL-10 (todas as amostras ficaram abaixo do limite de detec¢do), IL-12
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ou NO (Figura 6). O controle positivo corresponde a infecgdo com parasitos da cepa RH

(MOI 1,5).
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Figura 6 - Producao de IL-12 e Oxido Nltrico (NO) por macréfagos tratados com fragdes de n-

hexano, diclorometano e acetato de etila do extrato bruto de Annona crassiflora. Resultados estdo

expressos como Média £ 1DP.

5.7 Dosagem de 6xido nitrico (NO)
Utilizando o método de Greiss para detectar NO, observou-se que apds infeccdo com
o0 parasita, ocorreu uma produgdo significativa de NO pelo extrato etandlico bruto e fragdes

de Annona crassiflora Mart. em relacdo aos controles (Figura 7).
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Figura 7 - Produgdo de Oxido Nitrico (NO) pelas células infectadas por taquizoitas de 7.
gondii tratados com as fragdes n-hexano, diclorometano, acetato de etila de Annona crassiflora

Mart. Controle negativo (célula + Meio) e Controle positivo (RH 2F1). Resultados estao
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5.8 Dosagem de Citocinas

Para avaliar o perfil da reposta imune das fragdes de Annona crassiflora frente a
infeccdo por 7. gondii, foi realizada a dosagem de producdo de IL-12 e IL-10 quando o
parasito foi tratado com as fragdes diclorometano, n-hexano e acetato de etila.

Foi possivel observar que as trés fragdes apresentam perfil de resposta Thl. A
producao de IL-12 foi maior com o tratamento com diclorometano. Ja a producao de IL-10

foi maior nas amostras tratadas com n-hexano, (Figura 8).

IL-10 Junto IL-12 Junto
600- 2000- — n-Hexano
'E . 1 Diclorometano
§400A T 1500 mm Acetato de Etila
2 2 mm C4l. infectada
% %1ooo~ mm Cél. ndoinfectada
2 200 N
= 1 500
0 T T T T 0-
© X P ®
g&o 5@ <& S & 2 e
«& a,dé& Nl 03*\ &P\& «Q@ -bdé& \o& 05‘\ @i\ﬁ

Figura 8 - Produgdo de citocinas IL-10 e IL-12 produzidas por macréfagos infectados pela cepa
RH e tratados com fragdes de n-hexano, diclorometano e acetato de etila. Resultados estdo expressos

como Média +[ | DP.

5.9 Curva de mortalidade in vivo com pré-tratamento do taquizoita de 7.
gondii da cepa RH e ME49

Ao infectar os animais com parasitas pré-tratados por 1 hora com as fra¢des n-hexano,

diclorometano e acetato de etila de Annona crassiflora pode-se observar que ambas as cepas

do parasita apresentaram perfil de resposta semelhante (Figura 9).
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Com ambas as cepas os animais infectados com parasitas tratados por 1 hora com
meio sobreviveram até o 8° dia da curva. A taxa de sobrevivéncia dos animais infectados
com ambas as cepas tratadas com a fracdo de n-hexano foi abaixo de 60%.

Nos animais que receberam as cepas tratadas com a fragdo de acetato de etila
observou-se de 50% de sobrevida nos animais infectados com a cepa RH e 70% para os
animais infectados com a cepa ME49 ao fim dos 30 dias de infecgao.

A maior taxa de sobrevivéncia foi encontrada nos grupos infectados com parasitas
pré tratados com a fragdo de diclorometano, que foi proximo a 100% nos animais infectados

com a cepa RH e 90% nos animais infectados com a cepa ME49.
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Figura 9 - Taxa de sobrevivéncia de animais infectados com parasitas das cepas RH (10°
taquizoitos) e ME49 (10° taquizoitos) tratados com fragdes de n-hexano, diclorometano e acetato de

etila apos 30 dias.

5.10 Deteccao de anticorpos anti-7.gondii

Apo6s 30 dias de infeccdo os animais do experimento da curva de mortalidade que
sobreviveram tiveram o sangue coletado e testado. Foi possivel observar que os animais
sobreviventes da cepa RH ndo apresentaram anticorpos IgG anti-7.gondii e os animais

infectados com a cepa ME49 independente do tratamento soroconverteram (Figura 10).
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Figura 10 - Deteccao de anticorpos IgG anti-T. gondii em animais sobreviventes da curva
de mortalidade.

5.11 Pesquisa de cistos

A partir dos resultados encontrados na curva de sobrevivéncia citada no item 5.9,
realizou-se a contagem de cistos presentes em macerado do cérebro dos animais
sobreviventes que foram infectados pela cepa ME49 afim de confirmar e quantificar a
infeccdo. Pode-se observar na figura 11 abaixo que o tratamento do parasita com as fragdes
de n-hexano e diclorometano promoveram redu¢do no nimero de cistos encontrado no

cérebro dos animais comparados ao grupo controle em que o parasita foi tratado com meio.
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Figura 11 - Nimero de cistos encontrados no cérebro de animais infectados com parasitas da cepa
MEA49 tratados com fra¢des de n-hexano, diclorometano e acetato de etila do extrato bruto de Annona

crassiflora. Resultados estdo expressos como Média £ 1DP.

6 DISCUSSAO

A toxoplasmose ¢ uma infec¢do causada por 7. gondii, ¢ embora um ter¢o da
populacdo humana global esteja infectada por esse parasito, a maioria dos individuos sdo
assintomaticos (OZGONUL; BESIRLI, 2017). A toxoplasmose ¢ uma doenga desafiadora
em individuos imunocomprometidos e em casos de infec¢do congénita, causando
complicagdes graves e podendo levar a 6bito (LEESOMBUN et al., 2016). Diferentes
aspectos relacionados a biologia do parasito e a resposta imune t€m sido estudados, entretanto
estudos focados em novas alternativas de tratamento estdo defasados, por isso, torna-se
essencial a busca por meios alternativos de tratamento para esta doenca.

Atualmente os medicamentos de primeira escolha para o tratamento da toxoplasmose
sdo a pirimetamina e a sulfadiazina. Entretanto sio medicamentos com baixa eficacia e com
efeitos adversos que nao devem ser negligenciados. A utilizagdo de plantas medicinais parece
ser uma alternativa promissora nesse cendrio, uma vez que diversas espécies de plantas tém

sido utilizadas como medicamento pela humanidade, devido a riqueza de compostos que
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apresentam, assim como pela sua abundancia, em especial na flora brasileira. Annona
crassiflora, planta utilizada no presente estudo, ¢ estudada por sua riqueza de compostos,
estando entre eles os alcaloides, compostos fenolicos e as acetogeninas. Esses compostos
identificados apresentam importante atividade antibacteriana, nematicida, antimalarica,
antimutagénica, quimiopreventiva, anti-inflamatéria, antiproliferativa em linhagens
tumorais, anticolinesterasico, inseticida e larvicida (ARRUDA et al., 2018). Até o presente
momento, poucos estudos relataram a sua agdo antiparasitaria em detalhes. Sabe-se que A.
crassiflora parece ter a¢do leishmanicida e tripanosomicidas (MESQUITA et al., 2005).
Dessa forma, o presente estudo visou avaliar a agcdo antitoxoplasmica do extrato e fragcdes de
Annona crassiflora Mart.

Diversos medicamentos naturais com efeito terapéutico comprovado podem ser
prejudiciais ao organismo e por esse motivo ¢ de extrema importdncia a avaliacdo da
citotoxicidade dos compostos presentes nessas plantas antes de estuda-las como forma de
medicamento natural. Por esse motivo, foi realizado o ensaio de MTT onde pdde-se observar
que, dentre algumas das fragdes presentes nos extratos investigados, quando testadas em altas
concentragdes, como € o caso do extrato bruto e das fra¢des de n-hexano e diclorometano na
concentragdo de 1mg/ml, ndo foram capazes de manterem uma viabilidade celular aceitavel.
Resultados semelhantes foram observados em estudo com Annona muricata, planta da
mesma familia da utilizada no presente estudo. 4. muricata foi estudada como agente
antitoxopldsmico e mostrou boa viabilidade celular quando as células foram tratadas com
concentracdo de 10 ug/ml do extrato e fracdes da planta (Miranda, N. C., 2018), o que
corrobora com nosso estudo que identificou a concentracdo de 10 pg/ml como sendo a ideal.

Apo6s determinar a concentracao ideal a ser utilizada no trabalho (10 pg/ml) com base
na citotoxicidade avaliamos a a¢do do extrato e fracdes de Annona crassiflora como agente

antitoxopldsmico. A proliferagdo parasitaria foi determinada utilizando-se o ensaio da B-
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galactosidase. Foi utilizada a cepa RH 2F1 de T. gondii que apresenta a enzima B-
galactosidase que cliva o substrato CPRG, promovendo uma reagao colorimétrica que pode
ser lida e quantificada de acordo com a intensidade de coloragdo. Observou-se que o extrato
etanolico bruto, a fragdo de butanol e a fracdo aquosa nao interferem na proliferacao de 7.
gondii quando comparados ao grupo controle.

Miranda (2018) identificou um aumento no nimero de taquizoitas quando as células
foram tratadas com as fragdes butanol e aquosa de 4. muricata na concentragao de 10 pug/ml
e reducdo no numero de taquizoitas quando o tratamento foi realizado com fracdes de
diclorometano e n-hexano em relagdo ao controle (Miranda, N. C., 2018), corroborando com
os resultados do presente estudo. A partir desses resultados, as fragdes n-hexano,
diclorometano ¢ acetato de etila foram selecionadas para dar continuidade aos demais
experimentos, por serem as trés fracdes que promoveram reducdo significativa da
proliferacdo intracelular do parasita. A concentracdo inibitdria foi avaliada para estabelecer
a dose em que ocorre a inibicdo de 50% da taxa proliferativa do parasita. A concentragao
inibitdria nas fragcdes n-hexano, diclorometano e acetato de etila foram menores do que 35
ng.

Visando observar a influéncia dos extratos na viabilidade do parasito, foi realizado
ensaios para detectar se as fragcdes estavam lisando ou provocando a morte do parasito. Os
taquizoitos foram tratados com as fragdes n-hexano, diclorometano e acetato de etila e
avaliou-se a porcentagem de parasitos que incorporaram o azul de trypan ou iodeto de
propidio. Em ambos experimentos observamos que nenhum dos tratamentos utilizados
reduziu a viabilidade do parasito, indicando que a baixa prolifera¢do parasitaria observada
no ensaio da B-galactosidase estd relacionado a outro mecanismo, que ndo a morte celular.

Para elucidar o provavel mecanismo envolvido na reducdo da proliferagdo parasitaria,

avaliou-se a exposicao de fosfatidilserina na membrana celular do parasito. Verificamos que
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as fracdes n-hexano, diclorometano e acetato de etila reduzem essa exposi¢do. Células com
morte programada expoe fosfatidilserina em sua membrana na inten¢@o de ser reconhecida
por fagdcitos, promovendo uma fagocitose sem reagdo inflamatoria, sendo essa uma forma
de reparo tecidual sem danos ao organismo humano. 7. gondii expde FS, como forma de
mimetismo de morte celular, e induz a produg¢ao de TGF-B pelos macrofagos (Seabra et al.,
2004). Esse mecanismo de exposi¢ao de FS tem sido estudado como uma forma de evasao
do parasito por macréfagos ativados (Seabra et al., 2004) e tem se revelado como ponto chave
na entrada passiva do parasito na célula hospedeira levando ao sucesso da infeccao
(Wanderley & Barcinski, 2010). Tem sido demonstrado que parasitos que ndo expde FS
apresentam menor taxa proliferativa, o que provoca uma reducao no indice de infec¢cdo e uma
maior ativacdo da resposta imune (Santos et al.,2011). Em nosso estudo observamos que
houve uma reducdo na exposi¢do de fosfatidilserina pelos parasitas que passaram por
tratamento com as fragcdes de n-hexano, diclorometano e acetato de etila, o que pode ser
relacionado com uma redugdo na taxa de proliferagao.

A resposta imune ¢ essencial para o controle da toxoplasmose, e 0 organismo dispde
de diversos mecanismos para combater uma infec¢do parasitaria, dentre estes mecanismos
estd a producdo de oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio. Em contrapartida, ¢
bem estabelecida a capacidade do parasita da cepa RH de inibir a resposta imune do
hospedeiro (Melo, M.B. 2011). Levando-se em conta esses dados, avaliamos a producdo de
NO nas células infectadas e ndo infectadas por 7. gondii tratadas com as fragdes de Annona
crassiflora. Observamos que nao houve producdo de NO nas células ndo infectadas em
nenhum dos tratamentos comparados ao controle (células infectadas), o que demonstra o
efeito antioxidante da planta. Nas células infectadas e tratadas com as fragdes de A.

crassiflora observamos um aumento significativo da produgao de NO.
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Para identificar o perfil de resposta imune gerada pela infec¢do na presenca das
fragdes de A. crassiflora, realizamos a dosagem de citocinas IL-10 e IL-12 em macréfagos
peritoneais. A imunidade inata ¢ a linha de defesa primaria do hospedeiro contra uma
infec¢do por patogenos. Os TLRs, reconhecem componentes denominados padroes
moleculares associados a patégenos (PAMPs). Ao reconhecer os PAMPs sdo gerados sinais
que levam a produgdo de citocinas como IL-12, estas estimulam as células natural Killer
(NK) e as células T para producao de IFN-y. Esta citocina constitui o principal mediador da
resisténcia ao 7. gondii e promove multiplos mecanismos intracelulares para matar o parasita
e inibir sua replicagdo (DUPONT, C. D.; CHRISTIAN, D. A. e HUNTER, C. A., 2012).
Observamos, em nosso estudo, que quando os parasitas foram tratados com as trés fragdes
escolhidas houve uma maior produgdo de IL-12 do que produgao de IL-10, comparada ao
grupo controle, o que nos leva a concluir que o perfil de resposta imune seja do tipo Thl.

A IL-10 é um potente antagonista da capacidade dos macrofagos de eliminar bactérias
e parasitas intracelulares. No entanto, em estudos em que camundongos KO para IL-10 foram
infectados com 7. gondii detectou-se aumento de danos hepdticos (DUPONT, C. D.;
CHRISTIAN, D. A. e HUNTER, C. A., 2012), o que demonstra a importancia da producao
de IL-10 para evitar danos ao organismo, bem como a necessidade de haver um balango entre
a producdo de IL-12 e IL-10. Em nosso estudo, observamos uma produ¢do de IL-10
significativa, em relacdo ao controle. Podemos concluir com isso que o tratamento proposto
promoveu um balancgo entre a produgdo das duas citocinas, o que parece ser benéfico ao
organismo, reduzindo a proliferacio de taquizoitos e evitando-se consequéncias
imunopatologicas graves.

Em sintese, foi possivel observar que células ndo infectadas na presenca das fragdes
nao produziram NO, IL-10 nem IL-12, em contraste com as células infectadas e tratadas,

condi¢des que provocaram aumentos significativos na producdo de NO, IL-10 e II-12,
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comparando-se ao controle (células infectadas com cepa RH sem tratamento). Esses
resultados demonstraram que as fragdes apresentam efeito predominante sobre o parasito e
ndo sobre a célula hospedeira, uma vez que nenhum dos tratamentos aumentou a producgdo
de NO ou IL-12 nas células nao infectadas.

Ha diversos estudos descritos na literatura, os quais tém relacionado fatores de
viruléncia do parasito com a modulagdo da resposta imune, demonstrando a importancia de
proteinas presentes em 7. gondii, como ROP18 e ROPS. Estes componentes parasitarios sao
capazes de modular negativamente a resposta inflamatoria, o que inclui a reducao de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, favorecendo assim a proliferacdo de parasitos da cepa RH
(Melo, M.B. 2011e LEON M.M. 2019). Murillo-Leon ¢ colaboradores (2019) descreveram
um importante mecanismo relacionado a viruléncia da cepa RH e cepas recombinantes. Foi
proposto que a alta viruléncia dessas cepas estd associada as GTPases relacionadas a
imunidade (IRG), e que o controle do parasita ¢ feito via IFN-y induzido por IRG.

Considerando os resultados obtidos, particularmente aqueles relacionados ao efeito
das fragdes em reduzir a exposi¢do de FS na membrana celular do parasito, o que pode estar
atuando no controle da infec¢ao por reduzir a proliferacdo parasitaria, nés hipotetizamos que
as fracdes estudadas podem estar atuando na modulacdo de IRG ou de algumas ROP,
evitando, assim, que o parasita possa modular negativamente a resposta imune.

Apbs analise dos resultados obtidos in vitro, optamos por realizar os experimentos in
vivo. Nao encontramos trabalhos que mostrem infeccdo feita com parasitas tratados, no
entanto, levando em conta nossos resultados anteriores e visando compreender a acao dessas
fragdes, decidimos tratar por 1 hora os parasitas com as fragdes de n-hexano, diclorometano
e acetato de etila para observar seus efeitos in vivo. Ao fim dos experimentos pode-se
observar que mais de 90% do grupo que foi infectado com parasitas da cepa RH ¢ ME49

tratados com a fracao de diclorometano mantiveram-se vivos, diferente do grupo controle em
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que o parasito foi tratado com meio. As demais fracdes apresentaram sobrevida menor ou
igual a 50%. Isso nos confirma que a fracao de diclorometano age de alguma forma sob o
parasita evitando a sua invasao e proliferacdo no hospedeiro.

A soroconversdo dos animais foi avaliada no dia 30. Surpreendentemente nenhum
dos animais infectados com a cepa RH que sobreviveram apresentou sorologia positiva para
T. gondii e todos os animais que sobreviveram da cepa ME49 foram positivos para IgG anti-
T. gondii. Acreditamos que a diferenga observada no resultado pode estar relacionada ao
numero de parasitas que utilizamos para infectar os animais e a concentragdo de fragdo usada,
ja que utilizamos a mesma dose para tratar 10° taquizoitos da cepa RH e 10° taquizoitos da
cepa ME49. Assim, sugerimos que a concentracdo da fracdo utilizada no tratamento de 10°
taquizoitos ndo tenha sido eficiente. Outra explicacdo plausivel esta relacionada as diferencas
entre os dois parasitos. Sabemos que uma infec¢do bem-sucedida depende dos fatores de
viruléncia de cada cepa e a modula¢dao da resposta imune induzido por cada uma. Se as
fragdes estiverem atuando sobre algum desses fatores poderia explicar a diferencga observada
entre cepas distintas.

O numero de cistos dos animais infectados pela cepa ME49 tratada com as fragdes e
com meio que sobreviveram até o 30° dia da curva foi avaliado e pode-se observar que houve
um menor nimero de cistos nos animais do grupo de n-hexano e diclorometano, comparado
ao grupo controle, o que sugere que a infec¢do pode ter sido controlada parcialmente, mas
nao tendo sido eficiente para evitar que o parasita se estabelecesse no hospedeiro. Os
resultados obtidos in vivo corroboraram com o observado in vitro, sendo a fragao
Diclorometano foi considerada a mais eficiente no controle da infec¢do por 7. gondii. Os
animais infectados com RH nao soroconverteram e embora tenhamos observado a presenca

de cistos nos animais infectados com ME49 tratados com o Diclorometano, ¢ visivel o
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aumento da sobrevida dos animais, o que pode ser resultado de um controle mais rapido da
infeccdo em relagdo aos outros grupos.

Considerando-se o conjunto dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se
concluir que a Annona crassiflora Mart. tem potencial como agente antitoxoplasmico, e
destacamos o potencial da fragdo Diclorometano. No entanto, sdo necessarios estudos
adicionais para desvendar os mecanismos envolvidos quando se utiliza esta fracdo de Annona

crassiflora Mart. no controle da infec¢ao por 7. gondii.

7 CONCLUSAO

Ao fim do trabalho pode-se concluir que as fragdes do extrato etanodlico bruto de
Annona crassiflora Mart. agem sob o Toxoplasma gondii, diminuindo sua prolifera¢ao por
um mecanismo ainda nao elucidado completamente mas mantendo o parasita vivo.

Dentre as fragdes utilizadas, obtivemos melhor resultado in vitro e in vivo com a
fragdo de Diclorometano, o que nos leva a hipotetizar que a fragdo apresenta algum
componente que influencia na replicagdo do parasita, resultando na induc¢do de resposta
imune capaz de ser mais efetiva na defesa do organismo.

Estudos adicionais sdo necessarios para identificacdo do componente molecular
presente na fracao diclorometano de Annona crassiflora Mart. que € responsavel por essa

acdo antitoxoplasmica.
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ANEXO I

CERTIFICADO

Certificamos que o0 projeto intitulado “Investigacdo de protocolos
vacinais contra infeccbes por Toxoplasma gondii e Neospora
caninum em ruminantes de impontancia zootécnica®, protocolo n°
109/16, sob a responsabilidade de Tiago Wilson Patriarca Mineo -
que envolve a producdo. manutencdo e/ou ulilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008. do Decreto n° 6.899. de 15 de
julho de 2009. e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA, em reunido de 30 de setembro de 2016.

(We certify that the project entiied “Inveshgagdo de protocolos vacinais contrs infecgoes por
Toxopiasma Qondi e Neospors canmum em rummantes de importncia Zootécnica™, protocol
106/16. uncer the responsiity of Tisgo Wison Petrisrce Mmneo - involving the producbon.
mamtensnce sndior use of animals belongang to the phylum Chordats. subphylum Veriebrsts,
for purposes of scientfic reseerch - is in accordance wath the provisions of Law n® 11.704 of
October 8th. 2008. of Decree n® 8.800 of July 15th, 2000. and the rules ssued by the Nadonal
Councd for Control of Animsl Expernmentston (CONCEA) snd it was epproved for ETHICS
COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA. in
meeting of September 30th, 2016)
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Espéce / Linhagem / Grupos Taxonémicos Camundongo isogénico e camundongo
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