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Resumo
Sabe-se que o tratamento atualmente utilizado para a toxoplasmose possui

efeitos colaterais, sendo essencial o desenvolvimento de novas terapias para
minimiza-los, mas mantendo ampla abrangéncia profilatica e terapéutica. Melatonina
€ um hormonio que participa do ciclo circadiano em vertebrados e possui fungdes
antioxidantes, imunomoduladoras e antitumorais. Demonstrou-se que a melatonina é
capaz de modular a resposta imune e o desenvolvimento parasitario durante
infeccdo por Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum. O
objetivo desse estudo foi analisar os efeitos do tratamento com melatonina de
células epiteliais LLC-MK2 infectadas por T. gondii. Portanto, células infectadas,
tratadas ou ndo com melatonina, foram analisadas por microscopia Optica e o indice
de infeccdo quantificado, mostrando reducdo na proliferacdo parasitaria apos o
tratamento, especialmente apos 6 dias. O possivel tipo de morte do parasito
causada pelo tratamento com melatonina foi verificado. Marcagao positiva para
apoptose em parte da populacdo de parasitos foi observada ap0s tratamento. Além
disso, analise por microscopia eletronica foi realizada a fim de avaliar a morfologia
da célula hospedeira e do parasito. Resultados de microscopia eletrénica de
varredura indicam reducdo na proliferacdo parasitaria, corroborando os dados de
indice de infeccdo. Analise por microscopia eletrénica de transmissao indicou morte
do parasito por necrose, com rompimento de sua membrana e extravasamento do
citoplasma. Experimentos in vivo foram realizados para analisar a sobrevivéncia do
hospedeiro apés tratamento com melatonina ou sulfadiazina (composto atualmente
utilizado) indicando eficicia similar no tratamento com os dois compostos. Estes
resultados sugerem que o tratamento com melatonina pode ser uma alternativa
terapéutica para Toxoplasmose, reduzindo a proliferacdo parasitaria no organismo

hospedeiro.

Palavras-chave: Imunomodulagéo, Melatonina, Toxoplasma gondii



Abstract
It is known that the current treatment used for toxoplasmosis has side effects,

being essential the development of new therapies with the capacity to reduce side
effects, while maintaining broad coverage and prophylactic therapy. Melatonin is a
hormone that participates in the circadian cycle in vertebrates and has antioxidant,
immunomodulatory and antitumoral functions. It has been shown that melatonin is
able to modulate the immune response and parasite development during infection by
Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi and Leishmania infantum. The aim of this
study was to analyze the effects of melatonin treatment in LLC-MK2 epithelial cells
infected by T. gondii. Hence, infected cells treated or not with melatonin were
examined by optical microscopy and the infection rate quantified, showing reduction
in the parasite proliferation after treatment, especially after 6 days. The possible type
of death of the parasite caused by melatonin treatment was analyzed. Positive
staining for apoptosis in the population of the parasite was observed after treatment.
Furthermore, analysis by electron microscopy was performed to assess the
morphology of the host cell and the parasite. Scanning electron microscopy results
indicate reduction in parasitic proliferation, corroborating the infection rate data.
Analysis by transmission electron microscopy indicated the parasite death by
necrosis, with plasma membrane rupture and cytoplasm leakage. In vivo experiments
were performed to analyze the survival of the host after treatment with melatonin or
sulfadiazine (compound currently used) and similar efficacy was obtained with both
treatments. These results suggest that the use of melatonin may be an alternative
treatment for toxoplasmosis, reducing the parasitic proliferation in the host organism.

Keywords: Immunomodulation, Melatonin, Toxoplasma gondii



1. Introducéao

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo mundial e afeta cerca de um
terco da populagcdo mundial, sendo a infeccdo assintomatica em pacientes
imunocompetentes (Tenter et al., 2000). Pacientes imunocomprometidos podem
apresentar sintomas graves, como a supressao medular. O tratamento se da através
da administragdo de farmacos antifolato como a sulfadiazina e a pirimetamina. Em
gestantes, o feto pode ser gravemente atingido e o tratamento diferenciado ocorre
pela administracdo do farmaco espiramicina, sendo este nao-tdxico, incapaz de
atravessar a placenta, reduzindo os riscos para o feto (Garin & Eyles, 1958; Niel et
al., 1981; Li et al., 2014). Para pacientes alérgicos a sulfadiazina, a alternativa para
tratamento € a utilizacdo de clindamicina (Dannemann et al., 1992; Katlama et al.,
1996; Montoya & Liesenfeld, 2004). Para todos os casos, € essencial a
administracdo concomitante de acido folinico aos pacientes (revisto por Haverkos,
1987).

O horménio melatonina é molécula altamente conservada sendo produzida
pela glandula pineal (Bagnaresi et al., 2012), retina (Cardinali & Rosner, 1971, Tosini
& Menaker, 1998), trato gastro-intestinal (Raikhlin & Kvetnoy, 1976, Bubenik, 2002),
pele (Slominski et al., 2005) e medula 6ssea (Conti et al., 2000). Este horménio
regula o sono durante o ciclo circadiano (Srinivasan et al., 2010), dividindo-o em
fases clara e escura de acordo com sua producéo e atividade (Bagnaresi et al.,
2012). No entanto, estudos recentes demonstram que a melatonina possui atividade
quimioterapica e terapéutica, sendo capaz de reduzir os danos causados pela
infeccdo por parasitos como Plasmodium spp. (Srinivasan et al.,, 2010),
Trypanosoma cruzi (Oliveira et al., 2013) e Leishmania infantum (Elmahallawy et al,
2014). Na infeccdo por Plasmodium spp. a melatonina mostrou atividade
antioxidante, reduzindo os danos causados nos hepatécitos durante a infeccao
(Srinivasan et al., 2010). A melatonina é capaz de reduzir processos inflamatorios
causados pela cardiomiopatia gerada por infeccdo cronica por T. cruzi (Oliveira et
al., 2013). Na leishmaniose visceral, causada pelo parasito Leishmania infantum, a
melatonina mostrou capacidade de alterar os niveis de Ca?* mitocondrial, além de
causar desequilibrio nas concentragdes de nitrito intracelular do parasito, 0 que pode

indicar possivel atividade microbicida da melatonina (Elmahallawy et al, 2014).
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Embasado nestas informacdes, o objetivo deste estudo foi analisar a eficacia
da melatonina no tratamento da infeccdo por Toxoplasma gondii. Para tal,
realizaram-se interacdes in vitro utilizando células epiteliais LLC-MK2 e taquizoitos
de T. gondii. ApOs interacdo, as ceélulas infectadas foram tratadas com melatonina e
fixadas nos tempos de 24h, 48h e 6 dias para analise por microscopia optica e
quantificacdo do indice de infec¢cdo. Esse material também foi analisado por
microscopia eletrébnica de varredura e transmissdo para a caracterizacao
ultraestrutural. Experimentos in vivo em camundongos Balb/C foram realizados para
avaliar a sobrevivéncia dos hospedeiros quando tratados com melatonina ou

sulfadiazina.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Toxoplasmose

A Toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo mundial, causada pelo
protozoario intracelular obrigatorio Toxoplasma gondii (Tenter et al., 2000), podendo
infectar hospedeiros vertebrados, como seres humanos (Lyons & Johnson, 1995).
Pelo menos 30% da populacdo mundial esta infectada cronicamente por T. gondii
(Dubey, 2012, Grigg et al., 2015). A doenga ocorre em sua maioria em paises
tropicais e sua distribuicdo esta relacionada as condi¢cdes ambientais, a populacdo
de gatos presente e aos habitos de vida locais (Campos et al., 2014). No entanto, a
maioria das infeccbes ndo apresenta sintomas, especialmente em pacientes
imunocompetentes. Pacientes imunocomprometidos, como portadores do virus da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), gestantes que podem transmitir a
infeccdo congenitalmente, pacientes transplantados, entre outros, podem
desenvolver sintomas severos. Em casos de pacientes imunocomprometidos, o
desenvolvimento da doenca esta na maioria das vezes relacionado a reativacao de
infeccdo crénica por T. gondii devido a reducdo da atividade do sistema imune
(Campos et al., 2014).

A infeccdo primaria de gestantes pode causar toxoplasmose congénita, visto
gue o parasito € capaz de atravessar a placenta e infectar o feto (Weiss & Kimm,
2007). Este parasito pode se multiplicar na maioria das células nucleadas, possuindo
tropismo pelos tecidos do sistema nervoso central e dos olhos, sendo estes os locais
mais comuns de ocorréncia da doenca (Ferguson, 2009). Em recém-nascidos
portadores de Toxoplasmose pode ocorrer inflamacédo da retina (coriorretinite) e
acumulo de liquido céfalo-raquidiano no interior da cavidade craniana (hidrocefalia)
(Tenter et al., 2000). O tratamento de gestantes é diferenciado e se da através da
administracdo de espiramicina, antibiotico ativo que age contra a forma taquizoito do
parasito a fim de que seja reduzida a transmissao transplacentaria (Garin & Eyles,
1958; Niel et al., 1981).

As formas mais comuns de adquirir Toxoplasmose séo através da ingestao de
agua contaminada (Bahia-Oliveira et al., 2003), alimentos malcozidos ou crus, como

carnes e vegetais (Tenter et al., 2000) e leite in natura contaminados por T. gondii
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(Dubey, 1993). Esta forma de infeccdo através de alimentos contaminados é
denominada toxoplasmose adquirida. A infecgdo crbnica pode ser reativada caso
haja supressao do sistema imune, podendo levar o paciente a desenvolver encefalite
toxoplasmica, inflamacdo do miocardio (miocardite) e inflamacdo do pulméo

(pneumonite) (Liu et al., 2015).

2.1.2. Toxoplasmose Congénita

No Brasil, a prevaléncia de mulheres gravidas infectadas por T. gondii pode
variar de 50% a 80% de acordo com a populacédo analisada (Da Silva et al., 2015). A
infeccdo crénica de mulheres por T. gondii € frequentemente assintomatica e pode
nao gerar sintomas graves a gestante e ao feto (Da Silva et al., 2015). Porém, pode
ocorrer reativacao da infeccdo durante o periodo gestacional, podendo comprometer
o desenvolvimento fetal (Oz, 2014) ou causar abortos espontaneos (Grigg et al.,
2015). A infeccdo adquirida por mulheres durante a gestacdo pode também causar
sérios problemas ao feto (Dunn et al., 1999). A infec¢éo do feto por T. gondii ocorre
inicialmente pela passagem dos taquizoitos da corrente sanguinea da gestante para
a placenta, que entra em contato com a corrente sanguinea do feto, ocorrendo a
infeccéo e caracterizando a toxoplasmose congénita (Montoya & Liesenfeld, 2004).

A toxoplasmose congénita pode gerar sérias complicacdes ao feto durante o
seu desenvolvimento intrauterino e ao longo de sua vida, como inflamacdo e
infeccdo do cérebro (encefalite), disturbios cardiovasculares como dilatacéo
ventricular, deficiéncias visuais como a retinocoroidite (Gras et al., 2005) e
deficiéncias auditivas e mentais (Oz, 2014). Estas lesGes afetam cerca de 80% dos
recém-nascidos portadores de Toxoplasmose congénita (Vasconcelos-Santos et al.,
2009).

2.1.3. Toxoplasmose Ocular

A toxoplasmose ocular € uma doenca que acomete um a cada seis individuos
infectados por T. gondii em regides endémicas no Brasil (Grigg et al., 2015).
Responsavel por danos graves a retina, a toxoplasmose ocular pode levar o
paciente a cegueira (Holland, 2003) sendo a maior responsavel pelo
desenvolvimento de uveites (Machado et al., 2014). Durante muitos anos, achou-se
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que a principal fonte de toxoplasmose ocular era através de transmissdo congénita
da doenca (Silveira et al., 1988). No entanto, estudos demonstram que infeccdes
adquiridas, através da ingestdo de alimentos e agua contaminados por T. gondii,
podem ser a maior fonte de desenvolvimento de toxoplasmose ocular (Atmaca et al.,
2004, Park & Nam, 2013). Pacientes imunocomprometidos sao severamente
afetados devido a diminuicdo da acdo do sistema imune do hospedeiro e o
desenvolvimento da leséo ocular (Subauste et al., 2011). Kijlstra & Petersen (2013)
descreveram que para cada 400 portadores de toxoplasmose pelo mundo, pelo
menos um desenvolve algum tipo de doenga ocular devido a infec¢do. O’Connor
(1974) descreveu que a administracao de sulfadiazina combinada com pirimetamina
nao apresenta grande eficacia na toxoplasmose cronica quando comparado a

efetividade do tratamento da infec¢cdo aguda em casos de toxoplasmose ocular.

2.1.4. Epidemiologia da Toxoplasmose

O Brasil € um pais extenso que possui mais de 190 milhdes de habitantes
(Dubey et al., 2012). Quando se trata de toxoplasmose, estima-se que cerca de 90%
dos animais domésticos e silvestres apresentam antigenos contra T. gondii (Dubey
et al., 2012). A ingestdo de oocistos presentes no ambiente e 0 consumo de carnes
contaminadas com cistos teciduais s&o as duas maiores fontes de transmissao da
toxoplasmose (Dubey et al., 2012).

No Brasil grandes areas ambientais estdo altamente contaminadas por
oocistos de T. gondii, dificultando a demarcacdo de locais especificos onde ha
contaminacd@o (Esquema 1). Dados epidemioldgicos indicam que 50% das criangas
e 80% das mulheres em idade fértil apresentam anticorpos para este parasito
(Dubey et al., 2012). A toxoplasmose é uma doenca que acomete todo o mundo,
porém, com diferentes taxas epidemioldgicas. Menores indices de infeccdo (10% a
30%) sdo relatados na América do Norte, Sudeste da Asia, Norte da Europa e
alguns paises do continente africano. Taxas medianas de infecgéo (30% a 50%) séo
encontradas em paises centrais e do sul da Europa, e altas taxas tem sido descritas
para paises da Ameérica Latina e América do Sul (Robert-Gangneaux & Darde,
2012).
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T.CK 107-116 FERNANDO DI NORONIIA
TgCK141-145 TeCKB210-233

TeCk171,172

TeCKBri77-182

TgCKBe167-170

Regides

@ Norte
@ Nordeste
. Centro-Oeste

@ Sudeste
D Sul TgCaiBel-37 TgCKBrl-25 \1;
TgCpl-36 s
@ Distrito Federal TeDogi-19
TgGiBr1.12
/ TgNmBel
TeCKBrl46-163 TgOvBr11,12,16,12,19
TgOvr1+10, 13,14,15,18.20 TgSabrl-16
TgPiBrl-7

Esquema 1. Distribuicdo do Toxoplasma gondii pelo Brasil. Mapa do Brasil dividido pelas suas
regides e os locais onde foram encontradas cepas de Toxoplasma gondii ao longo dos anos, sendo
caracterizadas pela sua genotipagem. Traduzido de Dubey et al. (2012).

2.2. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii (toxon = arco, plasma = forma) foi descrito no Brasil por
Splendore (1908), em coelho, e no mesmo ano por Nicolle & Manceaux (1908) em
roedor (Ctenodactylus gundi) no Norte da Africa. O primeiro caso de toxoplasmose
congénita em humanos foi descrito por Wolf e Cowen (1937). Toxoplasma gondii €
um parasito capaz de infectar grande gama de hospedeiros vertebrados como os
seres humanos, tendo como hospedeiros definitivos os membros da familia Felidae
(Lyons & Johnson, 1995).

Os protozoarios do filo Apicomplexa englobam cerca de 500 espécies de
parasitos intracelulares obrigatérios, como T. gondii. Este parasito pertence ao Reino
Protozoa, Filo Apicomplexa, Classe Sporozoa, Subclasse Coccidia, Ordem
Eucoccidiida, Familia Sarcocystidae, Subfamilia Toxoplasmatinae, Género
Toxoplasma, Espécie Toxoplasma gondii (Nishi et al., 2008). Cepas deste parasito
sdo classicamente agrupadas genotipicamente em trés tipos diferentes: cepas do

BN

tipo | estdo associadas a infeccdo aguda; cepas do tipo Il estdo presentes
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predominantemente em pacientes imunocomprometidos, em infeccbes congénitas
ou oculares; e as cepas do tipo Il sdo usualmente isoladas de animais (Campos et
al., 2014). No entanto, trabalhos recentes descrevem que existe grande diversidade
de cepas de T. gondii com gendtipos distintos, principalmente as isoladas na
Ameérica do Sul (Dubey et al., 2012, Rajendran et al., 2012).

2.3. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii tem como hospedeiros definitivos os membros da familia
Felidae e como hospedeiros intermediarios mamiferos e aves. Suas principais
formas infectivas séo bradizoitos, responsaveis pela formacéo de cistos teciduais, e
esporozoitos encontrados em oocistos. A principal forma de infeccdo € através de
agua e vegetais contendo oocistos e carnes contaminadas por cistos teciduais
(Wong & Remington, 1993).

Apébs a ingestao de alimentos ou dgua contaminados (Esquema 2), a parede
externa dos cistos teciduais ou oocistos € rompida através de degradacao
enzimatica, liberando a forma bradizoito ou esporozoito, respectivamente, no
intestino do hospedeiro, ocorrendo rapidas invasdes do epitélio celular (Dubey &
Frenkel, 1973; Blader & Saeij, 2009; Sibley et al., 2009).

Na célula hospedeira ocorre a diferenciacdo dos bradizoitos ou esporozoitos
para a forma taquizoito, sendo esta a forma de proliferacdo rapida. Essa proliferacao
faz com que a célula hospedeira se rompa, liberando taquizoitos que infectam outras
células, se disseminando pelo organismo via corrente sanguinea e linfatica. A rapida
proliferacdo dos taquizoitos com lise das células hospedeiras caracteriza a fase
aguda da doenca (ciclo litico).

Quando o sistema imune age sobre a infec¢do, a forma taquizoito sofre nova
diferenciacdo em bradizoito. Esta forma é de multiplicacdo lenta e forma os cistos
teciduais, caracterizando a fase cronica da doenca (Sibley et al, 2009).

Nos membros da familia Felidae o parasito infecta as células intestinais
denominadas enterdcitos e podem seguir dois destinos distintos: se diferenciarem
em taquizoitos e seguirem o que foi descrito acima nos hospedeiros intermediarios,

ou sofrerem uma série de esquizogonias nos enterocitos com liberacdo de
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merozoitos no lumen intestinal, aumentando o seu numero. Apds a liberacdo dos
merozoitos, esse se diferencia em gametas masculinos e femininos.

Gametas masculinos possuem flagelo, sdo liberados no Iimen intestinal,
invadem os enterocitos e fecundam gametas femininos. Apds a fecundacao, séo
formados zigotos diploides (oocisto nado-esporulados) que sao posteriormente
liberados ao ambiente através das fezes do hospedeiro definitivo. No ambiente o
oocisto esporula formando esporozoitos (oocisto esporulado) através da divisdo
mitética e meidtica do zigoto em oito progénies haploides (Wong & Remington,
1993).

A reativacéo da infeccdo ocorre em casos de imunossupresséo, nos quais 0s
cistos teciduais presentes no cérebro e caracteristicos da forma latente da doenca
irdo se romper, liberando novamente a forma taquizoito pela corrente sanguinea do

hospedeiro, retomando a forma aguda da infeccao (Dubey et al., 1998).

o Familia Felidae
Hospedeiros definitivos

Esporocistos
nas Fezes
QOocisto

Ratos, homens, outros mamiferos e aves Qocisto
Hospedeiros intermediarios

Esquema 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Formacao de oocistos ndo-esporulados ocorre
nos membros da familia Felidae através de reproducdo sexuada. A liberagdo no ambiente é seguida
da esporulacdo dos oocistos gerando esporozoitos. (a) Oocistos sdo capazes de infectar hospedeiros
através da disseminagdo pela agua e alimentos contaminados. Na fase aguda da infeccéo, (b)
taquizoitos multiplicam-se rapidamente e podem ser transmitidos congenitamente. Na fase crbnica da
infeccdo, (c) bradizoitos formam cistos teciduais em tecidos do hospedeiro. Tais cistos séo contraidos

por via oral, reiniciando o ciclo. Traduzido de Sibley et al. (2009).
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2.4. Ultraestrutura de Toxoplasma gondii
2.4.1. Taquizoitos

A forma taquizoito (do grego, taqui = rapido) (Esquema 3) foi descrita por
Frenkel (1973) como a forma de multiplicacdo rapida de T. gondii (Dubey et al.,
1998). Os taquizoitos sdo capazes de infectar todas as células nucleadas e se
disseminar facilmente pelo organismo do hospedeiro (Halonen & Weiss, 2013). Os
taquizoitos sdo extremamente sensiveis as condicdes ambientais e sdo rapidamente
degradados quando encontrados fora do hospedeiro, sendo a maior fonte de
transmissdo vertical da toxoplasmose. Além desta sensibilidade ao ambiente, os
taquizoitos apresentam sensibilidade também as enzimas proteoliticas do suco
gastrico, sendo usualmente degradados por elas (Tenter et al., 2000).

Esta forma pode medir aproximadamente de 2 a 6 um de comprimento e
possui grande numero de organelas e corpos de inclusdo, como condide, roptrias,
micronemas, complexo de Golgi, mitocéndria, reticulo endoplasmaético liso e rugoso,
granulos densos, granulos de amilopectina (que podem estar ausentes),
microtUbulos subpeliculares e apicoplasto. A pelicula que envolve T. gondii é
composta de trés membranas, o plasmalema e duas membranas préximas, que
formam o complexo interno de membrana (Dubey et al., 1998), que €é altamente
organizado através de uma rede de microtubulos denominada rede subpelicular
(Harding & Meissner, 2014) (Esquema 3).

Os taquizoitos podem se mover por “gliding”, ondulagbes ou rotagdes, nao
possuindo nenhum meio de locomocao visivel, como cilios, flagelos ou pseudépodes
(Dubey, et al., 1998). A forma de locomoc¢ao mais utilizada por T. gondii é o “gliding”,
sendo este um movimento de deslize do parasito pelo substrato, exibindo pequenas
mudancas morfoldgicas durante o movimento (Heintzelman, 2015).

Os taquizoitos entram na célula hospedeira através do processo de
penetracdo ativa ou por fagocitose, sendo circundado por um vacuolo parasitoforo
logo apds a sua entrada no primeiro caso (Bonhomme et al., 1992; Dubey et al.,
1998). Na célula, o taquizoito pode se dividir assexuadamente, através de repetidas
endodiogenias, forma especializada de divisdo onde a célula-mae da origem a duas
células-filhas, sendo degradada ao final do processo. Apds muitos ciclos de diviséo,

a célula hospedeira se rompe e libera taquizoitos no meio extracelular, que seréo
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capazes de infectar outras células e recomecar o ciclo (Sheffield & Melton, 1968;
Dubey et al., 1998).

Anel apical

Anel polar
Conoide

Micronema

Roptria

Plasmalema

Complexo interno de membrana

Apicoplasto
Complexo de Golgi
Centriolos

Niucleo
Mitocondria

Reticulo endoplasmatico rugoso

Corpo lipidico

Grinulo de amilopectina
Granulo denso

Poro posterior

Esquema 3. Esquema da ultraestrutura da forma taquizoito de Toxoplasma gondii. A forma
taquizoito de T. gondii apresenta as organelas listadas estando o nucleo centralizado e tendo poucos
granulos de amilopectina, que geralmente estdo ausentes nesta forma. Traduzido de Dubey et al.
(1998).

2.4.2. Bradizoitos

A forma bradizoito (do grego, bradi = lento, esquema 4), assim como a
taquizoito, foi descrita por Frenkel (1973) tendo como caracteristica a lenta
multiplicacdo e a formagdo de cistos teciduais (Dubey et al., 1998). Esta forma é
estruturalmente similar a taquizoito, porém, sdo funcionalmente diferentes, sendo
capazes de resistir as enzimas proteoliticas do estdtmago do hospedeiro, 0 que néo

ocorre com o0s taquizoitos (Jacobs et al., 1960; Dubey et al., 1998).
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Apés 10-14 dias de infeccdo, os taquizoitos se diferenciam em bradizoitos,
que se dividem mais lentamente e formam cistos teciduais em diversos tecidos do
corpo (Lyons et al., 2002). Os cistos teciduais possuem centenas de bradizoitos e
sdo capazes de permanecer nos tecidos do hospedeiro como uma forma latente. No
entanto, estes cistos teciduais parecem ndo permanecer em sua forma latente
durante todo o curso da infecgéo. Acredita-se que periodicamente os cistos teciduais
se rompam, o0s bradizoitos liberados invadem outras células hospedeiras, se
convertem em taquizoitos e podem formar novos cistos teciduais em diferentes
locais mesmo em hospedeiros imunocompetentes (Skariah et al., 2010). Em casos
de imunodepressdo ocorre a reativacdo da infeccdo e os bradizoitos recém
convertidos em taquizoitos se multiplicam livremente (Montoya & Liesenfeld, 2004).

Cistos teciduais podem variar de tamanho de acordo com o tecido onde estao
localizados, por exemplo, cistos localizados no cérebro podem possuir 70um e cistos
localizados no tecido muscular podem possuir 100um. Além do cérebro e musculos,
os cistos podem se desenvolver em érgdos como pulmdes, figado e rins, sendo mais
prevalentes em tecidos musculares cardiaco e esquelético e tecido nervoso (Dubey
et al., 1998). Cistos em seu estado de laténcia, sem nenhuma interferéncia do
sistema imune do hospedeiro, podem persistir durante toda a vida do hospedeiro,

sem gerar nenhum tipo de resposta inflamatéria (Dubey, 1988; Dubey et al., 1998).
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Anéis apicais

Anel polar

Conodide

Micronema

Roptria

Plasmalema

Complexo interno de membrana
Grinulos de amilopectina

Microporo

Granulo denso

Mitocondria
Apicoplasto

Reticulo endoplasmético rugoso

Complexo de Golgi
Centriolos

Nicleo

Poro posterior

Esquema 4. Esquema da ultraestrutura da forma bradizoito de Toxoplasma gondii. A forma
bradizoito de T. gondii possui as organelas listadas acima, com a presenca marcante de granulos de
amilopectinas que séo caracteristicos desta forma do parasito e nlcleo na regido posterior. Traduzido
de Dubey et al. (1998).
2.5. Tratamento para Toxoplasmose

O tratamento para Toxoplasmose humana se iniciou com a descoberta da
eficacia de sulfonamidas na infeccdo experimental de camundongos (Sabin &
Warren, 1942). Posteriormente, a combinagdo sinérgica de sulfonamidas com
pirimetamina se mostrou eficaz (Beverley, 1973), sendo esta combinacao utilizada
atualmente para tratamento de toxoplasmose em humanos (Remington et al., 2001).
A administracdo destes farmacos pode gerar efeitos colaterais, como a supressao
medular, ademais é contra-indicado para pacientes gestantes por ser teratogénico.

Além dos efeitos colaterais, esta combinacdo atua negativamente no

metabolismo de acido folinico no organismo, sendo indicado o uso simultaneo de
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acido folinico pelos pacientes a fim de reduzir os efeitos hematoldgicos indesejados
durante o tratamento (revisto por Haverkos, 1987). Em pacientes alérgicos a sulfa, o
tratamento € feito a partir do uso de clindamicina associada a pirimetamina
(Dannemann et al., 1992; Katlama et al., 1996; Montoya & Liesenfeld, 2004).

Foi descrito que o antibiético espiramicina € um agente ndo-toxico e nao-
teratogénico eficaz para o tratamento de gestantes (Nye, 1979), sendo esta a
profilaxia alternativa utilizada nos casos de toxoplasmose congénita. Entretanto, a
administracdo deste farmaco ndo apresenta grande eficacia (Nath & Sinai, 2003)
quando comparado a combinacao de sulfadiazina e pirimetamina.

Posteriormente, descreveu-se a eficacia de clindamicina no tratamento de
pacientes alérgicos a sulfonamidas (McMaster et al.,, 1973; Araujo & Remington,
1974). A posologia atualmente utilizada no tratamento de toxoplasmose a partir de
sulfadiazina e pirimetamina é a seguinte:

A combinacao de sulfadiazina e pirimetamina é feita com a administracao de 1
a 1,59 a cada 6h em adultos. Para criancas, a dosagem pode variar de 100mg/kg a
200mg/kg. A complementacdo com &acido folinico é feita com 5 a 10mg/dia. O
tratamento pode durar de 3 a 6 semanas. Em casos de toxoplasmose congénita ou
neonatal, o tratamento recomendado pode durar um ano;

Para prevencdo de pacientes adultos imunodeprimidos, € indicada a utilizagédo
de 0,59 a 1g de sulfadiazina a cada 6h, combinada a 25 a 75mg/dia de pirimetamina
e acido folinico de 10 a 25mg/dia. Para criancas imunodeprimidas, a profilaxia é feita
a partir da administracédo de 85 a 120mg/dia de sulfadiazina, associada a 1mg/kg/dia
de pirimetamina, e 5mg a cada 3 dias de acido folinico (Farmanguinhos/Fiocruz,
2006) (Ministério da Saude, 2016).

2.5.1. Sulfadiazina

As sulfadiazinas (C10H10N4O2S) (Esquema 5) se encontram dentro do grupo
das sulfonamidas, sendo andlogas estruturalmente e antagonistas competitivas do
acido paraminobenzéico (PABA), que é utilizado pelo parasito para a producédo de
acido folinico. A sulfadiazina quando administrada em gestantes pode ter efeito
teratogénico, ndo sendo indicada para este tipo de paciente. Caso seja necessaria a

utilizacao de sulfadiazina durante o tratamento de gestantes, sua administracao nao
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€ indicada no final do terceiro trimestre de gestacdo, pois pode causar o0
desenvolvimento de retardo mental, paralisia cerebral, surdez e paralisia nos olhos
(Remington et al., 2001). Quando combinada a pirimetamina, a sulfadiazina possui
seu efeito aumentado em até oito vezes (Eyles & Coleman, 1955; Fayer et al., 1972).

0
10
H,N SZ° N=
\
HN—( p

Esquema 5. Estrutura quimica da Sulfadiazina (Obtido de Al-Lohedan & Ali, 2013).

2.5.2. Pirimetamina

A Pirimetamina (C12H13CIN4) (Esquema 6) foi inicialmente desenvolvida como
uma droga antimaléarica por Falco et al., (1951). Hitchings et al., (1952) descreveram
gue a administracdo de altas doses de pirimetamina produzia sinais de deficiéncia
de acido folinico em ratos. Thiersch (1954) descreveu que a utilizacdo de
pirimetamina em ratas gravidas poderia causar o nascimento de fetos com baixa
estatura ou com mas-formacoées, indicando que deficiéncias nos niveis de acido
folinico no organismo podem possuir efeito teratogénico.

Em infecgbes por toxoplasmose, a pirimetamina possui atividade microbicida,
atuando na inibicdo da enzima dihidrofolato redutase (DHFR) e consequentemente,
na producdo de &cido folinico pelo parasito, prejudicando a sintese de seu DNA e
RNA (Beverley & Fry, 1957; Aspinalli et al., 2002).
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Esquema 6. Estrutura Quimica da Pirimetamina (Obtido de Perold et al., 2014).
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2.5.3. Espiramicina

A espiramicina (CasH74N2014) (Esquema 7) foi isolada em 1951 e
primeiramente descrita em 1956 por Pinnert-Sindico & Pellerat. Chodos & Chodos
(1961) foram os primeiros a descrever a eficacia da espiramicina durante tratamento
de toxoplasmose ocular, levando-os a considerar a espiramicina como um possivel
substituto para a pirimetamina. Isto se deve ao fato de que o tratamento de
retinocoroidite com sulfadiazina e pirimetamina era eficaz, porém perigoso devido a
imunodepressdo causada durante o tratamento. Em 1958, Garin e Eyles
mencionaram a possivel atividade anti-toxoplasma da espiramicina ao tratar
camundongos infectados por T. gondii.

Este farmaco mostra alta efetividade em casos de toxoplasmose aguda, com
toxicidade reduzida quando comparada a outras drogas sendo capaz de atravessar
a placenta, reduzindo os riscos de abortos e ma formacbes causadas pela
toxoplasmose congénita. No entanto, a espiramicina possui baixa absor¢cdo no
tecido nervoso, reduzindo sua atividade no cérebro e consequentemente a

eliminacao de cistos teciduais gerados durante infeccdo crénica (Chew et al., 2012).

Esquema 7. Estrutura guimica da Espiramicina (Obtido de:
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6419898#section=Top. Acessado em 06/11/2015).
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2.5.4. Clindamicina

A clindamicina (C1sH33CIN20sS) (Esquema 8) foi primeiramente descrita por
McMaster e colaboradores (1973). E um antibiético produzido a partir da lincomicina,
através da substituicdo do grupamento hidroxila presente em sua estrutura por uma
molécula de cloro. Esta modificacdo tornou este farmaco um potente antimalarico,
além de aumentar sua atividade antibacteriana (Tabbara et al.,1974). A clindamicina
€ um farmaco utilizado alternativamente a sulfadiazina e a pirimetamina, em casos
de infecgdo por T. gondii. Sua administracdo € aconselhavel para pacientes
alérgicos a sulfadiazina (Rolston, 1991).

Araujo & Remington (1974) descreveram que a clindamicina € capaz de
reduzir a transmissdo congénita quando a gestante se encontra na fase aguda da
doenca, assim como a formacdo de cistos teciduais durante a fase crbénica. No
entanto, este mesmo estudo demonstra que a clindamicina néo € capaz de reduzir a
carga parasitaria no cérebro, jA que o farmaco € absorvido em pequenas
concentracbes pelo tecido nervoso. Em casos de desenvolvimento de lesdes
oculares, a administracdo de clindamicina apresenta grande eficacia, quando

comparada a sulfadiazina combinada a pirimetamina (Tabbara & O’Connor, 1980).
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Esquema 8. Substituicdo do grupamento hidroxila por uma molécula de cloro na produgao de
clindamicina. A) Estrutura quimica da Lincomicina. B) Estrutura quimica da Clindamicina. Adaptado
de Morar et al. (2009).
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2.6. Melatonina

Melatonina (MELAS = escuro e TONEIN = secretora) é uma molécula
altamente conservada, presente em praticamente todas as espécies, abrangendo
desde as arqueobactérias aos vertebrados mais complexos. Essa molécula foi
descoberta por Lerner et al. (1958) sendo descrita primeiramente como N-acetil-5-
metoxitriptamina (Bagnaresi et al., 2012). Além de possuir papel importante na
regulacéo do ciclo circadiano e do sono (Zhang & Zhang, 2014) a melatonina possui
também propriedades antioxidantes, antitumorais e imunomoduladoras (Vielma et
al., 2014).

Este hormonio € produzido majoritariamente na glandula pineal, localizada na
parte central do cérebro. Outros sitios de producdo de melatonina foram descritos,
0s quais incluem a retina (Cardinali & Rosner, 1971, Tosini & Menaker, 1998), o trato
gastrointestinal (Raikhlin & Kvetnoy, 1976; Bubenik, 2002), a pele (Slominski et al.,
2005), linfocitos (Carrilo-Vico et al., 2004) e medula 6ssea (Conti et al., 2000). A
meia vida da melatonina esta dividida em duas partes, em um padrdo denominado
biexponencial, com a primeira parte com duracdo em torno de dois minutos e a
segunda parte durando aproximadamente 20 minutos (Claustrat & Letron., 2005).
Melatonina também possui a capacidade de proteger o organismo contra infeccées
por virus, bactérias e protozoarios (Srinivasan et al., 2010).

Foi descrito que hé trés tipos de receptores para melatonina: dois envolvidos
com a regulacdo do sono, MT1 e MT2, e um terceiro que esta envolvido com o
estresse oxidativo, o MT3. Os receptores MT1 e MT2 sdo encontrados em sua
maioria no nucleo supraquiasmatico e pertencem a familia dos receptores de
reducdo subsequente de AMP-ciclico (Carlson et al., 1989; Reppert et al., 1994;
Dawoodi et al.,2012). O terceiro receptor, MT3, foi descrito em roedores como
analogo humano da enzima citoplasmatica quinolona-redutase 2, que participa da

protecdo contra estresse oxidativo (Dawoodi et al.,2012).

2.6.1. A glandula pineal
A glandula pineal, também chamada de epifise, foi primeiramente descrita no

século trés por Herofilo, médico anatomista grego, que a definiu como um esfincter
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capaz de regular o fluxo de pensamentos no sistema ventricular do cérebro. Apés
450 anos da primeira observacao, Galeno, médico e filésofo grego, observou que a
estrutura da glandula pineal apresentava diferencas quando comparada ao tecido
nervoso, mas apresentava semelhancas em relacéo a outros tecidos (Simonneaux &
Ribelayga, 2003).

No século 17, a glandula foi estudada pelo filésofo e matematico francés
Descartes, que a descreveu como um “terceiro olho” (Berhouma, 2013). Nesta
época, nao havia o conhecimento das funcgdes fisiolégicas da glandula pineal, sendo,
portanto, descrita como o local no corpo humano onde a alma se ancorava

(Simonneaux & Ribelayga, 2003).

2.6.2. Ciclo Circadiano

O ciclo circadiano (do latim, circa = aproximadamente, diem = dia) € essencial
para células vivas (Reddy & O’Neill, 2009). Este ciclo € responsavel pela
organizacdo temporal de grande variedade de fungcbBes, como a regulacdo da
temperatura corporal, pressédo sanguinea e liberacdo de hormonios (McMahon et al.,
2014).

Em mamiferos, o ciclo circadiano € como o relégio central do cérebro, tendo a
funcdo de manter o ritmo diario de acordo com os estimulos ambientais (Robinson &
Reddy, 2014). O principal regulador destes ritmos € o nucleo supraquiasmatico
(NSQ), fazendo com que o sistema nervoso central seja um coordenador para o
resto do corpo (Janich, et al., 2014, Robinson & Reddy, 2014). As atividades
metabdlicas do NSQ possuem maior atividade durante o dia e sdo reduzidas durante
a noite. No entanto, esta atividade noturna pode ser aumentada quando ha
exposicao a luz (Robinson & Reddy, 2014). Durante o periodo noturno, a producao
de melatonina pode ser reduzida caso haja alguma exposi¢cdo a luz, mesmo em
pequena quantidade, levando ao rapido declinio de suas concentracbes (Vanecek,
1998). Quando o ciclo circadiano é interrompido, seja por fatores genéticos ou
ambientais, podem ocorrer diversas alteracfes em processos fisiologicos. A ligagédo
entre a fisiologia circadiana e outros processos fisiolégicos possuem implicacao
direta na biologia humana, que podem potencializar, por exemplo, a susceptibilidade
a doencas (Takahashi et al., 2008).
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2.6.3. Biossintese de Melatonina

A biossintese de melatonina é controlada pelo NSQ, que transfere as
informacdes diferenciadas entre as fases claras e escuras para a glandula pineal,
regulando a producdo de melatonina (Bagnaresi et al., 2012). A melatonina é
molécula altamente hidrofilica, sendo rapidamente metabolizada no figado e
excretada pela urina (Simonneaux & Ribelayga, 2003). A quantidade encontrada no
plasma sanguineo, em condicbes normais e durante o ciclo de escuro, € de
aproximadamente 100 pM (Reiter, 1981).

A sintese de melatonina é majoritariamente regulada pelo NSQ, que atua em
sincronia com os ciclos claro/escuro ambientais através de uma comunicacao neural
direta com a retina (Repert & Weaver, 2002). Esta ultima é responsavel por receber
a informacado luminosa vinda do ambiente e a envia para o NSQ via trato retino-
hipotalamico (Simmoneaux & Ribelayga, 2003). Estes sinais induzem a liberacdo do
acido gama-aminobutirico (GABA), sendo responséavel pela produ¢cédo de melatonina
durante a fase de escuro. Na fase clara, o GABA envia um sinal inibitério para o
NSQ que por sua vez reduz a producdo de melatonina pela glandula pineal
(Kalsbeek et al., 2000).

A biossintese de melatonina ocorre nas células da glandula pineal, os
pinealdcitos, a partir da captura do aminoacido triptofano, encontrado livre na
corrente sanguinea, o qual é convertido em 5-hidroxitriptofano (TPOH) (Esquema 9).

Este produto € descarboxilado pela descarboxilase de acidos aromaticos
(AAAD) a 5-hidroxitriptamina (5-HT), sendo também conhecida como serotonina.

A serotonina é N-acetilada e se converte em N-acetilserotonina (NAS) pela
enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT). Esta enzima é responsavel por
ativar a glandula pineal durante a noite, caracterizando esta fase como fase escura.

Durante a fase escura, a NAS € metilada pela enzima hidroxiindol-O-
metiltransferase (HIOMT), formando o produto final N-acetil-metoxitriptamina, a
melatonina (MEL) (Axelrold, 1960; Reiter et al., 2004; Bagnaresi et al., 2012)
(Esquemas 9 e 10).
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TPOH

5-hidroxitriptofano
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5-hidroxitriptamina
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N-acetil
serotonina

HIOMT

Melatonina

Esquema 9. Esquema da sintese de melatonina a partir do aminoéacido triptofano. O triptofano é
convertido em 5-hidroxitriptofano (TPOH). Logo apods, hd a formagédo de 5-hidroxitriptamina
(serotonina) a partir do TPOH, a qual é acetilada para a formacdo de N-acetilserotonina (NAS).
Posteriormente, a NAS é metilada resultando na formacdo de melatonina (MEL). Adaptado de

Simonneaux & Ribelayga (2003).
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Esquema 10. Estrutura quimica da melatonina. Obtido de Di Bella et al. (2013).

2.6.4. Quimioterapia com Melatonina
2.6.4.1. Plasmodiose e Melatonina
A malaria é doenca infecciosa que acomete cerca de 200 milhdes de pessoas

em todo o mundo (Childs & Buckee, 2015). A forma mais virulenta da doenga é
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transmitida pelo mosquito do género Anopheles, o qual transporta em suas
glandulas salivares o parasito Plasmodium spp., sendo potencialmente fatal em
curto periodo de tempo (Bagnaresi et al., 2012).

A melatonina € capaz de inibir os radicais livres produzidos durante o
processo de apoptose de células hepéticas induzidas pela infeccdo do parasito
através de um caminho mitocéndria-dependente. Estes dados sugerem que a
melatonina é uma molécula com efeitos antioxidantes, pois pode modular, por
exemplo, a enzima superoxido dismutase (SOD), e consequentemente a producao
de radicais livres, protegendo o figado das injurias causadas pelos processos de
apoptose celular (Srinivasan et al., 2010).

Bagnaresi et al. (2012) descreveram que a melatonina € capaz de modular a
fisiologia do parasito e, consequentemente, seu desenvolvimento. Este horménio é
capaz de regular processos fundamentais para o parasito que envolvem Ca?*
intracelular e sinalizacao através de AMP-ciclico, como altera¢édo da diferenciacdo e
divisdo celular, organizacéo do citoesqueleto e apoptose (Gazarini & Garcia, 2014).

Para Plasmodium chabaudi chabaudi, caracteristico de roedores, os estudos
demonstram que a melatonina € capaz de sincronizar a infeccdo através da
modulacdo de Ca?* intracelular, sugerindo sua participacdo nos mecanismos de
sinalizacao utilizados por este horménio. Em contraste, para Plasmodium berghei e
Plasmodium yoelii, a melatonina mostrou-se incapaz de sincronizar a infeccao
devido a auséncia de resposta destes parasitos a melatonina (Bagnaresi et al.,
2009).

2.6.4.2. Tripanossomiase e Melatonina

Trypanosoma cruzi € o protozoario causador da doenca de Chagas, que
acomete aproximadamente de 8 a 12 milhbes de pessoas nos paises latino-
americanos (Gurtler & Yadon, 2015). Foi descrito que em torno de 30-35% dos
casos de doenca de Chagas resultam em infeccdo crbnica, sendo este tipo de
infeccdo assintomatica na maioria das vezes (Alvarez et al., 2014). Em casos
graves, a infeccéo crénica pode gerar o desenvolvimento de cardiomiopatia, a qual
resulta no aumento do musculo cardiaco, além de fibrose do tecido que o compde.

Estes sintomas podem levar o paciente infectado a obito (Oliveira et al., 2013).
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Estudos recentes indicam a eficAcia da melatonina como possivel
quimioterapico em casos de cardiomiopatia resultante de infec¢éo crénica. Em ratos
este hormbnio € capaz de diminuir a carga parasitaria durante as fases aguda e
cronica da doenca (Santello et al., 2007) e reduzir o processo inflamatério causado
durante o processo cardiomiopatico (Oliveira et al., 2013). Além disto, a melatonina
mostrou-se capaz de reduzir 0 estresse oxidativo gerado pelo dano ao musculo
cardiaco (Cardinali & Alvarez, 2011) e a atividade da enzima o6xido nitrico sintase-
induzivel, regulando positivamente o sistema imune do hospedeiro através do
aumento dos niveis da citocina pro-inflamatoria IL-2 (Santello et al., 2007; Bagnaresi
et al., 2012).

2.6.4.3. Leishmaniose e Melatonina

Leishmaniose € a infeccdo causada pelo parasito protozoario do género
Leishmania, sendo endémica em areas rurais e paises tropicais e subtropicais
(Clem, 2010). Leishmania infantum € o protozoario causador da leishmaniose
visceral, afetando cerca de 400 mil novas pessoas a cada ano. Esse tipo € 0 mais
grave de leishmaniose em termos de mortalidade. Os sintomas que compdem a
leishmaniose visceral sdo dor de cabeca, febre, diarréia, esplenomegalia,
hepatomegalia, entre outros (Khadem & Uzonna, 2014).

Elmahallawy et al. (2014) demonstraram a atividade in vitro exercida pela
melatonina em promastigotas de Leishmania infantum. Alteragdes mitocondriais
geradas pelas mudancas na distribuicdo de Ca?* foram visualizadas, além de
aumentar a producdo de radicais livres (ROS) devido a inibicdo do complexo | da
cadeia transportadora de elétrons, podendo levar o parasito a morte por apoptose
através de um caminho mitocondria-dependente. Ademais, demonstrou-se reducéo
drastica do complexo Il da cadeia transportadora de elétrons, levando a disfungéo
mitocondrial (EImahallawy et al., 2014). Melatonina também foi capaz de aumentar a
producdo de nitrito intracelular, acarretando na inibicdo do crescimento ou morte

parasitaria (Elmahallawy et al., 2014).
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2.6.4.4. Toxoplasmose e Melatonina

Melatonina € um horménio que possui efeitos diretos e indiretos no sistema
imune, especialmente na imunidade mediada por células (Poon et al., 1994). Além
disso, a melatonina € capaz de aumentar a absorcao de zinco e atravées disto regular
seus niveis no organismo. A ma regulacdo ou a deficiéncia de zinco no organismo
sdo causas comuns de doencas relacionadas ao sistema imune, sendo esta
molécula de extrema importancia para o0 desenvolvimento da imunidade. A
melatonina é capaz de aumentar a absor¢cdo de zinco no organismo, reduzindo os
riscos de doencas relacionadas ao sistema imune (Baltaci et al., 2003; 2004; 2005).

Em casos de infec¢do por T. gondii, a imunidade celular envolvendo células
efetoras como macréfagos ativados pelos produtos de linfécitos T € o mecanismo
primario para combaté-la, por isso, é de extrema importancia a regulacdo dos niveis
de zinco no organismo de pacientes infectados. A administracdo de zinco,
melatonina, ou zinco conjugado a melatonina em camundongos infectados por T.
gondii aumentou significativamente o ndmero de linfécitos T CD4+ efetores e T
CD8+ reguladores, garantindo o correto funcionamento deste primario mecanismo
de defesa contra o parasito (Baltaci et al.,, 2003). Baltaci et al. (2005) também
descreveram que na auséncia da glandula pineal h& reducao significante nos niveis
de zinco (consequentemente, do hormdénio timulina), nidmero de células T, e
atividade de células “natural killer” (NK). Estas deficiéncias podem ser revertidas

através da administracdo de melatonina (Del Gobbo et al., 1989, Baltaci et al., 2005).

2.7. Morte celular

A morte de células € um processo natural e essencial durante o
desenvolvimento e homeostasia dos organismos multicelulares regulando a
producdo de células viaveis e suas funcionalidades (Henrigquez et al., 2008). Existem
basicamente trés tipos de morte celular programada: apoptose (MCP I), autofagia
(MCP 1l) e necrose (MCP lll), que se diferenciam principalmente pelas alteracdes
morfologicas ocasionadas durante os processos (Henriquez et al., 2008). A apoptose
€ a principal forma de eliminacdo de células através de morte programada, com a
ativacdo de caspases e formacdo de corpos apoptoticos. A necrose, que era

considerada um tipo de morte ao acaso, atualmente tem sido considerada, em
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certos casos, um tipo de morte celular programada, com a ativagdo de resposta
inflamatoria no organismo hospedeiro, como o inflamassoma (Zamboni et al., 2015).
A autofagia tem sido descrita como um tipo de morte celular programada néao-
apoptotica, que ocorre em casos de estresse celular por privacao de nutrientes, por

exemplo (Edinger & Thompson, 2004).

2.7.1. Apoptose

A morte celular € um processo fundamental para a regulacdo de sistemas
vivos. A apoptose (Esquema 11) é chamada de morte celular programada, termo
utilizado para a morte previsivel de células em um organismo (Jacobson et al., 1997)
gue envolve a ativacdo de maquinaria intracelular altamente conservada ao longo da
evolucédo (Vermeulen et al., 2005). Este processo foi primeiramente descrito como
uma série de mudancas morfoldgicas que possuiram papel fundamental para o seu
entendimento. Inicialmente, a morfologia das células é mantida, ocorrendo
alteracOes a partir do DNA da célula, até a total fragmentacgdo celular (Wyllie et al.,
1980). A fragmentacdo do DNA gendmico é a principal caracteristica do processo de
apoptose. Estes fragmentos sdo gerados a partir da atividade de nucleases (Loo,
2011) e podem ser facilmente detectados com o uso de kit comerciais, geralmente
chamados de “Tunel”.

A apoptose é caracterizada por afetar células individuais, sem causar
resposta inflamatoria, e € manifestada pela formacédo de pequenos corpos esféricos,
denominados corpos apoptéticos que contém conteddo celular, como organelas,
envolto pela membrana plasmatica. As mudancas estruturais durante a apoptose se
dividem em duas etapas, sendo a primeira com a formacdo dos corpos apoptoticos,
e na segunda a fagocitose dos corpos apoptoticos e sua degradacdo dentro de
outras células (Kerr et al., 1972).

Todos os sinais que envolvem o processo de apoptose resultam de uma
cascata de sinalizacdo, que envolvem principalmente a ativacado de proteases, as
caspases, responsaveis por clivar diferentes proteinas localizadas em diferentes
compartimentos celulares (Vermeulen et al.,, 2005). Caspases sao enzimas
proteoliticas que tem a principal funcdo no controle de morte celular e resposta

inflamatoria (Shalini et al., 2014). Baseadas nas suas fun¢des, as caspases em
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mamiferos podem ser divididas em caspases 2, 3, 7, 8, 9 e 10 que sao classificadas
como caspases com funcdo durante a apoptose. Caspases 1, 4, 5, 11 e 12 séao
classificadas como caspases com papel na resposta inflamatéria no organismo
hospedeiro (Shalini et al., 2014).

Digestéo
lisossomal

Corpos
residuais

Esquema 11. Diagrama ilustrando as etapas que se desenvolvem durante o processo de morte
celular programada (apoptose). A apoptose se inicia com a separacdo da célula que passara pelo
processo de morte celular, seguido da condensacao do seu contetdo, fragmentacao e formacao de
corpos apoptoticos. Estes corpos apoptéticos serdo fagocitados por outra célula, autolisados e
digeridos por lisossomos, ocorrendo a formacao de pequenos corpos residuais ao final do processo.

Traduzido de Kerr et al. (1972).
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2.7.2. Necrose

Em contraste & apoptose, a necrose (Esquema 12) é conhecida como morte
celular passiva (Edinger & Thompson,2004). A morte celular ocasionada pela
necrose ja foi considerada acidental, devido a acdes que ndo eram de controle
proprio da célula em questdo. Porém, estudos recentes indicam que assim como a
apoptose a necrose € um tipo de morte celular programada, podendo ser ativada
pela célula em resposta a estimulos em qualguer momento do seu desenvolvimento,
quando outro mecanismo de morte celular, por exemplo, ndo é bem-sucedido
(Edinger & Thompson, 2004; Henriquez et al., 2008).

A necrose € o resultado final da desorganizacédo bioenergética, resultando na
reducdo da producdo de ATP a um nivel extremo, impossibilitando a sobrevivéncia
celular (Edinger & Thompson, 2004). A necrose € um tipo de morte celular que se
diferencia da apoptose por varios quesitos, sendo os processos morfoldégicos bem
marcantes durante seu curso. Durante a necrose, ocorre 0 rompimento da
membrana celular, extravasamento do conteudo celular e a degradacdo do material
genético ao longo do processo (Henriquez et al., 2008). No processo de necrose, ha
a formacdo de exsudato inflamatoério. Durante a morte celular por necrose pode-se
observar alteracdes celulares que incluem o inchaco da mitocéndria e a alteracéo da
matriz mitocondrial, rompimento da membrana nuclear, de organelas e membrana
celular, além da degradacéo dos ribossomos e lisossomos. Os fragmentos formados
ao final do processo sédo degradados por outras células fagociticas especializadas. A
necrose resulta de injarias causadas por agentes externos, como toxinas, que
afetam diretamente um grupo de células, ou por algum tipo de estresse fisico, como
danos a membrana celular, podendo levar a perda da homeostase (Wyllie et al.,
1980 Henriquez et al., 2008).
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Célulaviavel

Necrose Apoptose

Esquema 12. Diagrama ilustrando as diferengas entre os tipos de mortes celulares necrose e
apoptose. Durante a necrose (esquerda), ha o rompimento da membrana celular e o extravasamento
de seu conteudo citoplasmético, que serd degradado ao final do processo. Durante a apoptose
(direita) a morte celular se inicia com a condensac¢@o das organelas, da membrana celular e do
material genético, ocorrendo a formacdo de corpos apoptéticos que serdo degradados por outras
células ao final do processo. Adaptado de Van der Meer et al. (2010).

2.7.3. Autofagia

Além da apoptose e da necrose, a autofagia (Esquema 13) também é
considerada um tipo de morte celular programada, porém, estad relacionada a
auséncia de nutrientes para a célula, sendo considerado um processo de protecéo e
adaptacado celular. Em alguns casos, a autofagia € etapa fundamental no processo

de morte celular, podendo ocorrer antes da apoptose (Marifio et al., 2014). Isto se
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deve ao fato de que a maioria das células que estdo em processo de autofagia tera
como préximo passo a apoptose (Edinger & Thompson, 2004).

Em casos de doencas como Alzheimer e Parkinson observa-se grande
namero de células em processo de autofagia, indicando que esse processo nao &
somente para a manutencdo celular devido a auséncia de nutrientes, mas é,
também, um processo de morte celular programada (Edinger & Thompson, 2004).

A principal caracteristica da autofagia é a formacédo de autofagossomos no
citoplasma da célula que irdo se fundir com lisossomos para a formacdo de
autofagolisossomos. Estes autofagolisossomos contém componentes encontrados
no citoplasma da célula, como organelas, que serdo degradados para a obtencdo de
energia e manutencéo do metabolismo celular (Henriquez et al., 2008).

Apoptose

N— Autofagia

Esquema 13. Diagrama ilustrando os trés tipos de morte celular programada: apoptose,
necrose e autofagia. Durante a apoptose, ocorre condensacdo da membrana celular e de seu
contelido, ocorrendo a formacéo de corpos apoptéticos que serdo degradados por outras células. O
processo de necrose se inicia com o0 rompimento da membrana plasmatica, havendo o
extravasamento do conteudo celular que sera digerido por células fagociticas. Na autofagia, ocorre a
formagdo de autofagolisossomos que contém conteddo citoplasmatico, como organelas, que serdo

digeridos para a obtencédo de energia. Traduzido de Henriquez et al. (2008).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

e Verificar a possivel agdo anti-toxoplasma de melatonina na infeccdo
por T. gondii.

3.2. Objetivos Especificos

e Analisar se o tratamento com melatonina altera o crescimento de T.
gondii em células hospedeiras LLC-MK2;
e Verificar o possivel tipo de morte celular de T. gondii em LLC-MK2;

e Avaliar a sobrevivéncia de camundongos Balb/C infectados por T.
gondii tratados com melatonina.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Células LLC-MK2

Células epiteliais de rins de macaco Rhesus (linhagem LLC-MK2), foram
cedidas pelo professor Wanderley de Souza (Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho — UFRJ). As células foram mantidas em frascos de culturas de células de 25
cm? com meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM - Sigma Aldrich, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - DIFCO) em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO2. Células LLC-MK2 em confluéncia foram utilizadas para os
experimentos. Tripsina foi adicionada ao frasco de cultura e incubada por 5 minutos
para liberacdo das células do substrato. DMEM suplementado com 10% de SFB foi
adicionado e as células quantificadas em Céamara de Neubauer. Em placa de 24
pocos contendo laminulas estéreis, adicionou-se 150ul da solugéo contendo 1 x 10°
células. A placa foi mantida na estufa para a adeséo das células a laminula durante
1h. A placa foi lavada com solucdo de Hanks para a retirada de células néo
aderidas. As células foram cultivadas em 200ul do meio de cultura por poco durante

24h na estufa.

4.2. Taquizoitos de Toxoplasma gondii
Taquizoitos de T. gondii (cepa RH) foram mantidos por inéculos na cavidade

peritoneal de camundongos durante 2 ou 3 dias. ApoOs este periodo, foi realizada
lavagem da cavidade peritoneal dos camundongos utilizando solucdo salina
tamponada de fosfato (PBS) obtendo-se taquizoitos de T. gondii. A solugéo
contendo taquizoitos de T. gondii foi centrifugada por 10 min a 500 g. O sedimento
foi ressuspenso em 1 ml de DMEM e a quantidade de parasito foi quantificada em
Camara de Neubauer. O projeto foi submetido ao Comité de ética da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro em 12 de dezembro de 2015, ID
124396.

4.3. Interagao parasito-célula hospedeira
Dez taquizoitos por célula foram adicionados as LLC-MK2 e incubados por 1h
em estufa a 37°C e 5% de CO2. As células foram lavadas com meio DMEM para a
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retirada de parasitos que ndo penetraram nas células. Entéo foi adicionada solucdo

de tratamento contendo melatonina.

4.4. Tratamento com melatonina

A melatonina foi diluida em meio de cultura DMEM em uma concentragdo de
3mM (Sigma Aldrich, EUA) e filtrada para obtencao de solucéo estéril (filtro 0,22 pm
estéril). Apos a interacéo, cada poco contendo laminulas com células em confluéncia
recebeu 500ul de meio com melatonina a 3mM. Apos 24h, 48h e 6 dias as células
foram lavadas e fixadas com formaldeido 4% em PBS. Células controle infectadas

nao receberam tratamento com melatonina.

4.5. Preparo de amostras para microscopia optica de luz e obtencao de indice
de infeccdo pos-tratamento.

Ap6s infeccdo, as laminulas contendo as células fixadas foram coradas com
solucédo de Giemsa a 10% em agua e desidratadas em solucdes acetona/xilol. Apos
a desidratacdo, as laminulas foram montadas sobre laminas com Entellan para
posterior observacdo em microscopio Optico. A obtencdo do indice de infeccao foi
feita a partir da contagem de 300 células hospedeiras, com base na multiplicacédo da
percentagem de células infectadas com o niumero médio de parasitos por célula

infectada.

4.6. Ensaio para apoptose por técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling)

Células LLC-MK2 aderidas as laminulas foram infectadas por taquizoitos de
T. gondii e tratadas ou ndo com melatonina. As células foram lavadas com PBS,
fixadas por 1h em solugdo contendo 4% de formaldeido recém-preparado em
tampdo PHEM (60 mmol L Pipes, 20 mmol L Hepes, 10 mmol Lt EGTA, 5 mmol
Lt MgClz, e 70 mmol L' KCI, pH 7.2). Posteriormente foram lavadas,
permeabilizadas em etanol resfriado durante 10 minutos e processada como
recomendado pelo Kit Alexa-Fluor 488 Click-it TUNEL (Molecular Probe, EUA). As

células foram visualizadas no microscopio confocal a laser LSM-710, Zeiss, da
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UEZO. O kit de TUNEL adiciona dUTPs marcados com Alexa 488 a porcdo 3’

terminal dos fragmentos permitindo determinar se a células sofreram apoptose.

4.7. Preparo de amostras para microscopia eletrénica de varredura

Laminulas contendo células LLC-MK2 infectadas por T. gondii, tratadas ou
ndo com melatonina, foram fixadas durante 1h em 4% de formaldeido recém-
preparado, 2,5% de glutaraldeido em tampéo cacodilato de sddio 0,1M, pH 7,4. As
células foram desidratadas em acetona, secas por ponto critico de CO2 e montadas
em “stubs”. A organizacao interna das células foi revelada através da retirada da
parte superior das células com a utilizacdo de fita adesiva. As amostras foram
metalizadas com ouro por pulverizacdo catédica (25 nm de espessura) e analisadas
no microscoépio eletrénico de varredura JEOL 6490 JSM LQ da UEZO.

4.8. Preparo de amostras para microscopia eletrénica de transmissao

Para microscopia eletrdnica de transmisséo, a infeccdo e o tratamento foram
realizados em garrafas de cultura de células. Ao final do tratamento, o material foi
fixado com as mesmas solucdes utilizadas para microscopia eletronica de varredura
(tem 4.7). As células foram lavadas com tampédo cacodilato de sodio 0,1M, pos-
fixadas com 1% de tetréxido de 6smio em tampado cacodilato de sédio por 40
minutos protegido da luz. As células foram lavadas, desidratadas em acetona e
imersas em resina epon. A resina foi polimerizada durante 48h em estufa a 60°C. O
contraste das amostras foi feito em seccdes ultrafinas com acetato de uranila e
citrato de chumbo para visualizacdo ao microscopio eletrdnico de transmissdo Fei
Spirit 120kv, UEZO.

4.9. Teste in vivo

Os camundongos Balb/C (Biotério — UEZO) foram infectados com 1 x 10°
taquizoitos de T. gondii por inoculagdo intraperitoneal. Grupos de cinco animais
foram tratados com 50mg/kg de melatonina ou 100mg/kg de sulfadiazina em PBS
administradas diariamente por injecao intraperitoneal. Os animais do grupo controle

de camundongos infectados por T. gondii, contendo quatro animais, receberam PBS
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puro. A sobrevivéncia foi acompanhada diariamente. Animais achados em estado

moribundo foram sacrificados com COx.

4.10. Andlise dos dados
Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o teste t de Student e
analise de variancia (ANOVA) para comparacdo de valores, sendo P < 0,05

considerado significativo.
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5. Resultados

5.1. Controle do crescimento de Toxoplasma gondii em LLC-MK2 por
melatonina

Crescimento de T. gondii nas células LLC-MK2 infectadas foi avaliado
gualitativamente apds coloracdo com Giemsa no microscopio oOptico. Nas células
sem tratamento com melatonina houve proliferacdo de T. gondii (Figura 1 A, C), com
grande numero de células hospedeiras rompidas apés o sexto dia de infeccéo
(Figura 1 E). Células que passaram por tratamento com melatonina demonstraram
reducdo no crescimento de T. gondii (Figura 1 B, D), com preservacdo das células
hospedeiras ap6s 6 d de infecgéo (Figura 1 F).

24 horas

48 horas

20 ym
—

6 dias

20 ym
!—Ll

Figura 1. Imagens de campo claro de células LLC-MK2 infectadas por Toxoplasma gondii,
tratadas ou ndo com melatonina ap6s 24h, 48h e 6 dias de infeccdo. A, C e E. Imagens de
células sem tratamento com melatonina (controle), apés 24h, 48h e 6 dias de infeccao,
respectivamente. B, D e F. Imagens de células tratadas com melatonina apds 24h, 48h e 6 dias de
infeccdo, respectivamente. As amostras foram visualizadas em aumento de 100x.
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5.2. indice de infec¢do de células LLC-MK2 infectadas por Toxoplasma gondii
tratadas ou ndo com melatonina

Para verificar se o tratamento com melatonina foi capaz de reduzir
significativamente o indice de infeccdo, o crescimento do parasito em células
hospedeiras infectadas e tratadas ou ndo com melatonina foi quantificado em
microscépio 6Optico apos coloragdo com Giemsa. O indice de infeccdo em células
nao tratadas com melatonina foi crescente em relacdo ao tempo de infeccéo (Figura
2). Células tratadas com melatonina apresentaram indice de infeccéo
significativamente menor do que as sem tratamento, e reducdo expressiva apos 6

dias (Figura 2).
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Figura 2. indice de infeccdo de células LLC-MK2 infectadas por Toxoplasma gondii apos 24h,
48h e 6 dias de infeccdo, tratadas ou ndo com melatonina. O tratamento com melatonina reduz o
indice de infeccao. *Diferente significativamente pelo teste t de Student (P < 0,05)
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5.3. Apoptose (ensaio de TUNEL) de Toxoplasma gondii ap6és 48h de
tratamento com melatonina

Para avaliar os possiveis mecanismos de morte celular sofridos pelo parasito,
células LLC-MK2 infectadas por T. gondii, tratadas com melatonina foram
processadas para ensaio de TUNEL detectando possivelmente apoptose. Durante a
morte celular por apoptose ocorre aumento da atividade de endonucleases
fragmentando o DNA (Kyrylkova et al., 2012). A andlise demonstrou marcagao
positiva para DNA fragmentado em parte da populacdo de T. gondii indicando que o

tratamento com melatonina desencadeia apoptose (Figura 3).
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Figura 3. Imagens por contraste de interferéncia diferencial e fluorescéncia apds ensaio de
TUNEL de células infectadas por Toxoplasma gondii tratadas com melatonina. A. Imagem de
contraste de interferéncia diferencial (DIC) de células hospedeiras infectadas por T. gondii. B.
imagem de fluorescéncia de parasitos marcados positivamente para fragmentacdo de DNA (setas). C.
Sobreposicao das imagens de DIC e TUNEL.
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5.4. Microscopia eletrénica de varredura de células LLC-MK2 infectadas por
Toxoplasma gondii apds 48h de tratamento com melatonina.

Andlise dos parasitos através de microscopia eletronica de varredura
confirmou grande carga parasitaria nas células sem o tratamento com melatonina,
sendo possivel notar a integridade da morfologia do parasito e formacdo de
rosaceas apos 48h de infeccao (Figuras 4 A, C). Apés o tratamento com melatonina,
observou-se reducdo na carga parasitaria nas células LLC-MK2 e incapacidade de
formacdo de rosaceas (Figuras 4 B, D). Seis d apos a infeccdo das células sem
tratamento com melatonina observou-se aumento na carga parasitaria, quando
comparada a 48h de infeccéo, ocorrendo o rompimento das células hospedeiras e a
preservacdo da integridade morfolégica do parasito (Figuras 5 A, C). Apos
tratamento com melatonina, observa-se redugdo na carga parasitaria, com a

formacgé&o de vacuolos contendo somente um parasito (Figuras 5 B, D).
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Figura 4. Microscopia eletrbnica de varredura de células hospedeiras LLC-MK2 infectadas por
Toxoplasma gondii, tratadas ou ndo com melatonina, apds 48h. A e C. Imagens de células
hospedeiras ap6s 48h de infec¢do por T. gondii, sem tratamento com melatonina. B e D. Imagens de
células hospedeiras infectadas por T. gondii apds 48h de tratamento com melatonina.
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Figura 5. Microscopia eletrénica de varredura de células hospedeiras LLC-MK2 infectadas por
Toxoplasma gondii, tratadas ou ndo com melatonina, ap6s 6 dias. A e C. Imagens de células
hospedeiras apés 6 dias de infec¢céo por T. gondii, na auséncia do tratamento com melatonina. B e D.
Imagens de células hospedeiras infectadas por T. gondii apés 6 dias de tratamento com melatonina.
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5.5. Analise por microscopia eletrénica de transmissao de células LLC-MK2
infectadas por Toxoplasma gondii, apds 24h, 48h e 6 dias de tratamento com

melatonina.

Ap6s 24h de infeccdo sem tratamento os parasitos mantiveram-se viaveis
com sua ultraestrutura preservada (Figura 6 A). Células infectadas com parasitos
que foram tratadas com melatonina demonstram a presenca de parasito com
vacuolo e estruturas de mielina (Figura 6 B) ndo vistas em vacuolos parasitéforos de
células infectadas ndo tratadas. ApGs 48h de infecgcdo, células ndo tratadas com
melatonina apresentaram parasitos preservados, observando-se a formacdo de
rosaceas (Figura 7 A). Parasitos em células tratadas com melatonina apresentaram
degradagéo de sua membrana e extravasamento de seu citoplasma (Figura 7 B).
Seis d de infeccdo sem tratamento com melatonina revelou parasitos preservados
(Figura 8 A). Parasitos em células que passaram pelo tratamento com melatonina
durante 6 dias apresentaram vacuolo e deformacao de sua estrutura e alguns tinham
extravasamento do seu citoplasma, decorrente do rompimento de sua membrana
(Figura 8 B).
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Figura 6. Microscopia eletronica de transmisséo de células infectadas por Toxoplasma gondii
na auséncia e presenca do tratamento com melatonina apés 24h. A. Imagem de parasitos
intracelulares sem tratamento (controle). B Imagem de parasito apds tratamento apresentando
vacuolo evidente (seta) e a presenga de estruturas de mielina.

55



Figura 7. Microscopia eletronica de transmisséo de células infectadas por Toxoplasma gondii
na auséncia e presenca do tratamento com melatonina apés 48h. A. Imagem de parasitos
intracelulares sem tratamento (controle). B Imagem de estruturas intracelulares similares a parasitos
degradados ap6s tratamento (imagem ampliada em “inset”).
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Figura 8. Microscopia eletronica de transmissao de células infectadas por Toxoplasma gondii
na auséncia e presenca do tratamento com melatonina ap6s 6 dias. A. Imagem de parasitos sem
tratamento (controle). B. Imagem de parasitos com vacuolos (seta), possiveis granulos de
amilopectina (cabeca de seta) e com membrana plasmatica rompida apés 6 dias de infeccdo e
tratamento.
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5.6. Curva de sobrevivéncia ap0s tratamento com melatonina ou sulfadiazina
de camundongos Balb/C infectados por Toxoplasma gondii.

Camundongos Balb/C infectados com taquizoitos nédo tratados morreram no
6° dia de infeccdo (Figura 7, linha azul). Os animais tratados com melatonina foram
sacrificados no 10° dia de infeccdo para coleta dos érgaos (Figura 7, linha laranja).
Os animais tratados com sulfadiazina foram sacrificados no 10° dia apés a infeccao
(Figura 7, linha verde). Os camundongos tratados com melatonina ou sulfadiazina
apresentaram semelhanca no comportamento durante o tratamento, pois todos

estavam mortos no 10° dia de tratamento.
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Figura 9. Sobrevivéncia de camundongos infectados com Toxoplasma gondii durante
tratamento com melatonina ou sulfadiazina. Camundongos Balb/C infectados por T. gondii foram
tratados ou ndo com melatonina ou sulfadiazina. Camundongos controle infectados por T. gondii que
receberam PBS (linha azul) sucumbiram apés o 6° dia de infecgdo. O grupo tratado com sulfadiazina
(linha verde), sobreviveu por 10 dias ap0s o tratamento, assim como o grupo tratado com melatonina
(linha laranja) apds a infeccdo. No décimo dia de infeccdo os animais foram sacrificados. Controle
significativamente diferente dos tratados (P = 0,001).
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6. Discussao

A toxoplasmose é infeccdo causada por T. gondii e acomete cerca de 30% da
populacdo mundial (Tenter et al., 2000; Dubey, 2012; Grigg et al., 2015). O
tratamento de pacientes infectados utiliza sulfadiazina combinada a pirimetamina,
porém, ocorrem graves efeitos colaterais ao longo do tratamento (Campos et al.,
2014). Nestes casos, a administracdo de sulfadiazina e pirimetamina é reposta pelo
tratamento baseado no sinergismo entre espiramicina e clindamicina (Nye, 1979).
Para todos os casos o metabolismo de acido folinico no organismo hospedeiro é
afetado, sendo necesséria a administracdo concomitante de acido folinico. Portanto,
existe grande necessidade de novos tratamentos contra a toxoplasmose.

A melatonina € um horménio produzido pela glandula pineal que possui
funcdes fisioldgicas de extrema importancia, como a regulacdo do sono e da
pressédo arterial. No entanto, foi descrita recentemente a eficacia do tratamento com
melatonina em casos de infec¢cdo por Leishmania spp. (EImahallawy et al., 2014),
Plasmodium spp. (Srinivasan et al., 2010; Bagnaresi et al., 2012), e Trypanosoma
cruzi (Santello et al., 2007; Cardinali & Alvarez, 2011; Bagnaresi et al., 2012; Oliveira
et al., 2013). Nesse trabalho foi testado se a melatonina tem potencial anti-T. gondii.

Para avaliar a possivel atividade da melatonina realizou-se a infec¢do de
células LLC-MK2 com T. gondii e tratamento com esse composto. Inicialmente,
observou-se reducdo do crescimento do parasito em células tratadas com
melatonina. O resultado mais expressivo foi obtido ap6s 6 dias de tratamento, com
expressiva reducdo do indice de infeccdo. Células que ndo passaram pelo
tratamento demonstraram, além de elevados niveis de parasitos, grande quantidade
de células rompidas apos 6 dias de infeccdo. Células tratadas demonstraram
preservacdo de sua morfologia e presenca de vacuolos contendo pequena
guantidade de parasitos, alguns com somente um parasito. Em grande parte das
células ndo foi observada a presenca de parasitos. Portanto, o tratamento com
melatonina controlou a proliferacdo do parasito, indicando que a melatonina tem
potencial para atuar como terapia anti-toxoplasma.

Para analisar o possivel mecanismo de morte do parasito, realizou-se ensaio
para apoptose. A analise da infeccdo apOs o tratamento indicou ativacdo de

mecanismos de morte celular por apoptose em parte da populacdo de parasitos.
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Esses dados corroboram os ja descritos para Plasmodium spp. no qual foi
demostrado morte celular por apoptose apos tratamento com melatonina (Bagnaresi
et al, 2012). Isso sugere que a melatonina possa estar agindo de forma semelhante
em parasitos do filo Apicomplexa.

Andlises ultraestruturais foram realizadas para avaliar possiveis modificacfes
do parasito apds o tratamento com melatonina. Foi observada redugcdo no namero
de parasitos em células que foram tratadas e a presenca de vacuolos parasitoforos
com numero reduzido de parasitos. Apds 48h de tratamento, células controle
apresentaram rosaceas, enquanto que em células tratadas com melatonina essas
estruturas nao foram observadas. Esses resultados confirmam os dados obtidos por
microscopia oOptica, sugerindo que a melatonina tem potencial para tratamento anti-
T. gondii. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo permitiram a
visualizagdo de parasitos com membrana rompida, ocorrendo, por consequéncia, 0
extravasamento do seu citoplasma, assim como a presenca de alguns parasitos
viaveis ou em inicio de processo de rompimento de membrana. Estas caracteristicas
sao tipicas de morte celular por necrose secundaria, decorrente do processo de
apoptose. Como ja descrito para Trypanosoma cruzi (Menna-Barreto et al., 2009),
parasitos podem sofrer morte celular por diferentes mecanismos simultaneamente,
como apoptose, necrose e autofagia, o que justifica a ativagéo de diferentes tipos de
morte por T. gondii apds o tratamento com melatonina.

Experimentos in vivo foram realizados para avaliar a eficacia do tratamento de
camundongos infectados por taquizoitos de T. gondii. Os animais dos grupos
tratados tanto com sulfadiazina ou melatonina foram sacrificados no 10° dia de
infeccdo, sobrevivendo mais do que animais ndo-tratados. Como no caso da
infecgdo por T. gondii, camundongos infectados por T. cruzi e tratados com
melatonina mostraram reducdo na carga parasitaria durante as fases aguda e
cronica da doenca (Santello et al., 2007) e diminuicdo de atividade inflamatoria no
coracao (Oliveira et al., 2013). Em ambos os tratamentos os camundongos
apresentaram comportamento normal, sem nenhuma alteracdo fisioldgica. Estes
resultados indicam que a melatonina € capaz de aumentar a sobrevivéncia de
hospedeiros infectados por T. gondii, com a administracdo de concentragbes

menores de melatonina quando comparado ao tratamento atualmente utilizado.
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A fim de melhor entender o papel microbicida da melatonina durante a
infeccdo por T. gondii quando comparado a outras drogas, 0s proximos passos para
este trabalho sdo: (a) utilizar tratamento sinérgico com melatonina e os farmacos ja
utilizados no tratamento, como a sulfadiazina e a pirimetamina; (b) utilizar tratamento
sinérgico com melatonina e metalocomplexos, sendo estes formados pela
sulfadiazina com nucleos metélicos, produzidos na Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro.
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7. Concluséo

Os resultados obtidos demonstram que o tratamento com melatonina reduz a
carga parasitaria de T. gondii em células hospedeiras. Esta reducdo ocorre pela
morte do parasito por apoptose em parte da populacdo e também por necrose, com
preservacdo da célula hospedeira durante todo o tratamento. O tratamento com
melatonina, portanto, pode ser de grande eficacia no combate a infeccdo por T.
gondii.
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