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SANFELICE, Raquel Arruda da Silva. Efeito antiproliferativo de Pravastatina e
Sinvastatina sobre as Formas Taquizoitas de Toxoplasma gondii (cepa RH) em
Células HelLa. 2016. 75 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

Toxoplasmose, infecgdo causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, assume carater
grave em individuos imunocomprometidos e em casos de infecgdo congénita. Devido a
dificuldade no tratamento da toxoplasmose e toxicidade apresentada pelas drogas
convencionais, outros compostos vém sendo pesquisados como tratamento alternativo
para esta infeccdo, destacando-se entre eles as estatinas. As estatinas inibem os
processos de sintese do colesterol através da enzima hidroximetilglutaril-CoA (HMG-
CoA) redutase, bloqueando a conversdo do substrato HMG-CoA em mevalonato,
inibindo os processos iniciais da biossintese de isoprendides em humanos e no parasito.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade bioldgica da pravastatina e
sinvastatina isoladamente ou em associagdo com sulfadiazina e pirimetamina em
células HelLa frente a infeccédo pela cepa RH de Toxoplasma gondii. Células HelLa
(1x105) receberam infecgdo com taquizoitas de T. gondii (5x105) seguindo dois
protocolos diferentes de tratamento. Primeiramente, taquizoitas de T. gondii foram pré-
tratados por 30 minutos antes da infecgdo e no outro protocolo as células foram
primeiramente infectadas para posteriormente, serem tratadas por 24 horas. Apds os
ensaios fagociticos, avaliou-se a quantidade de taquizoitas aderidos as células, numero
de células infectadas e a quantidade de taquizoitas intracelulares. Além disso,
sobrenadantes de cultura foram coletados para dosagem de citocinas IL-6 e IL-17 por
citometric bead array (CBA). A fim de verificar a citotoxicidade dos farmacos em células
Hela, utilizou-se teste colorimétrico sal de tetrazdlio MTT(3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-
difeniltetrazélio; azul de tiazolilo), onde observou-se que nao houve citotoxidade para as
concentragoes testadas nesta linhagem celular. Em relagdo ao pré e pos-tratamento de
pravastatina e sinvastatina isoladas foi constatada diminuicdo nos processos de adeséo,
invasdo e proliferagcdo de T. gondii nas células. A secrecao de IL-6 e IL-17 nas células
HelLa aumentou apds infeccdo com taquizoitos de T. gondii, mas ao serem tratadas com
pravastatina e sinvastatina isoladas houve redugdo nos niveis destas citocinas. Ao
observar o efeito da pravastatina e sinvastatina associadas a sulfadiazina e
pirimetamina, tratamento convencional da toxoplasmose, foi verificada reducéo
significativa tanto nos processos de adesdo de T. gondii as células HelLa, quanto no
numero de células infectadas e principalmente no indice de proliferagcéo intracelular do
parasito nestas células, em todas as associagdes testadas. Portanto, concluimos que a
pravastatina e sinvastatina isoladas ou em associagdo com farmacos convencionais
apresentaram atividade anti-proliferativa. Neste contexto, nossos dados apresentaram-
se promissores para novos estudos com compostos testados no sentido de promover
buscas para o tratamento alternativo da toxoplasmose.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Células HelLa. Estatinas.



SANFELICE, RAQUEL ARRUDA DA SILVA. Antiproliferative effect of Pravastatin
and Sinvastatin on tachyzoites forms of Toxoplasma gondii (RH strain) in HeLa
cells. 2016. 75 p. Dissertacao (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade
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ABSTRACT

Toxoplasmosis, infection caused by the protozoan Toxoplasma gondii, takes severe form
in immunocompromised individuals and in cases of congenital infection. Due to the
difficulty in the toxoplasmosis treatment and the toxicity presented by conventional drugs,
other compounds have been studied as an alternative treatment for this infection,
standing out among them the statins. The statins inhibit cholesterol synthesis processes
by enzyme hydroxymethylglutaryl-CoA reductase (HMG-CoA reductase), blocking the
conversion of HMG-CoA to mevalonate substrate, inhibiting the initial processes of
isoprenoid biosynthesis in human and parasite. In this way, the aim of this study was to
evaluate the biological activity of pravastatin and simvastatin isolated or in association
with sulfadiazine and pyrimethamine in HelLa cells infected with Toxoplasma gondii RH
strain. HelLa cells (1x105) receive infection with T. gondii tachyzoites (5x10s) following
two different treatment protocols. First, T. gondii tachyzoites were pre-treated for 30
minutes prior to infection and the other protocol the cells were first infected for
subsequently, being treated for 24 hours. After the phagocytic tests, It was evaluated the
amount of tachyzoites adhered to cells, number of infected cells and intracellular
tachyzoites. In addition, the culture supernatants were collected for determination of IL-6
and IL-17 by citometric bead array (CBA). In order to check the cytotoxicity of drugs in
HelLa cells, it was used the colorimetric assay MTT tetrazolium salt (3- [4,5-
dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyl tetrazolium bromide; thiazolyl blue) in which no
cytotoxicity to tested concentrations was observed in this cell line. Regarding the pre-
and post-treatment of isolated pravastatin and simvastatin, it was found a decrease in
adhesion, invasion and proliferation processes of T. gondii in the cells. The secretion of
IL-6 and IL-17 by HeLa cells increased after the infection with T.gondii tachyzoites, but
when treated with isolated pravastatin and simvastatin there was a reduction in the levels
of these cytokines. When observed the effect of pravastatin and simvastatin associated
with sulfadiazine and pirimetamine, the toxoplasmosis conventional treatment, a
significant reduction was observed in both T. gondii processes of adhesion to HeLa cells,
and in the number of infected cells, especially on the index of intracellular parasite, in all
associations tested. Therefore, we conclude that isolated pravastatin and simvastatin or
in association with conventional drugs showed anti-proliferative activity. In this context,
our data demonstrated to be promising for further studies with tested compounds to
promote the search for alternative treatment of toxoplasmosis.

Keywords: Toxoplasma gondii. HeLa cells. Statins.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma das zoonoses mais conhecidas mundialmente
(ELSHEIKHA, 2008), sendo considerada um problema de saude publica, pois desenvolve
um quadro preocupante em pacientes imunocomprometidos e em casos de infeccdo
congénita. Excluindo tais condicdes, a doenca geralmente cursa de forma assintomatica
ou benigna em cerca de 90% dos casos (DUMETRE et al., 2008; CENCI-GOGA et al.,
2011; CDC, 2015).

A toxoplasmose ocorre em dois estagios: fase aguda e fase crénica. Na
fase aguda ha predominio de taquizoitos, que se multiplicam rapidamente e invadem
novas células, diferente da fase crbénica ha o predominio de cistos teciduais contendo
bradizoitas no seu interior (DUBEY; JONES, 2008; CENCI-GOGA et al., 2011).

Quando a infeccdo é sintomatica, podem ser observadas manifestacdes
caracteristicas de fase aguda da infeccdo, como febre, mialgia, astenia, cefaléia e
linfadenopatia; apesar de raras € possivel a ocorréncia de encefalite, hepatite e
pneumonia (ELSHEIKHA, 2008; ATILLA et al, 2015). No entanto, nos individuos
imunocomprometidos, as manifestacdes quase sempre ocorrem como resultado da
reativacdo de cistos pré-existentes. Neste contexto, os bradizoitas voltam ao estagio de
taquizoitos, podendo o paciente evoluir para 6bito (DUBEY; JONES et al., 2008; MUNOZ;
LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

Além da infeccdo toxoplasmica primaria, pode ocorrer transmissao
transplacentaria do parasito por reativagcdo da doenca materna cronica causada por
alguma disfuncéo imunoldgica (REMINGTON et al., 2001; KODJIKIAN, 2010). Infeccbes
anteriores a gestacdo oferecem um risco muito pequeno para o feto, caso ocorram no
minimo trés meses antes da concepcdo (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Uma gestante
imunocompetente e com infecgéo crénica ndo apresenta risco significativo de transmitir a
infeccdo para o feto (SENSINI, 2006), mas em raros casos, pode ocorrer, em
consequéncia a reativacdo de infeccdo (VALDES et al., 2011) ou reinfecgéo por cepas de
diferentes gendtipos (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009).

A transmisséo vertical da toxoplasmose ocorre em 20 a 50% dos casos de
primo infeccdo. Criangas infectadas podem apresentar microcefalia, hidrocefalia,

calcificacdo intracranial e coriorretinite, além de retardamento mental e psicomotor
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(ELSHEIKA, 2008; CARLIER et al., 2012).

Estudos experimentais em diferentes espécies de roedores revelaram que
0S mecanismos de transmissdo e intensidade das lesdes resultantes de toxoplasmose
congénita dependem do tempo de gestacao, do sitio de infeccdo e da cepa do parasito
(FERRO et al., 2002; GRUJIC et al., 2005; COSTA et al., 2009).

A probabilidade de haver infeccéo fetal quando a primo infeccdo materna
ocorre no periodo preconcepcao é de 1%, entretanto se a gestante adquire a infec¢do no
primeiro ou segundo trimestres gestacionais, a possibilidade da transmisséo vertical esta
entre 10-20%, porém o comprometimento fetal € mais grave podendo ocasionar aborto.
Caso a infeccdo ocorra no terceiro trimestre a possibilidade da infeccéo fetal situa-se
entre 60-90% mas o comprometimento fetal € menor (MONTOYA; LIESENFELD, 2004;
KODJIKIAN, 2010).

Casos de comprometimento ocular podem ocorrer durante a fase aguda
ou muitos anos apés a doenca sistémica, sendo o intervalo de laténcia muito variavel.
Isso torna dificil o diagndstico da toxoplasmose ocular pés-natal, jA que 0s casos com
comprometimento ocular na fase inativa da doenca podem ser confundidos com infecgéo
congénita de aparecimento tardio (CORDEIRO et al., 2010). Segundo Frenkel (1949), a
recorréncia da retinocoroidite em pacientes com cicatrizes na fase crénica é atribuida a
persisténcia do estagio latente de infeccdo nos pseudocistos que, quando rompidos,
liberam material antigénico. A retinocoroidite é considerada o sinal clinico mais frequente
na toxoplasmose crbnica em pacientes assintomaticos, além disso a infeccdo ocular
causada por este protozoario é a maior causa de retinocoroidite, catarata, estrabismo ou
nistagmo e até mesmo cegueira total (SILVEIRA et al., 2015).

A prevencao da toxoplasmose € baseada em programas de educacao e
saude publica recomendado, principalmente as gestantes, que evitem contato com
materiais potencialmente contaminados, como carnes cruas ou mal cozidas, frutas e
verduras ndo higienizadas corretamente (BOJAR; SZYMANSKA, 2010). E prudente que a
gestante soropositiva para toxoplasmose também seja orientada a respeito das medidas
profilaticas que devem ser adotadas (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009).

A toxoplasmose apresenta maior incidéncia em locais quentes, areas
tropicais de baixas latitudes e de clima seco ou regides montanhosas. Aproximadamente
25% da populagdo humana global encontra-se infectada pelo parasito (PETERSEN, 2007,
ELSHEIKHA, 2008; GOODSON; DON WINSLOW, 2013).

Existem diferencas consideraveis nos indices de prevaléncia mundial da
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toxoplasmose devido a fatores como populacdo de gatos existente em determinada
regido, condicdes climaticas, habitos higiénicos e culturais (MONTOYA; LIESENFELD,
2004; BOYER et al., 2005), condi¢cdes socioecondmicas (PETERSEN, 2007) e fatores
genéticos do hospedeiro (PEYRON et al., 2003; ELSHEIKHA, 2008; DUBEY et al., 2012).

A elevada prevaléncia da toxoplasmose na Franca e Italia é atribuida ao
consumo excessivo de carne crua ou mal cozida e na América Central, assim como em
outros paises em desenvolvimento, os indices de prevaléncia da infeccdo variam de 50 a
80% e devem-se principalmente as condi¢cdes socio-econdmicas e ao clima propicio a
sobrevivéncia do parasito (ELSHEIKHA, 2008; FURTADO et al.,, 2011; SAADATNIA;
GOLKAR, 2012).

Com relacdo a toxoplasmose congénita, a prevaléncia varia de 10,3%
para 75,2% em diferentes paises, como China, Coréia, Tanzénia e Franca (LIU et al.,
2009). Ja no Brasil, a incidéncia da toxoplasmose congénita varia de 0,3 a 5,0 a cada
1000 nascimentos (REMINGTON et al., 2001; LOPES-MORI et al., 2009; DUBEY, et al.,
2014; CAPOBIANGO et al., 2014).

1.2. Aspectos morfo-biolégicos de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii, agente etiol6gico da toxoplasmose, é um protozoario
intracelular obrigatério, capaz de infectar células nucleadas de aves, répteis, anfibios e
mamiferos, inclusive humanos (LAVINE; ARIZABALAGA, 2007; CENCI-GOGA et al.,
2011). Este parasito pertence ao filo Apicomplexa e a familia Toxoplasmatidae (DUBEY et
al., 2012).

Este protozoario foi descrito em coelhos no Instituto Biolégico de Sao
Paulo (SPLENDORE, 1908) e no Instituto Pasteur de Tunis, em um roedor do norte da
Africa, o Ctenodactylus gondii, que originou o nome da espécie (PFEFFERKORN, 1990).

Morfologicamente, T. gondii se assemelha as demais células eucarioticas,
com presenca de nucleo, mitocondrias, complexo golgiense, lisossomos e reticulo
endoplasmatico. O parasito possui forma alongada com as extremidades arqueadas,
lembrando o formato de uma banana (REMINGTON et al., 2001; ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012). Além de organelas tipicas de organismos eucariontes, T. gondii apresenta

organelas caracteristicas, especialmente envolvidas com o0s processos de adesédo e
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invasdo do parasito a célula hospedeira tais como micronemas, roptrias e granulos
densos (BLADER; SAEIJ, 2009; BOUCHUT et al., 2014).

A adesdo de T. gondii a célula hospedeira € inicialmente mediada por
proteinas de superficie do parasito, denominadas comumente de antigenos de superficie
(SAGs) (POLLARD et al., 2008; BARRAGAN; BROSSIER; SIBLEY, 2005). ApOs esse
primeiro contato do parasito com a célula hospedeira, 0 parasito aumenta seus niveis
intracelulares de calcio por mecanismos ainda nédo totalmente conhecidos induzindo a
secrecdo de proteinas derivadas das micronemas (BLADER; SAEIJ, 2009; HUNTER;
SIBLEY, 2012).

Atualmente se conhece 20 tipos de proteinas secretadas pelas
micronemas (ZHOU et al., 2005; BLADER; SAEJI, 2009), sendo a proteina de micronema
tipo 2 (MIC-2) a melhor estudada até o momento. Barragan, Brossier e Sibley (2005)
demonstraram que a MIC-2 de T. gondii se liga a ICAM-1 da célula hospedeira, permitindo
ao parasito migrar até os tecidos imunologicamente privilegiados, como cérebro, retina e
placenta, utilizando-se de uma via paracelular. Esse tipo de deslocamento parasitario
permite a invasao de novos tecidos e, consequentemente, a disseminacao mais rapida do
parasito no organismo hospedeiro (BARRAGAN; BROSSIER; SIBLEY, 2005; ROBERT-
GANGNEUSE; DARDE, 2012).

Logo apds a adesdo de T. gondii na célula hospedeira, o parasito inicia
um movimento especifico e dependente de actina e miosina denominado “gliding”,
fundamental para a entrada do parasito na célula (BLADER; SAEIJ, 2009).
Posteriormente, ocorre a liberacdo de proteinas derivadas das roptrias (ROPs) atuando
no transporte do parasito para o interior da célula hospedeira (STRAUB et al., 2009).
Dziadek, Dziadek e Dlugonska (2007) demonstraram um novo atributo das roptrias, ao
relatar que ROP-2 e ROP-4 ligam- se a lactoferrina humana, como um fenémeno capaz
de influenciar no processo de adesdo do parasito a célula hospedeira e posterior
replicacdo intracelular.

Os granulos densos presentes na membrana do parasito sdo organelas
que descarregam seu conteudo proteico dentro do vacuolo parasitéforo apos a invasao.
As proteinas dos granulos densos (GRA-1 a GRA-9) possuem diferentes pesos
moleculares e permanecem solGveis no limen do vacuolo parasitéforo ou associadas a
ele, garantindo uma fonte de nutricdo e impedindo a ligacdo de lisossomos ao vacuolo
(CARRUTHERS, 2002). Estudos revelaram que T. gondii usa GRA-7 para redirecionar o
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transporte de nutrientes da célula hospedeira em direcdo ao lumen do vacuolo
parasitéforo (COPPENS et al., 2006; DESHPANDE et al., 2013). Este processo se da pelo
redirecionamento dos microtibulos e filamentos intermediarios da célula hospedeira,
garantindo que as organelas do hospedeiro se concentrem nos arredores do vacuolo
parasitéforo (BLADER; SAEIJ et al., 2009).

Além das organelas supracitadas, parasitos pertencentes ao filo
Apicomplexa, possuem um plasto secundario nao-fotossintético delimitado por cinco
membranas conhecido como apicoplasto. Trata-se de uma organela homéloga aos
cloroplastos de plantas. Acredita-se ter surgido por meio de uma endossimbiose de
células de algas vermelhas que ja haviam incorporado uma cianobactéria (HORBACH,;
SAHM; WELLE, 1993; Mc FADDEN, 2011). Suas caracteristicas sdo semelhantes aos
seus ancestrais procarioticos, com genoma circular, descrito por Piet Borst e
colaboradores (1984), o qual assume uma configuracao de cruz, explicado pela presenca
de repeticbes de sequéncias invertidas, que é marca registrada do DNA dos plastos
(WILLIAMSON et al., 1985).

As membranas do apicoplasto constituem um local importante para o
transporte de fontes de carbono usadas nas vias de biossintese, tais como triose - fosfato
e fosfoenolpiruvato. Elas sé@o translocadas através de um transportador de fosfato do
apicoplasto (APT), o qual € um membro da familia de transportadores de fosfato de
plastos. T. gondii possui um desses transportadores, o APT1, nas membranas de seu
apicoplasto onde a ablacdo do gene desse transportador resulta na morte imediata do
parasito (LIM et al., 2010; SEEBER; SOLDATI-FAVRE, 2010; Mc FADDEN, 2011).

As funcbes do apicoplasto consistem em fornecer metabdlitos para a
célula, além de ser local de uma série de vias de biossintese, dentre elas, a biossintese
de acidos graxos do tipo Il (FASII), a via 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (via DOXP) para
sintese de isoprendides e sintese de precursores heme (QIDWAI, KHAN, 2012;
COPPENS, 2013).

A via DOXP foi primeiramente descoberta nos cloroplastos de plantas e
algas. Essa via é caracterizada por diferir da via classica do mevalonato, presente em
animais e fungos, por utilizar um grupo de enzimas totalmente diferentes (SEEBER;
SOLDATI-FAVRE, 2010; Ll et al., 2013).

A via DOXP ¢ iniciada pela condensacao do piruvato com o gliceraldeido-
3-fosfato e consiste em sete reagdes cataliticas, que levam a sintese de IPP (isopentenil

pirofosfato) e seu isbmero DMAPP (dimetilanil pirofosfato). A sintese de IPP é essencial
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para a sobrevivéncia de taquizoitos de T. gondii (SEEBER; SOLDATI-FAVRE, 2010;
COPPENS, 2013). E embora este parasito seja apto a produzir isoprendides por via
propria, estes também podem adquirir estes compostos a partir do metabolismo do
hospedeiro que os sintetiza a partir da via do mevalonato (LI et al., 2013).

Estudos farmaco-genéticos recentes demonstraram que o apicoplasto é
uma organela essencial para 0s organismos que O apresentam, uma vez que, sua
eliminacdo bem como a interferéncia em seu genoma promove a morte do parasito
(QIDWAI; KHAN, 2012; DE ROCHER et al., 2012). Por estes fatores e também por diferir
das rotas metabdlicas caracteristicas de humanos, o apicoplasto tem se mostrado

importante alvo para a terapéutica de parasitos pertencentes ao filo Apicomplexa.

1.3. Formas evolutivas e ciclo biol6gico de Toxoplasma gondii

T. gondii possui trés formas evolutivas distintas conhecidas por sua
infectividade: taquizoitos, bradizoitas e esporozoitas.

Taquizoitos € a forma com caracteristica de rapida proliferacdo. Possui
estrutura arqueada, medindo aproximadamente 6 pm de comprimento por 2 pm de
largura. O polo anterior € mais afilado e compreende o complexo apical composto por
roptrias, micronemas, condide e anel polar. Os taquizoitos sédo vulneraveis aos fatores de
defesa do hospedeiro produzidos pelo sistema imunoldgico e sdo estudados como alvos
preferenciais para a escolha, acdo e desenvolvimento de medicamentos (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010).

Taquizoitos séo tipicos da fase aguda da infeccdo, ndo possuem
predilecdo por células ou 6rgéos especificos. Sdo capazes de infectar células fagociticas
ou nao através de um processo que requer energia. Eritrécitos podem ser infectados, no
entanto, nestes o desenvolvimento do parasito ndo ocorre. ApOs a invasdo na ceélula
hospedeira, os taquizoitos se multiplicam dentro dos vacuolos parasitéforos a cada quatro
horas aproximadamente, formando rosetas. Com a ruptura celular pelo intenso
parasitismo, as formas invadem outras células ou sédo fagocitadas (REMINGTON et al.,
2011).

O termo bradys (lento em grego) foi empregado por Frenkel (1973) para
descrever o organismo que se multiplica lentamente no interior de uma célula hospedeira.

Desta forma, alguns taquizoitos ao penetrarem nas células hospedeiras, proliferam



© 00 N o ok~ W N e

W W W W WN RN DNNDNDDRNNDNDRNDNDRNDR PR P PR R P PR R, e
E WO N P O © © N o 00 b W NP O © 0 N O 0l b W N B O

18

lentamente, desenvolvendo um metabolismo mais lento, formando o cisto tecidual
contendo bradizoitas que morfologicamente diferem pouco dos taquizoitos. Estes cistos
podem atingir 300 um com até 3000 bradizoitas no seu interior. Tais cistos podem estar
presentes em qualquer tecido do hospedeiro, porém sdo mais frequentes nos musculos
esquelético e cardiaco, tecido nervoso e regido ocular (NISHIKAWA et al., 2011;
SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010). A ruptura de elevado numero de cistos é
considerada a expressdo de reativacdo da infeccdo com subsequente liberacdo dos
bradizoitas e sua diferenciacdo para taquizoitos, que proliferardo na vigéncia de
imunossupressao (REMINGTON et al., 2011).

Oocisto é a forma de resisténcia encontrada no ambiente, a qual contém
esporozoitas, podendo contaminar agua, solo e alimentos (AMENDOEIRA, 1995).
Oocistos contendo esporozoitas representam um estagio parasitario altamente infeccioso.
Estes sdo excretados nas fezes dos felinos apos a reproducdo sexual no intestino desses
animais (KASPER; BOOTHROYD, 1993) e liberados ainda imaturos (bilhdes diariamente)
junto com as fezes. Os oocistos nao esporulados sdo ovais e depois de esporulados ou
maduros sdo elipticos e medem de 11 a 14 pm. Dependendo da temperatura e
oxigenacdao, a esporulacdo ocorre em dois ou trés dias, podendo permanecer viaveis por
meses ou anos, conforme condicbes de temperatura (-20°C a 37,5°C) e umidade
(REMINGTON et al., 2001; MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

O ciclo biolégico de T. gondii se processa em duas fases distintas:
assexuada por endodiogenia e sexuada. Os felideos dos géneros Felis e Lynx sdo os
hospedeiros definitivos onde os protozoarios se desenvolvem a etapa assexuada
(merogonia), e também apresentam uma etapa sexuada (gamogonia) do ciclo. Ja os
outros animais, como mamiferos e aves, possuem apenas o ciclo assexuado do parasito
e sdo, portanto, considerados hospedeiros intermediarios (DUBEY et al., 2012).

Os felideos podem se contaminar ao ingerir cistos teciduais contendo
bradizoitas, oocistos maduros ou taquizoitos, iniciando a fase enteroepitelial do ciclo no
epitélio do intestino delgado desses animais (KAWAZOE; MINEO: IN NEVES, 2011).
Esses sdo 0s Unicos animais capazes de eliminar oocisto de T. gondii nas fezes. Essa
eliminacdo ocorre de trés a dez dias ap0s a ingestao de cistos teciduais, 18 dias apés
ingestdo de oocistos e 13 dias apds ingestdo de taquizoitos. Quando ha ingestdo de
taquizoitos ou oocistos, cerca de 30% dos gatos passam a eliminar oocistos, no entanto,
aproximadamente 100% dos gatos passam a eliminar oocistos apO0s ingerirem cistos
teciduais (ELSHEIKA, 2008; DUBEY et al., 2012).
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O ciclo induzido pela ingestédo de bradizoitas é o mais conhecido. Apés a
ingestdo de cistos teciduais pelos felideos, inicia-se a fase assexuada do ciclo. A parede
do cisto é digerida por enzimas proteoliticas no estbmago desses animais, promovendo a
liberacdo de bradizoitas que penetram nas células do intestino. Nas células epiteliais do
intestino, h& o inicio da etapa assexuada do ciclo, na qual os parasitos comecam a se
multiplicar por meio do processo de endodiogenia (merogonia). Ha entdo a formacéo de
merozoitos no interior do vacuolo parasitoéforo, esse conjunto recebe o nome de
esquizonte maduro (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; DUBEY, 2004).

A etapa sexuada do ciclo se inicia quando ocorre o rompimento da célula
infectada com consequente liberacdo dos merozoitos. Estes penetram em outras células
epiteliais e se diferenciam em formas sexuadas masculinas e femininas, que apos a
maturacdo formam os gametas femininos iméveis (macrogametas) e masculinos moveis
(microgametas). Os microgametas saem das células e fecundam o macrogameta,
presente em outras células. Depois da fertilizacdo ha formacédo de uma parede externa
envolvendo o zigoto, dando origem ao oocisto imaturo que é liberado para o meio junto
com as fezes dos felideos. No ambiente com condicdes ideais de temperatura e umidade
tornam-se esporulados, infectantes (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; HUNTER;
SIBLEY, 2012).

Os hospedeiros intermediarios, como o0 homem, por exemplo, adquirem a
infeccdo pela ingestdo de oocistos presentes em agua e alimentos contaminados, pela
ingestdo de cistos teciduais presentes em carnes cruas ou mal cozidas, pela ingestao de
taquizoitos que podem estar presentes em liquidos biolégicos (saliva, leite, esperma); ou
ainda, transplantes de 6rgaos e infec¢des transplacentarias (KODJIKIAN, 2010; CENCI-
GOGA et al.,, 2011; HUNTER; SIBLEY, 2012). Ocorrendo o contato com o parasito, este
sofre intensa multiplicacdo e penetra em varias células do hospedeiro, local onde o
parasito forma o vacuolo parasitéforo e se multiplica por endodiogenia formando novos
taquizoitos. Estes rompem as células parasitadas e infectam outras células como
demonstrado na figura 1 (HUNTER; SIBLEY, 2012).
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Figura 1. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii: O hospedeiro definitivo possui 0 desenvolvimento sexuado
ocorrendo nas células do intestino delgado, gerando como processo final oocistos. Estes contaminam o
meio ambiente e apds a esporulacdo podem infectar grande nimero de hospedeiros por meio da ingestao
de alimento ou agua. Nos hospedeiros intermediarios, ocorre apenas o desenvolvimento assexuado de T.
gondii, iniciando a fase aguda seguida da fase cronica com formacédo de cistos teciduais, localizados
principalmente no cérebro e outros 6rgdos em pacientes imunocomprometidos, além da infeccdo congénita
(HUNTER; SIBLEY, 2012).

1.4. Cepas e polimorfismo genético de Toxoplasma gondii

Cepas de T. gondii estdo amplamente distribuidas na natureza (DUBEY;
SU, 2009). Os primeiros estudos com cepas foram realizados por regides geograficas e
numericamente restritos. Analises moleculares de isolados dispersos principalmente na
Europa e Estados Unidos, mostram que a maioria das cepas apresenta um padréo
genético clonal e sédo pertencentes a um dos trés genotipos designados como tipo I, Il e 111
(SIBLEY; AJIOKA, 2008; STUTZ et al., 2012).

As cepas do tipo | (RH, BK e VEL) estdo relacionadas a uma alta
viruléncia em camundongos e causam rapida mortalidade no hospedeiro. A cepa RH foi

isolada em 1939 de uma crianca com quadro letal de encefalite toxoplasmica (SABIN,
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1941) sendo utilizada como padrdo na comparagdo entre cepas. Em camundongos € letal
com uma dose minima de taquizoitos (DUBEY et al., 1999; DARDE, 2008). Em humanos
esta cepa causa doencas oculares graves (VALLOCHI et al., 2005; COMMODARO et al.,
2009).

Cepas do tipo I, como ME-49 que foi originalmente isolada da
musculatura de carneiro em 1965, sao cistogénicas ou de baixa viruléncia (SUZUKI et al.,
1988). As cepas do tipo Il sdo predominantes em isolados de pacientes com AIDS e
encefalite toxoplasmica e também se relacionam aos casos de reativacdo da infeccao
cronica em humanos e infeccbes congénitas (AJZENBERG; COGNE; PARIS, 2002;
SIBLEY et al., 2009).

As cepas do tipo Il (VEG, M-7741) associam-se as infeccbes animais e
sao responsaveis por infec¢cdes brandas e assintomaticas (KIM; WEISS, 2004; SIBLEY et
al., 2009).

Desta forma, a patogenicidade de T. gondii estd estreitamente
relacionada a viruléncia da cepa e a espécie hospedeira (PENA et al., 2008). Estudo
realizado em Uberlandia, no estado de Minas Gerais permitiu o encontro de dois isolados
em amostras provenientes de coracdo de galinha caipira (Gallus gallus domesticus)
(SALOMAO, 2007). Posteriormente Franco e colaboradores (2015) denominaram estas
cepas de TgChBrUD1l e TgChBrUD2, onde demonstraram que a cepa TgChBrubD2
apresenta similaridade com a cepa tipo I, enquanto TgChBrUD1 possui similaridades
genéticas com a cepas tipo Il. Estes isolados foram capazes de provocar diferencas na
infeccdo e tempo de rompimento das células. TgChBrUD1 possui multiplicacdo lenta em
relacdo & TgChBruD2.

Nos dUltimos anos, estudos sobre os polimorfismos genéticos e
caracterizacdo genotipica de isolados de T. gondii em amostras de diferentes espécies de
animais e humanos de paises distintos revelam a diversidade genética deste parasito
(DUBEY et al., 2007; PENA et al., 2008; KHAN et al., 2011). Pela anélise de PCR-RFLP
do lécus SAG2 (que codifica o antigeno de superficie p22), os isolados encontrados na
Ameérica do Norte e Europa apresentam alelos tipicos das cepas tipo |, 1l e lll, sendo que a
cepa predominante é do tipo Il (SIBLEY et al., 2009). Porém, em isolados oriundos de
outras regibes do mundo, além de Europa e Estados Unidos, observa-se alta
porcentagem de genaotipos atipicos ou recombinantes, sugerindo que a populagéo de T.
gondii seria altamente diversa nessas regides (DUBEY et al.,, 2007; SIBLEY; AJIOKA,

2008). Estes resultados corroboram com a pesquisa de Dubey e colaboradores (2007),
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que demonstrou que as cepas de T. gondii do Brasil e Colémbia sdo biolégica e
geneticamente diferentes daquelas da América do Norte e Europa.

Acredita-se que a amplitude geografica e a grande biodiversidade da
fauna do Brasil possam contribuir para essa maior variabilidade genética das cepas
brasileiras de T. gondii e que influenciam diretamente na manifestacao clinica da doenca
(DARDE, 2008; KHAN et al., 2011).

1.5. Resposta imune e diagndstico da toxoplasmose

O controle da infeccéao por T. gondii ocorre principalmente pela imunidade
celular, permitindo que o sistema imune do hospedeiro controle a replicacdo do parasito
(LINDBERG; FRENKEL, 1977; SCHLUTER et al., 1991). A imunidade mediada por
células é predominante durante a primeira infecgdo, quando macrofagos, linfécitos T,
células — Natural Killers (NK) e leucécitos polimorfonucleares séo funcionalmente ativos
em hospedeiros imunocompetentes (DENKERS; GAZZINELLI, 1998).

Quando estabelecida a resposta imune mediada pelas células da
imunidade inata e o consequente processamento antigénico no interior de células
apresentadoras de antigenos (APC) como os macréfagos, os linfécitos tornam-se ativados
e passam a secretar citocinas especificas. IFN-y (Interferon Gama) € uma potente citocina
ativadora de macrofagos, que quando ativados produzem Oxido nitrico (NO) permitindo
acao toxica contra o parasito (MILLER et al., 2009; PIFER; YAROVINSKY, 2011). O éxido
nitrico (NO) possui importantes papéis em diversos processos fisiologicos e respostas
inflamatérias, promove o relaxamento da musculatura do endotélio, regulacdo do sistema
vascular, além de atuar no reparo tecidual, também promove vasodilatacdo, angiogénese,
re-epitelizacéo e deposicao de colageno (WITTE; BARBUL, 2002; KAPOOR; APPLETON,
2005). No organismo, o Oxido nitrico € produzido pela oxidacdo da L-arginina em L-
citrulina, reacédo catalisada pelas enzimas NO sintases (NOS) (SHARMA et al., 1992).
Nessa familia estdo incluidas trés isoformas dessa enzima: a endotelial (eNOS), a
neuronal (NNOS) e a induzida (INOS). Segundo Moncada (1991) a INOS nao é expressa
sob condi¢des normais, € induzida por citocinas e endotoxinas, sendo produzida em uma
variedade de células, incluindo macroéfagos, linfécitos T, células endoteliais, midcitos,
hepatdcitos, condrdcitos, neutrdéfilos e plaquetas.

Altas concentra¢cdes de NO sé&o produzidas em resposta a citocinas como

IFN-y, TNF-a e IL-1B durante as infeccbes parasitarias (BRUNET, 2001). Em infeccdes



© 00 N o ok~ W N e

W W W wWwWwRDNDDNDDNDDNDRDDNDNRNDRDR R B B B B B B B
E O N P O © 0 N o 0o & NP O © 0 ~N o ol W N BB O

23

por T. gondii, NO pode matar diretamente formas taquizoitos inibindo enzimas
mitocondriais e nucleares (BRUNET, 2001). Contudo, essa producdo de NO pode ser
danosa ao hospedeiro, contribuindo com o aumento da patologia induzida por citocinas
inflamatérias (MILLER et al., 2009).

Como células apresentadoras de antigenos produzem altos niveis de IL-
12 em resposta a alguns antigenos liberados por taquizoitos, essa interleucina estimula
células NK a produzir e secretar altos niveis de IFN-y, o qual induz a diferenciacdo de
linfécitos T CD4* na subpopulacdo Thl, predominante no curso da infeccdo por
Toxoplasma (ABBAS; LICHTMAN, 2003), no qual citocinas como IFN-y atuam
favorecendo a conversao de taquizoitos em bradizoitas, além de impedir a ruptura de
cistos teciduais, e consequentemente inibe a reativacdo do parasito no hospedeiro
(DENKERS et al., 1997; WANG; KIKUCHI; SUZUKI, 2004). A ativacdo de macréfagos
cerebrais por IFN-y e TNF-a (Fator de Necrose Tumoral alfa) consiste em um mecanismo
de defesa do cérebro contra T. gondii (MILLER et al., 2009; SILVA; LANGONI, 2009;
MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

Ja a IL-2, citocina pré-inflamatéria, auxilia no recrutamento de novos
linfécitos TCD4* promovendo a ativacdo de células TCD8* ou células citoliticas, que
produzem enzimas proteoliticas (granzimas e perforinas), capazes de romper a
membrana de parasitos livres ou células infectadas pelo mesmo (SUBAUSTE; KONIARIS;
REMINGTON, 1991). Além da subpopulacdo Thl, a subpopulacdo de linfécitos Th1l7
também parece ter papel importante na resposta imune contra T. gondii. IL-17 € a
principal citocina responsavel pelo recrutamento e desenvolvimento de neutrofilos, os
quais eliminam grande quantidade de parasitos durante as fases iniciais de infeccao. A
deficiéncia de IL-17 em camundongos mostrou atividade inicial anti-T. gondii prejudicada,
levando a incapacidade da resposta imune adaptativa em controlar a carga parasitaria e
subsequente, aumento da mortalidade (KELLY et al., 2005; GUITON et al., 2010). Além
disso, IL-17 estimula a producéo de IL-6 que em associacdo com o Oxido nitrico, amplifica
a resposta inflamatéria local em sinergia com outros mediadores (AFZALI et al., 2007).

A resposta imune humoral ao T. gondii apresenta atuacdo menos direta
no controle da infeccdo. A classe de anticorpos IgM € a primeira a aparecer no inicio da
infeccdo pelo parasito. Esses anticorpos séo tipicos da fase aguda ou recente, todavia,
podem permanecer detectdveis no soro humano por anos, se usadas técnicas de alta
sensibilidade (TAKAHASHI; ROSSI, 1997). Anticorpos IgG sdo caracteristicos da fase
cronica da toxoplasmose. Suas fungdes incluem a citotoxicidade dependente de
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anticorpo, quando receptores para a por¢cado Fc de IgG esta presente na superficie celular
de macrofagos e células NK e a ativacdo da via classica do sistema complemento. Esses
anticorpos alcancam um titulo maximo e declinam gradualmente em alguns meses a anos
(FILLISETTI; CANDOLFI, 2004).

A deteccédo de diferentes perfis de anticorpos é importante no diagnostico
da toxoplasmose. O diagnostico da toxoplasmose pode ser clinico ou laboratorial. O
diagndstico clinico ndo é facil de se realizar pois 0os casos agudos podem ser apenas
febre, cansaco e linfadenopatia evoluindo para a forma crénica. Geralmente a
toxoplasmose é assintomatica ou entdo se assemelha a outras doencas, sendo assim a
suspeita clinica devera ser confirmada por meio de diagndéstico laboratorial, que é mais
frequente por meio de testes soroldégicos que indicam a presenca de anticorpos
circulantes caracterizando a fase da infeccdo (GOODSON; DON WINSLOW, 2013).

A reacao imunofluorescéncia indireta, € um dos testes de referéncia para
toxoplasmose, sensivel e seguro para a diagnéstico da infeccéo, podendo ser usado tanto
na fase aguda (com presenca de anticorpos da classe IgM) quanto na fase crénica
(presenca de anticorpos da classe IgG) da doenca. Este diagnéstico pode ser detectado
com oito a dez dias apds o inicio da infeccdo humana, os anticorpos especificos ja podem
ser detectados e, dependendo de suas caracteristicas imunoquimicas, podera indicar a
toxoplasmose aguda (EMELIA et al., 2014).

O teste Imunoenzimatico ELISA é um dos mais utilizados. Este permite
desde uma simples triagem inicial da toxoplasmose até a determinacdo da fase de
infeccdo com alta eficiéncia (GOODSON; DON WINSLOW 2013; EMELIA et al., 2014).
Vale ressaltar a importancia do ELISA-avidez no diagnéstico. O teste de avidez de
anticorpos IgG analisa a forca de ligacdo do complexo formado antigeno-anticorpo. Na
fase aguda da doenca, uma vez que a sintese de anticorpos é recente, a ligacdo do
complexo antigeno-anticorpo € facilmente dissociavel, concluindo que a IgG tem reduzida
avidez pelo antigeno. Ja na fase cronica, formam-se complexos antigeno — anticorpo de
dificil dissociacdo, representando resultado com IgG de elevada avidez (LEAO;
MEIRELES-FILHO; MEDEIROS, 2004; TANIMURA et al., 2015).

Existe a necessidade de estimar o tempo de ocorréncia da infecgédo, no
caso de mulheres gravidas que tém IgM e provavel infeccdo aguda, o teste de avidez de
IgG é aconselhavel. A infecgdo é considerada recente (trés meses ou menos) quando a
porcentagem de anticorpos IgG com baixa avidez for <30% e correlacionada com o

aumento do risco da infeccao fetal. O diagnéstico em recém-nascidos € realizado através
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da deteccédo de IgG e/ou IgA e/ou presenca de IgG em niveis crescentes ou positividade
persistente em 12 meses da vida da crianca. Anticorpos IgM néo atravessam através da
placenta e sdo considerados marcadores congénitos da infeccdo (GOODSON; DON
WINSLOW, 2013).

Técnicas moleculares (reacdo em cadeia da polimerase, PCR tempo-real)
apresentam-se como método mais sensivel, e tem se mostrado Util em varias aplicaces,
incluindo a deteccdo de DNA do parasito, pois a amplificacdo dos &cidos nucleicos
permite a deteccdo minima da quantidade do DNA alvo mesmo na presenca de altas
concentragbes do DNA do hospedeiro ou de outros organismos coinfectantes
(FERRREIRA; AVILA, 2001).

Para a toxoplasmose ocular, sdo pesquisados anticorpos no humor
aguoso ou no vitreo, esses anticorpos podem ser detectados pelo teste Immunoblot com
reatividade para bandas antigénicas diferentes do que para o soro e outra possibilidade
de deteccdo de Toxoplasma intraocular seria pela identificacdo de DNA parasitario pela
PCR (FERRREIRA; AVILA, 2001).

1.6. Terapéutica da Toxoplasmose

Uma droga ideal para o tratamento da infeccdo por T. gondii deve
apresentar propriedades parasiticidas contra os diferentes estagios do parasito,
distribuicdo nos sitios principais de infeccao fetal e total isencao de toxicidade fetal e de
efeitos teratogénicos. No entanto, nenhuma droga atualmente utilizada no tratamento
humano da toxoplasmose apresenta todos esses critérios (DEROUIN et al., 2000;
ELSHEIKHA, 2008; BARBOSA et al., 2015).

As drogas utilizadas no controle da toxoplasmose podem ser agrupadas
nas seguintes categorias: Antagonistas de Folato. Essas drogas inibem a sintese de
enzimas que participam da via da sintese de folato, impedindo a duplicagdo do DNA
celular em estagio agudo da infeccdo. Nesse grupo estdo incluidas as drogas
pirimetamina, trimetropim e sulfadiazina, que possuem efeito sinérgico. O uso combinado
de pirimetamina e sulfadiazina é aprovado como tratamento de escolha para a
toxoplasmose desde 1950. Seu uso combinado é oitenta vezes mais efetivo que a
utilizagdo das drogas separadamente. Entretanto, a sulfadiazina ndo € bem tolerada pelo

organismo, apresentando efeitos adversos, principalmente supressdo de atividade da
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medula 6ssea (PETERSEN, 2007). Além de ser necessaria a concomitante administracéo
de acido folinico, principalmente em pacientes gravidas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004;
MARTINS-DUARTE et al., 2006).

A sulfadiazina € um derivado das sulfonamidas, apresenta-se em forma
de solidos brancos, cristalinos, hidrossollveis, podendo ser administradas via oral,
parenteral, retal ou topica. Uma vez absorvida, se distribuem por todos os tecidos e
liquidos do organismo podendo ser encontradas variadas concentracfes destes farmacos
na bile, sucos digestivos, liquido pleural. Atravessam facilmente a placenta, atingindo a
circulacao fetal e, em menores quantidades, o leite materno. A atividade farmacodinamica
deste medicamento se deve ao fato de serem analogos estruturais do acido p-
aminobenzdico (PABA). Através da inibicdo competitiva, as sulfonamidas impedem a
incorporagdo do acido p-aminobenzoico durante a biossintese do acido diidropteroico,
funcionando dessa forma como antimetabdlito. A aplicacdo clinica desse antimetabolito
fundamenta-se em sua toxicidade seletiva sendo mais téxico para o micro-organismo que
para o homem (SILVA, 1998; GOBEL et al., 2007).

A enzima diidrofolato-redutase (DHFR) é um alvo classico na
guimioterapia antiparasitaria, bastante utilizada no combate a protozoarios como
Plasmodium spp e T. gondii. A pirimetamina atua inibindo ativamente a DHFR nesses
animais (GOOLDMAN; GILMAN, 2001).

As enzimas DHFRs convertem o &cido diidrofélico em &cido
tetraidrofdlico, um processo que leva a sintese de purinas e, por fim, de DNA. A
associacdo de pirimetamina e sulfadiazina produz bloqueio sequencial dessa etapa
metabdlica, resultando em aumento acentuado (sinergismo) da atividade de ambos os
farmacos (KATZUNG, 2006).

O uso da pirimetamina frequentemente esta associado a outros farmacos
principalmente no tratamento da malaria, evitando assim o aparecimento de resisténcia.
Atua como inibidor da biossintese dos acidos nucléicos. Entretanto, € pouco empregada
na terapéutica por ser altamente téxica, pois interage indistintamente com 0s processos
bioquimicos tanto do parasito quanto do hospedeiro. A pirimetamina € absorvida
lentamente no trato gastrointestinal, e apds absorcao, liga-se, em alta proporcdo, as
proteinas plasmaticas, sendo parcialmente biotransformada em diversos metabolitos. E
distribuida para varios 6rgaos concentrando-se sobretudo nos rins, figado, pulméo, baco e
células sanguineas. Pode ser excretado nas fezes, urina e até no leite materno (SILVA,
1998; KATZUNG, 2006).
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A pirimetamina pode ser teratogénica e por iSSO seu uso ndo €
recomendado durante os primeiros meses de gravidez (DEGERLI et al., 2003). Produz
efeitos adversos previsiveis de um farmaco antifolato, em particular a supressdo da
medula 6ssea, podendo ocasionar anemia megaloblastica, leucopenia e granulocitopenia
(KATZUNG, 2006). Diante disso, o efeito teratogénico da pirimetamina pode ser inibido
através da administracdo de acido folinico em gestantes com infeccédo fetal congénita
(KATZUNG, 2008).

Apesar de todos os provaveis efeitos toxicos, ainda € indicada em casos
de infeccdo fetal a combinagdo das drogas sulfadiazina-pirimetamina e &cido folinico
(GRUJIC et al.,, 2005). O uso desta associacdo de drogas pode reduzir o risco de
toxoplasmose congénita em até 70%, pois estes antibiéticos agem sinérgica e
eficientemente, cruzam a barreira placentaria e previnem a progressao dos danos ao feto
(BOYER et al., 2005).

Outra classe de medicamentos utilizados na toxoplasmose sédo o0s
macrolideos que apresentam efeito toxico ao parasito através da ligacdo a acucares e
inbbem a sintese proteica deste. Os macrolideos mais comuns utilizados contra a
toxoplasmose séo espiramicina, clindamicina e a azitromicina que esta em fase de estudo
(HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; COSTA et al.,, 2009). A espiramicina possui atividade
toxoplasmicida intracelular e capacidade de atravessar a barreira placentaria sendo capaz
de retardar a transmissao do parasito, promovendo reducéo na severidade da infeccéo
fetal, por isso € indicada quando apenas a mae é infectada (REMINGTON et al., 2001,
KATZUNG, 2006). No entanto, ainda ndo s&o elucidados os efeitos desse medicamento
em fetos (GRUJIC et al., 2005; ELSHEIKHA, 2008). Por ser um antibiético do grupo dos
macrolideos, possui espectro antibactericida comparavel a eritromicina (REMINGTON et
al., 2001).

A espiramicina nao é indicada para o tratamento da toxoplasmose ocular,
sendo a clindamicina o tratamento de escolha para esse caso. Esta € utilizada combinada
a pirimetamina em pacientes que séo sensiveis a sulfadiazina (MONTOYA; LIESENFELD,
2004; ABDALLAH et al., 2009).

Foi comprovado que azitromicina também pode inibir o crescimento de
taquizoitos de T. gondii in vitro e in vivo. Esse medicamento atua inibindo a sintese
proteica do parasito, porém o sitio de agéo e fixacdo da droga no parasito ndo foi ainda
demonstrado. Em estudo da toxoplasmose aguda foi observado que a azitromicina tem

seus efeitos potencializados quando combinada com pirimetamina ou sulfadiazina, juntos,
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esses medicamentos apresentaram resultados promissores no tratamento da
toxoplasmose (COSTA et al., 2009; CASTRO-FELICE et al., 2014)

Ja as hidroxinaftoquinonas sdo drogas muito utilizadas no controle de
parasitos do género Plasmodium e os efeitos toxicos ao parasito sdo devido a inibicdo na
sua cadeia respiratéria (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

Seu uso é restrito aos adultos, ndo sendo aprovado ainda para infeccéo
materno-fetal ou em criangas (CORTINA-BORJA et al, 2010). Entretanto, este
medicamento em modelos murinos apresentou efeito protetor contra toxoplasmose
congénita e evitou complicagfes inflamatorias (OZ; TOBIN, 2012).

Sabe-se que parasitos do filo Apicomplexa dependem da cadeia de
transporte de elétrons para regenerar a di-hidroxo-orotato redutase oxidada. Desta forma,
o tratamento com atovaquona interrompe a sintese de pirimidinas e, por conseguinte,
impede a replicagdo do DNA destes protozoarios (IVERS; RYAN, 2014).

Segundo Dunay e colaboradores (2004), a atovaquona mostrou-se
superior quando associada a pirimetamina e sulfadiazina ou na associacdo de
pirimetamina com clindamicina para a inibicdo de inflamagdes cerebrais e para a
severidade da infeccdo em camundongos por T. gondii, mesmo sendo casos de infeccéo
aguda, cronica ou de reativacéo da doenga (DJURKOVIC-DJAKOVIC et al., 2002).

Além dos farmacos citados acima tem-se as fluoroquinolonas, como
gatifloxacina e travafloxacina que impedem a proliferacdo do parasito devido a inibicdo de
enzimas envolvidas na replicacdo do DNA, e tem sido usado no tratamento experimental
contra T. gondii (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

Diante da gravidade e dificuldade no tratamento da toxoplasmose, séo
necessarias pesquisas que investiguem o potencial terapéutico de compostos alternativos
para esta infecgao.

As estatinas apresentam bons resultados para algumas infecgbes
parasitarias experimentais. T. gondii é incapaz de sintetizar esterdis pela via do
mevalonato, mas o incorpora do hospedeiro e posteriormente metaboliza colesterol
durante a infeccdo para sintese de membrana, principalmente do vacuolo parasitéforo,
local exclusivo para sua replicacdo. Sabendo que as estatinas bloqueiam a sintese do
mevalonato em humanos e que também atuam no sentido de prevenir a sintese de
importantes isoprendides intermediarios da via biossintética do colesterol, estudos com

estes farmacos constituem atrativos promissores na terapéutica da toxoplasmose.
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1.7 Estatinas

As estatinas apontaram um novo caminho na terapia hipolipemiante por
se tratarem de substancias com elevada eficacia na reducédo plasmatica de colesterol
auxiliando assim, na prevencdo primaria e secundaria de doencas cardiovasculares
sendo, portanto, consideradas as drogas de escolha no tratamento da hipercolesterolemia
atualmente (GARCIA-SABINA et al., 2012).

As estatinas exibem semelhancas em sua estrutura basica e em seu
mecanismo de acdo, entretanto, diferengcas nos substituintes podem levar a perfis
farmacocinéticos distintos. As maiores diferencas estdo na lipofilicidade, que tem
influéncia na posicdo que as estatinas ocupardo nas membranas celulares e na via
hepatica de metabolizacdo (GOLAN, 2009).

Mevastatina foi a primeiro inibidor de HMG-CoA redutase a ser
descoberto gracas ao cientista Akira Endo e colaboradores em 1976, originalmente
isolado como produto metabdlico de cultura de Penicillium citrinium. Mas a primeira
estatina disponivel e comercializado como um medicamento foi a lovastatina, que foi
isolada posteriormente de cultura de Aspergillus terreusy com estrutura semelhante a
mevastatina, mas com poténcia superior (CAMPO; CARVALHO, 2007; ENDO; KURODA,
TANZAWA, 1976).

Até 0 momento, existem seis estatinas comercializadas, a lovastatina,
sinvastatina, pravastatina, atorvastatina, fluvastatina e rosuvastatina. As trés primeiras
sdao de origem natural, produzidas por fungos Aspergillus terreusy, as restantes, sao
sintéticas (GARCIA-SABINA et al., 2012).

Independente de sua origem, todas as estatinas possuem em comum 0
acido heptendico como grupo farmacoférico, o qual mimetiza o mevalonato que é o
substrato natural da enzima hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA) redutase. Essa estrutura
permite que a droga atue como inibidor competitivo desta enzima. A sinvastatina é um
2,2-dimetil butirato anélogo da lovastatina, em que um grupo metil foi adicionado
enquanto a pravastatina foi obtida, de cultura dos fungos Nocardia autrophica (MASON,
2006; GOLAN, 2009).

No grupo derivado de fungos, h4 um anel decalina ligado a porgao similar
a HMG, enquanto que nas drogas sintéticas, tem-se um anel pirimidinico central ligado a
grupos fluorofenil e metiletil. Isso interfere na ligacdo ao sitio de acado, pois além das

interac@es ibnicas presentes em todas as estatinas, podem ocorrer interacdes adicionais


https://it.wikipedia.org/wiki/1976
https://it.wikipedia.org/wiki/Lovastatina
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com residuos de aminoacidos da HMG-CoA redutase. Esses grupos volumosos
contribuem para um impedimento estérico no sitio, dificultando ainda mais a ligacdo da
enzima ao substrato. Além disso, essas estruturas ciclicas conferem o carater lipofilico
das drogas, por serem estruturas apolares e hidrofobicas (KATZUNG, 2006).

O impacto que a lipofilicidade traz as estatinas esta no fato de interferir na
difusdo das moléculas nas bicamadas fosfolipidicas das membranas celulares uma vez
que a HMG-CoA redutase é uma proteina associada a membrana localizada no reticulo
endoplasmatico liso e diferencas nas interacées com a membrana podem influenciar em
sua capacidade de inibir a enzima e seu metabolismo. Dessa forma, estatinas mais
hidrofilicas, como a pravastatina, situam- se na superficie polar e necessitam de
transporte ativo para serem tomadas pelos hepatdcitos, enquanto que as mais lipofilicas
transpdem a bicamada lipidica por difusdo passiva e se distribuem para outros tecidos
sem especificidade. Como resultado, os valores de concentracdo maxima inibitoria (IC50)
para a pravastatina sdo muito maiores em relagdo aos da sinvastatina (MASON, 2006;
GOLAN, 2009).

Outro fator fundamental é a forma de administracdo da droga, que pode
ser na forma farmacologicamente ativa ou inativa (pro-farmaco). Um pro- farmaco é
aquele que necessita passar por alteracbes metabdlicas para ser liberado em sua forma
ativa (farmaco). Essa estratégia é usada para facilitar a biodisponibilidade oral, diminuir a
toxicidade gastrointestinal e prolongar a meia-vida de eliminacdo de um farmaco. Com
excecdo da lovastatina e sinvastatina, que sdo administradas como pro-farmacos, as
demais estatinas sdo administradas na forma ativa como sal de sodio. Ambas séo
rapidamente absorvidas e atuam primariamente no figado, para onde sao transportadas.
Isso permite a incorporacdo ao tecido hepatico para a biotransformacdo. Por ter um
extenso metabolismo hepatico, a biodisponibilidade sistémica € relativamente baixa,
variando de 5 a 25%, que também ¢é afetada pela alta ligacdo a proteinas plasmaticas,
como a albumina. A pravastatina, em contraste aos outros inibidores da HMG-CoA
redutase, ndo se liga a albumina e seu metabolismo ndo é predominantemente catalisado
pelas 35 isoenzimas do citocromo P450. Portanto, ndo exibe dependéncia desse sistema,
sendo as reacdes de fase Il e degradacéo pelo acido gastrico mais importantes para sua
eliminacao (KATZUNG, 2006).

Estatinas sdo, habitualmente, bem absorvidas no trato gastrintestinal e
atingem rapidamente o pico maximo de concentracdo plasmatica. Apos absorcao

intestinal, estas sdo captadas e metabolizadas pelo figado e excretas basicamente junto
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as fezes e em pequena percentagem, pela urina (GOLAN, 2009).

A diferenca funcional entre estatinas naturais e sintéticos baseia-se na
sua capacidade para interagir e inibir a HMG-Co0A redutase e sobre a sua lipofilicidade.
Dois tipos de estatinas sdo conhecidos por formar mais interacdes com os inibidores da
HMG-CoA redutase devido as suas caracteristicas estruturais; por exemplo, atorvastatina
e rosuvastatina apresentam interacbfes de ligacdo de hidrogénio adicionais. A
rosuvastatina também exibe uma interacdo polar entre o grupo sulfonamida de metano e
a enzima HMG-CoA redutase. Estas propriedades estruturais tornam esta estatina mais
eficiente por reduzir a atividade da HMG-CoA em 50% (GAZZERRO et al., 2012).

A pravastatiha é a Unica estatiha ndo ligada as proteinas
plasmaticas, assim, como resultado de uma exposicdo sistémica a droga nédo ligada, o
farmaco é ativo, mas apresenta uma acao relativamente baixa (CORSINI et al., 1999;
KOCIJAN et al., 2005) e o seu nivel de circulacdo é elevado em comparacdo com outras
estatinas (HAMELIN; TURGEON, 1998; GAZZERRO et al. 2012).

Sinvastatina e lovastatina tém o maior potencial para interacfes
clinicamente relevantes, seguidos de atorvastatina (JACOBSON, 2004).

A pravastatina € um composto ativo na forma estrutural de anéis abertos e
a sinvastatina sdo pro-farmacos, sendo ativada apenas in vivo, depois de metabolizados
para a forma estrutural de anel aberto. Esses farmacos apresentam efeitos metabdlicos
muito semelhantes, ainda que haja entre eles, véarias diferencas estruturais moleculares
(Figura 2) (WERMUTH, 1996; KOCIJAN, et al., 2005).
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Figura 2. Estrutura quimica da pravastatina e sinvastatina inibidoras da enzima HMG-CoA redutase
(WERMUTH, 1996).
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1.8 Mecanismo de acédo das estatinas e atividade antiparasitaria

A fim de melhor entendimento do mecanismo de acdo das estatinas, é
necessario a compreensdo do processo de sintese do colesterol, substancia essencial na
estrutura de muitas membranas, além de ser precursor da vitamina D, de muitos
hormoénios esteroides e dos acidos biliares (MASON, 2006).

O colesterol é sintetizado no reticulo endoplasméatico seguindo as vias
enzimaticas do mevalonato e hidroximetilglutari-CoA (HMG-CoA) redutase e
posteriormente, utilizado para biogénese da membrana celular ou para sintese dos
derivados de colesterol. Lipoproteinas plasmaticas de baixa densidade sdo importante
fonte de colesterol, estes sao internalizados por meio de receptores especificos
(NISHIKAWA et al., 2011).

O passo inicial na biossintese do colesterol consiste na condensacao de
trés moléculas de acetil-CoA para a formagdo do hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA). A
reducdo do HMG-CoA em mevalonato através da HMG-CoA redutase envolve a doacao
de dois elétrons de duas moléculas de nicotinamida adenina dinocleotideo fosfato
(NADPH) e caracteriza a etapa decisiva da sintese. A enzima HMG-CoA redutase € uma
proteina integral de membrana do reticulo endoplasmético liso. O mevalonato, entdo, €
convertido em dois isoprenos ativados, o isopentil pirifosfato (IPP) e o dimetil pirofosfato
(DMAPP) com a utilizacdo de trés moléculas de adenosina trifosfato (ATP). Estes séo
condensados para formar outros compostos isoprendides que culminardo na formacéao do
esqualeno, essencial na formacédo do colesterol, que ainda possui estrutura linear. A
etapa final consiste na conversdo do lanosterol em colesterol em uma série de vinte
reacoes que incluem metilacoes e desmetilagcbes (CHRISTIANS; JACOBSEN; FLOREN,
1998; COPPENS, 2013).

Para que o colesterol formado desempenhe suas fungbes € preciso que
haja o transporte deste e de seus ésteres do tecido de origem através do plasma
sanguineo para o tecido onde serdo consumidos ou armazenados. Esse transporte €
realizado por meio de lipoproteinas plasmaticas, que sdo complexos moleculares de
proteinas transportadoras, as apolipoproteinas, com combinacfes de fosfolipidios,
colesterol, ésteres de colesterol e triacilglicerdis (CORTESE; LIBERATOSCIOLI, 2003).

Entre os principais tipos de lipoproteinas estdo os quilomicrons, as VLDL
(lipoproteinas de muito baixa densidade), HDL (lipoproteinas de alta densidade) e LDL

(lipoproteinas de baixa densidade), sendo esta a de maior preocupacdo em casos de
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doencas ja que sua constituicdo inclui grande quantidade de colesterol e ésteres de
colesterol. Sua principal funcdo € transportar colesterol para tecidos periféricos,
entretanto, se as LDL né&o forem suficientemente retiradas da circulagcdo sanguinea, ou se
estiverem em excesso, culminam no acumulo de colesterol nas paredes de vasos,
obstruindo-os e resultando, por vezes, em aterosclerose (CORTESE; LIBERATOSCIOLI,
2003; SHITARA; SUGIYAMA, 2006).

Basicamente o processo normal de captacdo e retirada das LDL
plasmaticas € realizado por meio do reconhecimento da apolipoproteina apoB-100 por
receptores especificos de superficie, os receptores de LDL, que estdo expressos nos
hepatdcitos, nos macréfagos, nas ceélulas adrenocorticais, células gonadais e células
musculares lisas. Uma vez ligada a seu receptor, € iniciado um processo de endocitose,
com formacéo de um endossomo, composto pela LDL e seu receptor, que se funde a um
lisossomo. As enzimas presentes nessa organela lisam os ésteres de colesterol, liberando
colesterol e acidos graxos no citosol, cujo destino € ser reesterificado para
armazenamento no interior de goticulas lipidicas ou ser incorporado nas membranas.
Normalmente, as LDL se ligam fracamente ao seu receptor especifico, e isso determina a
prolongada meia-vida destas no plasma sanguineo (2 a 4 dias) representando cerca de
65 a 75% do colesterol plasmaético total (GOLAN, 2009).

Devido a esses riscos e problemas associados aos altos niveis de
colesterol sanguineo a partir dos anos 60, pesquisas de ambito farmaco-biolégico foram
empreendidas e assim, em meados de 1973, o surgimento das estatinas possibilitou
reducdo da mortalidade em decorréncia deste quadro e, consequentemente, melhor
qualidade de vida a populacdo (GARCIA-SABINA et al., 2012).

O mecanismo de acao das estatinas consiste em promover a reducao da
sintese de colesterol nos hepatdcitos mediante a inibicdo da enzima HMGCOoA redutase
impedindo a transformacdo da HMG-CoA em acido mevaldnico. Esta reducdo da
concentracdo intracelular de colesterol LDL, associada ao aumento na expressao de
receptores para colesterol na superficie dos hepatdcitos, promovem maior extracdo de
LDL do sangue circulante, diminuindo a concentracdo do mesmo (GARCIA-SABINA, et
al., 2012).

Além disso, as estatinas apresentam efeitos adicionais sobre o perfil
lipidico uma vez que aumentam a concentracdo de colesterol HDL e diminuem os niveis
de triglicerideos. Por meio de mecanismos de ac¢do secundarios, reduzem ainda, 0s niveis

de proteinas aterogénicas e lipoproteinas ricas em triglicerideos. Com isso, também
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exercem efeitos benéficos em nivel cardiovascular de forma independente de suas
propriedades modificadoras do metabolismo lipidico (GARCIA-SABINA, et al., 2012).
Desta forma, pode-se dizer que as estatinas, em geral, produzem o seu
efeito hipocolesterolemiante por dois mecanismos: inibicdo reversivel da atividade da
HMG-CoA redutase e inibicdo da producédo de lipoproteinas de baixa densidade — LDL —
através da diminuicdo da sintese hepatica das lipoproteinas de muito baixa densidade —
VLDL - suas percursoras (SCHACHTER, 2005). Além disso, as estatinas promovem
melhora da funcédo de células endoteliais, reducao e proliferacdo de células musculares
lisas (GARCIA-SABINA, et al., 2012). A figura 3 mostra a via de inibicdo das estatinas na

sintese de colesterol.

Figura 3. Sintese de colesterol pela via do mevalonato e mecanismo de acdo das estatinas. Atividade
inibidora das estatinas ocorre sobre a enzima HMG-CoA redutase, bloqueando a conversédo do substrato
HMG-CoA em mevalonato, inibindo assim o0s processos iniciais da biossintese de isoprendides e
consequentemente de colesterol. Adaptado de Liao & Laufs, 2005.

Além das func¢des citadas, segundo Kickelhaus e colaboradores (2013),
as estatinas promovem alteracdo da resposta inflamatdria. Trabalho realizado pelos
mesmos analisando a evolucdo de lesdes cutdneas em animais infectados com
Leishmania amazonensis submetidos ao tratamento com pravastatina, demonstrou o
efeito microbicida da droga sobre o parasito, além de observarem que a mesma foi capaz
de diminuir a intensidade das reacdes inflamatérias por meio do bloqueio da inducao de

INF-y. De acordo com os autores, as estatinas favorecem um padrdo de resposta perfil
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Th2 anti-inflamatério, no entanto, foi comprovado também que estas sdo capazes de
promover um efeito pro-inflamatério em paralelo uma vez que estimulam a producao de
citocinas IL-18 e IL-1 pelos mondcitos do sangue periférico e TNFa pelos macréfagos e
consequentemente esses efeitos contribuem para o aumento na producéo de 6xido nitrico
favorecendo a eliminacédo do parasito e imunomodulando, assim, a resposta inflamatéria,
minimizando danos teciduais e prolongando a vida do hospedeiro (MONICK et al., 2003).

Algumas estatinas apresentam efeito tdéxico sobre outros parasitos.
Lovastatina, por exemplo, inibe o crescimento e a biossintese de esteroides essenciais
para Trypanosoma cruzi e T. brucei (FLORIN-CHRISTENSEN et al., 1990; COPPENS et
al., 1995). Além disso, Chen, Foster e Bennétt (1990) demonstraram que HMGCOA é vital
para a sobrevivéncia de Schistosoma mansoni in vitro e o uso de inibidores dessa enzima
promove reducado na mobilidade do parasito e também, sua morte.

A acgdo antiparasitaria das estatinas também foi comprovada por Bienvenu
e Picot (2008) que relataram o efeito neuroprotetor destas drogas quando administradas
em associacdo com artesunato em casos de maldria grave cerebral provenientes da
infeccao por P. falciparum.

Especificamente em relagdo ao protozoéario T. gondii, pesquisas recentes
relatam que a sinvastatina, sdo capazes de inibir a proliferacdo de taquizoitos em
macrofagos peritoneais (CORTEZ et al., 2009).

Como T. gondii € incapaz de sintetizar esterdis pela via do mevalonato,
sugere-se que este incorpora e posteriormente metaboliza colesterol do hospedeiro
durante a infeccdo para sintese de membrana, principalmente do vacuolo parasitéforo,
local exclusivo para replicacdo do parasito na célula hospedeira. Somando-se a isso,
embora o parasito seja incapaz de sintetizar colesterol, existem evidéncias para a sintese
de isoprendides, pela via lipidica do apicoplasto, essenciais ao parasito uma vez que
determinam vérias fun¢des importantes como promoc¢ao e desenvolvimento do mesmo,
transporte de elétrons mitocondriais e sintese de RNAt. Em ambas, células procaridticas e
eucaridticas, a via dos isoprendides € amplamente regulada por enzimas envolvidas na
sintese do mevalonato, 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) sintase e
HMGCOoA redutase (NISHIKAWA et al., 2011).

Sabendo-se que as estatinas bloqueiam a sintese do mevalonato em
humanos e que também atuam no sentido de prevenir a sintese de importantes
isoprendides intermediarios da via biosintética do colesterol, constituem atrativo

alternativo para intervencgéo terapéutica na toxoplasmose.
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2. OBJETIVOS

2. 1 Objetivo Geral:

Avaliar o efeito dos farmacos pravastatina, sinvastatina isoladamente ou
em associacdo com sulfadiazina e pirimetamina em células HelLa frente a infeccéo

experimental pela cepa RH de Toxoplasma gondii.

2.2 Objetivos especificos:

v Avaliar a citotoxicidade do tratamento com pravastatina, sinvastatina isoladamente
ou associados com sulfadiazina e pirimetamina nas células Hela;

v' Determinar os indices de adesao, infeccao e replicacao intracelular de T. gondii
(cepa RH), tratados ou néo tratados com pravastatina e sinvastatina isoladamente
ou associadas com sulfadiazina ou pirimetamina;

v' Determinar os indices de adesao, infeccao e replicacao intracelular de T. gondii
cepa RH em células HelLa, quando os parasitos foram previamente tratados com
pravastatina e sinvastatina isoladamente ou em associagdo com sulfadiazina ou
pirimetamina;

v Avaliar a producgdo de citocinas Thl, Th2 e Thl7 nas células infectadas ou nao

pela (cepa RH) de T. gondii e tratadas ou ndo com pravastatina, sinvastatina.
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The conventional treatment for toxoplasmosis with pyrimethamine and sulfadiazine shows toxic effects
to the host, and it is therefore necessary to search for new drugs. Some studies suggest the use of statins,
which inhibit cholesterol synthesis in humans and also the initial processes of isoprenoid biosynthesis in
the parasite. Thus, the objective of this study was to evaluate the activity of the statins pravastatin and sim-
vastatin in HeLa cells infected in vitro with the RH strain of T. gondii. HeLa cells (1 x 10°) were infected with
T. gondii tachyzoites (5 x 10°) following two different treatment protocols. In the first protocol, T. gondii
tachyzoites were pretreated with pravastatin (50 and 100 pg/mL)and simvastatin (1.56 and 3.125 p.g/mL)

Keywords: N A A - ¢ : |
Toioplasma gondii for 30 min prior to infection. In the second, HeLa cells were first infected (5 x 10°) with tachyzoites and
Hela cell subsequently treated with pravastatin and simvastatin for 24 h at the concentrations noted above. Ini-

Statins tially, we evaluated the cytotoxicity of drugs by the MTT assay, number of tachyzoites adhered to cells,
number of infected cells, and viability of tachyzoites by trypan blue exclusion. The supernatant of the
cell cultures was collected post-treatment for determination of the pattern of Th1/Th2/Th17 cytokines
by cytometric bead array. There was no cytotoxicity to HeLa cells with 50 and 100 pg/mL pravastatin
and 1.56 and 3.125 pg/mL simvastatin. There was no change in the viability of tachyzoites that received
pretreatment. Regarding the pre- and post-treatment of the cells with pravastatin and simvastatin alone,
there was a reduction in adhesion, invasion and proliferation of cells to T. gondii. As for the production
of cytokines, we found that IL-6 and IL-17 were significantly reduced in cells infected with T. gondii and
treated with pravastatin and simvastatin, when compared to control. Based on these results, we can infer
that pravastatin and simvastatin alone possess antiproliferative effects on tachyzoites forms of T. gondii,
giving these drugs new therapeutic uses.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Toxoplasmosis is an infection caused by the protozoan parasite
Toxoplasma gondii and constitutes a serious public health problem.
It has a high prevalence and wide distribution, affecting 50-80% of
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0001-706X/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

the world population (Dubey et al., 2012; Dubey et al., 2014). The
infection is usually asymptomatic but can cause serious damage
in immunocompromised individuals (Kawazoe and Mineo, 2011)
or during congenital infection (McAuley, 2014; Capobiango, 2014)
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and may lead to severe symptomatic cases such as retinochoroiditis
(Silveiraetal., 2015) or lesions in the central nervous system (Inaba
etal, 2014).

The severity of the clinical manifestations of toxoplasmosis
depends on several factors, such as type of strain of T. gondii, gesta-
tional period, geographical location and immunological resistance
of the host (Montoya and Remington, 2008).

The immune response induced by T. gondii infection is started
by the activation of immune cells such as macrophages and the
production of proinflammatory cytokines (Denkers and Gazzinelli,
1998; Gazzinelli and Denkers, 2006), including the following: inter-
feron gamma (IFN-v), interleukin (IL)-6, IL-17 and tumor necrosis
factor-a (TNF-a) (Garweg and Candolfi, 2009; Lahmar et al., 2009).
The evasion of the immune system occurs with the aid of organelles
such as rhoptries, micronemes and dense granules, which are also
responsible for parasite adhesion and invasion (Blader and Saeij,
2009).

T. gondii also features a structure called an apicoplast, which
is homologous to a plant chloroplast and has important functions
in the parasite’s metabolism, where it is essential to its survival
(McFadden, 2011).

The main functions of the T. gondii apicoplast are to provide
metabolites for the synthesis of fatty acids (Ramakrishnan et al.,
2012, 2013) and isoprenoids (Qidwai and Khan, 2012; Coppens,
2014).1soprenoids are an essential energy source for the replication
of the parasite in the host cell and are synthesized by the protozoan
via 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate (DOXP) pathway (Seeber and
Soldati-Favre, 2010; Li et al., 2013). Although T. gondii is unable
to synthesize sterols via the mevalonate pathway, present in ani-
mals and fungi, this protozoan can incorporate isoprenoids from
the host’s cholesterol metabolism, using them for the synthesis
of membranes, especially the parasitophorous vacuole (Nishikawa
etal, 2011; Li et al.,, 2013).

Because of these factors and also differences in metabolic path-
ways characteristic of humans, the apicoplast has been a major
target of action for drugs, such as statins (Nishikawa et al., 2011;
Coppens, 2013; Li et al., 2013).

Treatment of toxoplasmosis is currently with the combination
of sulfadiazine and pyrimethamine, which act synergistically to
block the folate synthesis pathway by inhibiting the enzymes dihy-
dropteroate synthase (DHPS) and dihydrofolate reductase (DHFR),
which are essential for the survival and replication of the para-
site (Anderson, 2005). However, these drugs have many side effects
and toxic effects in humans and may cause megaloblastic anemia,
leukopenia and granulocytopenia (Gobel et al., 2007). Thus, there is
an urgency to investigate new drugs to minimize harmful effects to
the host and to be more effective against the parasite (Costa et al.,
2009; Barbosa et al., 2015).

It is known that statins decrease plasma cholesterol levels and
are used in lipid-lowering therapy (Pahan, 2006). The inhibition of
cholesterol synthesis by these drugs occurs via mevalonate imped-
ing the initial processes of isoprenoid biosynthesis (Nishikawaetal.,
2011; Lietal., 2013).

Some authors have reported the direct and/or indirect effect
of statins on various parasites, for example, the direct effect of
pravastatin on lesions in mice infected with Leishmania amazonen-
sis (Kiickelhaus et al., 2013), the possible morphological alterations
promoted by lovastatin in Trypanosoma cruzi (Kessler et al., 2013),
direct effects of pravastatin, fluvastatin, atorvastatin and sim-
vastatin in mice with cerebral malaria caused by Plasmodium
falciparum (Bienvenu and Picot 2008), and direct activity of simvas-
tatin in murine macrophages infected with T. gondii (Cortez et al.,
2009).

However, there are no reports in the literature on the role of
pravastatin in in vitro infection with T. gondii, and also, there are

few studies that have determined the activity of simvastatin (Cortez
et al., 2009) in human cell models of infection with this protozoan.

Thus, the objective of this study was to evaluate the direct and
indirect effect of pravastatin and simvastatin on tachyzoite forms
of T. gondii (RH strain), and during infection of HeLa cells.

2. Methods
2.1. Culture of HeLa cells

HeLa cells, originating from a human uterine cervix tumor,
were acquired from the American Type Culture Collection (ATCC,
CCL2™:; Manassas, VA, USA) and maintained in culture in the Med-
ical Mycology and Oral Microbiology Laboratory, State University
of Londrina.

The cells were grown in 75-cm? culture flasks (Ciencor Sci-
entific, Brazil) with RPMI 1640 medium (Sigma Chemical CO.,
Brazil) supplemented with 10% inactivated fetal bovine serum
(FBS) (Sigma-Aldrich), 1% antibiotics (10,000 U/mL penicillin and
10 mg/mL streptomycin solution) (Cultilab, Brazil), L-glutamine,
sodium pyruvate and 2-mercaptoethanol (complete medium for
HeLa - MCH). Cell cultures were maintained in an incubator with
5% CO, at 37°C and used for in vitro experimental infection assays
as well as maintaining the RH strain of T. gondii.

2.2. Maintenance of RH strain of T. gondii

Tachyzoites of RH strain of T. gondii were kindly provided by
Prof. Italmar Teodorico Navarro - State University of Londrina. Par-
asites were kept in cultured HeLa cells in MCH (2% FBS), in an
incubator with 5% CO; at 37 °C, where they were successively pas-
saged in in vitro culture (Barbosa et al., 2012).

2.3. Treatments

Pravastatin obtained from the Laboratério Catarinense SA
(Joinville, Brazil) was dissolved in distilled water at a concentra-
tion of 12.8 mg/mL (stock solution). Simvastatin, obtained from the
same company, was dissolved in 0.25M NaOH at a concentration
of 5mg/mL (stock solution) with warming at 37 °C for 1h, and the
PH of the solution was adjusted to 7.4 to cleave the pre-drug and
obtain the active drug (Nyilasi et al., 2010).

A combination of pyrimethamine and sulfadiazine was used as
the positive control. Pyrimethamine (Sigma Chemical CO., Brazil)
and sulfadiazine (Sigma Chemical CO., Brazil) were dissolved
in complete culture medium RPMI with 1% dimethyl sulfoxide
(DMSO) (Invitrogen-Gibco) at a concentration of 100 pg/mL (Dif-
ferent drug concentrations were prepared by diluting the stock
solution and used for treatment of tachyzoites and infected HeLa
cells).

2.4. Hela cell viability by MTT assay

The viability of HeLa cells after treatment with simvastatin and
pravastatin was evaluated on basis of mitochondrial oxidation, by
means of the colorimetric MTT assay (3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl] -2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma Chemical Co., Brazil)
(Mosmann, 1983). HeLa cells were grown in 96-well plates (3 x 104
cells/well/200 wL) for 24h in MCH at 37°C and 5% CO,. After
this period, the cells were treated for 24 h with the sulfadiazine
and pyrimethamine combination (1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50,
100 pg/mL) to establish the concentrations of 25 and 50 pg/mL
used as positive control; pravastatin (1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25,
50, 100 pg/mL) and simvastatin (1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50,
100 pg/mL). Cells that received only MCH were used as the negative
control. After treatment, the medium was removed, and the cells
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were incubated with MTT solution (5 mg/mL) for 3 hunder the same
growth conditions. The formazan crystals were solubilized in 10%
sodium dodecyl sulfate (SDS) and 50% dimethyl formamide (DMF),
and after 30 min incubation, absorbance was read at 570 nm with a
plate reader (TP Reader, Thermo Plate). The results were expressed
as percentage of MTT reduction relative to the control group, calcu-
lated with the following formula: viable cells (%)= (Abs of treated
cells/Abs of untreated cells) x 100.

2.5. Viability of T. gondii tachyzoites by trypan blue exclusion

Trypan blue exclusion was used in the infection model at pre-
treatment to determine the viability of T. gondii tachyzoites treated
with pravastatin and simvastatin for 30 min. T. gondii tachyzoites
(5 x 10°) were pretreated for 30 min with the pyrimethamine and
sulfadiazine combination (50 and 25 pg/mL, respectively), pravas-
tatin (50 and 100 pwg/mL) or simvastatin (1.56 and 3.125 pg/mL).
After the treatments, the parasites were stained with trypan blue
and cells were counted in a Neubauer chamber with a light micro-
scope (E100, Nikon - LED). The parasites that were unstained
were considered viable and blue ones were considered nonviable
(Strober, 2015). The percentage of viable cells was calculated using
the following formula: viable cells (%) = (total viable cells/total cells
(viable +dead)) x 100.

2.6. Experimental infection in pre- and post-treatment models

To evaluate the effect of pravastatin and simvastatin on adhe-
sion, invasion and proliferation of T. gondii in HeLa cells, we used
experimental models of infection with pre- and post-treatment.

In the pre-treatment model, T. gondii tachyzoites (5 x 10°) were
pre-treated with the pyrimethamine and sulfadiazine combination
(50 and 25 pg/mL, respectively) (positive control) and pravastatin
(50 and 100 pg/mL) or simvastatin (1.56 and 3.125 pg/mL) for
30 min. Tachyzoites that were treated with MCH were considered
the negative control. After treatment, tachyzoites were washed
and transferred to 24-well culture plates containing HeLa cells
(1 x 10°) adhered to 13-mm round coverslips (Ciencor Scientific,
Brazil) where they remained for 24h at 37°C and 5% CO,. For
the post-treatment model, HeLa cells (1 x 10°) maintained in 24-
well plates containing 13-mm round coverslips were infected with
5 x 10° tachyzoites of the RH strain of T. gondii. After 3 h of infec-
tion, the cells were washed and treated with pyrimethamine and
sulfadiazine combined (50 and 25 pg/mL, respectively), pravastatin
(50 and 100 p.g/mL) or simvastatin (1.56 and 3.125 pg/mL) for 24 h.

After 24 h, in the two types of treatment, cells were fixed with
10% paraformaldehyde in PBS for 24h and washed with PBS to
remove unbound material. Cells were stained with 1% toluidine
blue (Sigma Chemical Co.) for 5 min and mounted onto glass slides
for examination by light microscopy (E100, Nikon - LED). The cells
were analyzed by light microscopy with oil immersion to deter-
mine T. gondii infection rate (number of cells infected per 200 cells
examined), number of T. gondii tachyzoites adhered per cell, and
intracellular proliferation of the parasite (total number of intracel-
lular parasites per 200 cells examined) (Barbosa et al., 2012). The
supernatant after infection was collected and stored at —80°C for
further cytokine assay.

2.7. Determination of cytokine levels

The cytokines present in the medium of infected cells in the
pre- and post-treatment models were analyzed by cytometric bead
array (CBA). The levels of cytokines were determined according to
the kit instructions (BD CBA Human Th1/Th2/Th17) using the Bec-
ton Dickinson FACSCanto II apparatus. The cytometry data were

analyzed using FCAP Array, v1.0.1 (Soft Flow, Pecs, Hungary), and
the concentrations of cytokines were obtained in pg/mL.

2.8. Statistical analysis

All data represent the mean and standard deviation of three
independent experiments performed in triplicate. Differences
between treatments and controls were evaluated by one-way anal-
ysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple comparison
test, using GraphPad Prism software 5.0 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA. USA). Statistical significance was considered when
P<0.05.

3. Results

3.1. Treatment with pravastatin and simvastatin does not alter
HelLa cell viability

The MTT assay was used to determine the cytotoxicity of
pravastatin and simvastatin to HeLa cells and to determine the con-
centrations that would be used in infection experiments. Treatment
of HeLa cells with different concentrations of pravastatin for 24 h
was not toxic when compared to the negative control (Fig. 1A).
However, treatment with simvastatin at concentrations of 6.25,
12.5,25,50, 100 pg/mL for 24 h significantly reduced the viability of
Hela cells, while the lower concentrations of 1.56 and 3.12 pg/mL
did not affect cell viability compared to the control (Fig. 1B). Cells
treated with conventional drugs, namely pyrimethamine and sulfa-
diazine, combined at respective concentrations of 50 and 25 pg/mL
for 24 h, showed no decrease in cell viability (Fig. 1C).

Thus, 50 and 100 p.g/mL pravastatin and 1.56 and 3.125 pwg/mL
simvastatin, and 50 wg/mL pyrimethamine and 25 pg/mL sulfadi-
azine were selected to carry out the in vitro experiments.

3.2. Pre-treatment of T. gondii tachyzoites with pravastatin and
simvastatin does not alter parasite viability

In an attempt to assess the direct effect of statins on T. gondii and
knowing it to be an obligate intracellular protozoan that is viable
for a short time outside the cell, we evaluated the efficacy of pravas-
tatin (50 and 100 p.g/mL) and simvastatin (1.56 and 3.125 pg/mL)
for 30 min. We observed that these drugs were not able to reduce
the viability of the parasite at these concentrations and in this time
(Fig. 2A and B).

3.3. Pre-treatment of T. gondii tachyzoites with pravastatin and
simvastatin reduces adhesion, infection and proliferation in HeLa
cells

To demonstrate if the pre-treatment of T. gondii tachyzoites
with statins for 30 min directly influenced the processes of adhe-
sion, invasion and proliferation of the protozoan, we used the HeLa
cell infection model. Initially, we observed that pre-treatment with
50 and 100 pg/mL pravastatin reduced the number of tachyzoites
adhering to cells by 22 and 27%, respectively (P <0.01) (Fig. 3A).
With simvastatin, there was a 3% decrease in cell adhesion at
1.56 pg/mL and 30% at 3.125 pg/mL (P < 0.05; P<0.001) (Fig. 3D).
The conventional treatment caused a 47% reduction (Fig. 3A and D).

When evaluating the number of infected cells, we found a 20%
(50 pg/mL) and 42% (100 pg/mL) reduction for tachyzoites pre-
treated with pravastatin (Fig. 3B) and 35% (1.56 pg/mL) and 49%
(3.125 pg/mL) for pre-treatment with simvastatin (Fig. 3E). Treat-
ment with pyrimethamine and sulfadiazine combined (50 and
25 pg/mL, respectively) caused a 60% reduction when compared
to the control (Fig. 3B and E).
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Fig. 1. MTT cell viability assay in HeLa cells treated with pravastatin (panel A), simvastatin (panel B) and pyrimethamine and sulfadiazine combined (50 and 25 pg/mL,
respectively) (panel C) for 24 h. Cells treated with MCH were used as control. The data represent the percentage of viable cells. Three independent experiments were
performed in triplicate (one-way ANOVA followed by Tukey’s test). * different from control (P < 0.05).
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Fig. 2. Viability assessment of T. gondii pretreated with statins by trypan blue exclusion. T. gondii tachyzoites were pre-treated with pyrimethamine and sulfadiazine combined
(50 and 25 pg/mL, respectively), pravastatin (A) and simvastatin (B) for 30 min. Tachyzoites treated with MCH were used as control. Results are expressed as percentage of
viable tachyzoites (one-way ANOVA followed by Tukey’s test).
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Fig. 3. HelLa cells infected with T. gondii tachyzoites pre-treated with statins. After 30 min of treatment with pravastatin or simvastatin, HeLa cells were infected and evaluated
for adhesion (A and D), number of infected cells (B and E) and intracellular proliferation of T. gondii (C and F). As a negative control, tachyzoites were treated only with RPMI,
and as a positive control, they were treated with pyrimethamine and sulfadiazine (50 and 25 pg/mL, respectively). The data represent the mean =+ SEM of three independent
experiments performed in triplicate. *Significantly different from the negative control (P < 0.001). # Different from positive and negative control (P < 0.01). ## Different from
the negative and positive control, and different from 50 pg/mL pravastatin or 3.125 pug/mL simvastatin (P < 0.001) (one-way ANOVA followed by Tukey’s test).

Most treatments with simvastatin and pravastatin, except Regarding the proliferation of tachyzoites in HeLa cells, pravas-
1.56 pg/mL simvastatin, were able to inhibit significantly the adhe- tatin caused a 32% decrease at 50 ug/mL and 60% decrease at
sion, invasion and proliferation of T. gondii compared to the control 100 pg/mL compared to the control (Fig. 3C). Cells infected with
(infected and treated with RPMI) (Fig. 3A-E). tachyzoites pre-treated with simvastatin showed a reduction in

proliferation of 62% (1.5 mg/mL) and 64% (3.125 pg/mL), signif-
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Fig. 4. Hela cells infected with T. gondii tachyzoites in vitro in post-treatment model with statins. In HeLa cells infected with T. gondii tachyzoites were treated for 24h
with pravastatin or simvastatin, adhesion (A and D), the number of infected cells (B and E) and intracellular proliferation (C and F) of T. gondii were evaluated. Tachyzoites
treated with RPMI served as the negative control, and those treated with pyrimethamine and sulfadiazine (50 and 25 pg/mL, respectively) were the positive control. The
data represent the mean + SEM of three independent experiments performed in triplicate. *Significantly different from the negative control (P <0.001). # Different from
positive and negative control (P < 0.001). ## Different from the negative and positive control, and different from 50 pg/mL pravastatin or 3.125 pg/mL simvastatin (P < 0.001)

(one-way ANOVA followed by Tukey’s test).

icantly differing from the control (P<0.01, P<0.001) (Fig. 3F). A
78% reduction in the number of parasites per cell was found when
tachyzoites were pre-treated with pyrimethamine and sulfadiazine
combined (50 and 25 p.g/mL) (Fig. 3C-F) (P < 0.001). Representative
photomicrographs of HeLa cells infected with statins pre-treated T.
gondii tachyzoites are represented in Fig. 5D-G.

3.4. Hela cells infected with T. gondii and then treated with
pravastatin and simvastatin show reduced adhesion, infection
and proliferation

In assessing the effect of post-treatment with simvastatin and
pravastatin on the processes of adhesion, invasion and prolifera-
tion of T. gondii, we initially observed a reduction of 25 and 45% in
the number of tachyzoites adhered per cell in post-treatment with
50 and 100 pg/mL pravastatin, respectively (Fig. 4A), and 49 and
33% with 1.56 and 3.125 pg/mL simvastatin, respectively. The con-
ventional treatment caused a 42% reduction when compared to the
negative control (Fig. 4D) (P <0.001).

In regard to infection, cells treated with 1.56 and 3.125 p.g/mL
simvastatin showed a decrease of 30 and 51%, respectively, when
compared to the negative control (Fig. 4E) (P < 0.001). In turn, treat-
ment with pyrimethamine and sulfadiazine combined caused a 54%
reduction ininfection, while 50 and 100 pg/mL pravastatin resulted
in a 42 and 50% decrease, compared to control (Fig. 4B) (P <0.001).

As to the proliferation of tachyzoites in HeLa cells, there was
a 27 and 49% decrease when treated respectively with 50 and
100 pwg/mL pravastatin (P<0.001) and 48 and 61% when treated
respectively with 1.56 and 3.125 p.g/mL simvastatin compared to
the negative control (Fig. 4C and F) (P<0.001). The conventional
treatment caused a 62% decrease when the infected cells were
treated with pyrimethamine and sulfadiazine combined (50 and
25 g/mL, respectively) (P <0.001) (Fig. 4C and F). Representative
photomicrographs of HeLa cells infected with T. gondii post-treated
with statins are represented in Fig. 5SH-K.

3.5. Pravastatin and simvastatin modulate levels of cytokines
IL-6 and IL-17 in HeLa cells infected with T. gondii post treatment

All treatments with pyrimethamine and sulfadiazine (50 and
25 pg/mL), pravastatin (50 and 100 p.g/mL) and simvastatin (1.56
and 3.125 pg/mL), significantly reduced IL-6 and IL-17 compared
to the infected control (Fig. 6). The other cytokines evaluated (IL-2,
IL-4, IL-10, TNF-a and IFN-y) were not detected (data not shown).

4. Discussion

Statins are drugs used in lipid-lowering therapy, where they
inhibit cholesterol synthesis via the mevalonate pathway, thereby
impeding isoprenoid biosynthesis in humans (Nishikawa et al.,
2011; Li et al., 2013). Knowing this, some researchers have begun
to investigate their role as potential inhibitors of T. gondii repli-
cation (Cortez et al., 2009; Nishikawa et al., 2011; Li et al., 2013).
In fact, with respect to toxoplasmosis, simvastatin (Cortez et al.,
2009), atorvastatin (Li et al., 2013) and lovastatin (Nishikawa et al.,
2011) have shown promising results.

Therefore, we decided to evaluate the activity of pravastatin
and simvastatin in a model of experimental infection with T. gondii
(RH strain) in HeLa cells, which had not been previously reported.
The objective of determining the effect of pre-treatment was to see
whether pravastatin and simvastatin acted directly on the parasite
(via DOXP occurring in the apicoplast) (Coppens, 2014), since we
know that statins can inhibit isoprenoid synthesis in the parasite,
thereby inhibiting its replication (Li et al., 2013).

In fact, besides using lipid components synthesized in the api-
coplast, T. gondii also uses lipid compounds of the host cell, and this
also contributes to an indirect effect of statins (Li et al., 2013). Both
pre- and post-treatment of the parasite with statins in the present
study showed a significant reduction in the number of parasites
attached to the HeLa cells, the number of infected cells and the
inhibition of intracellular proliferation, suggesting the direct and
indirect potential of these drugs against T. gondii.
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Fig. 5. Representative photomicrographs of HelLa cells infected with T. gondii taquizoites in different statins treatment protocols using toluidine blue staining. (A) HeLa
cells infected with T. gondii tachyzoites were evaluated as the adhesion (arrowhead), the number of infected cells and intracellular proliferation of T. gondii (arrow) (1000
x magnification). B) T. gondii infected HeLa cells (400x magnification). (C) Pyrimethamine and sulfadiazine (50 and 25 p.g/mL, respectively) (400 x magnification). (D) HeLa
cells infected with pre-treated T. gondii tachyzoites with pravastatin 50 p.g/mL, (E) 100 pg/mL or with simvastatin (F) 1.56 p.g/mL and (G) 3.125 pg/mL (400x magnification).
(H) Hela cells infected with T. gondii tachyzoites post-treated with pravastatin 50 pg/mL, (I) 100 pg/mL or with simvastatin (J) 1.56 wg/mL and (K) 3.125 pg/mL (400x

magnification).

Nair et al. (2011) demonstrated the essential role of the DOXP
pathway in this protozoan using the RH strain of T. gondii in vitro
with genetic deletions (knockouts) for two different stages of this
pathway, preventing the synthesis of isopentenyl pyrophosphate
(IPP) and its isomer dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP), which
is consequently lethal to the parasite.

Additionally, since T. gondii is unable to synthesize sterols via
the mevalonate pathway, it is believed that it incorporates and later
metabolizes cholesterol of the host during infection for synthesis
of its membranes, mainly of parasitophorous vacuoles (Coppens
etal., 2000; Nishikawa et al., 2011). Along this line, Nishikawa et al.
(2011) demonstrated that lovastatin caused a significant decrease
in the proliferation of T. gondii in macrophages. With the same
drug, Kessler et al. (2013) found that the microbicidal activity of
macrophages infected with T. cruzi was increased, resulting in inhi-
bition of parasite replication.

Similarly, Kiickelhaus et al. (2013) demonstrated in their work
that HMG-CoA reductase is essential to the survival of Leishmania
spp. and that the use of inhibitors of this enzyme such as pravastatin
caused a decrease in the mobility of the parasite and consequently
its death.

Considering that T. gondii is an intracellular protozoan known to
influence the resistance of the host and even to change the functions
of several types of immune cells (Bernardes, 2006), we evaluated
the post-infection cell-free medium from the proliferation assay for
the production of the cytokines IL-6, IL-17, IL-2, IL-4, IL-10, TNF-
o and IFN-y. The treatment with statins significantly reduced the
levels of IL-6 and IL-17 cytokines. In addition, the production of
IL-2, IL-4, IL-10, TNF-o, IFN-y was not detected in infected and/or
treated cultures (data not shown). A similar result was observed in
the group treated with sulfadiazine and pyrimethamine, drugs in
current clinical use.
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Fig. 6. Production of IL-6 and IL-17 in HeLa cells infected with T. gondii tachyzoites treated with statins. Levels of cytokines were measured by BD CBA in cell-free culture
medium of infected HeLa cells and treated with pravastatin (50 and 100 pwg/mL) (A and C) and simvastatin (1.56 and 3.125 pg/mL) (B and D) for 24 h. RPMI-treated HeLa
cells served as the non-infected control, and Hela cells infected with T. gondii tachyzoites were the infected control. HeLa cells infected with T. gondii and treated with
pyrimethamine and sulfadiazine (50 and 25 pg/mL, respectively) were the positive control. *Different from the infected control (P <0.05) (one-way ANOVA followed by

Tukey’s test).

The immunomodulatory properties of statins are still con-
troversial. Iwata et al. (2012) demonstrated that cytokines
have anti-inflammatory effects, reducing IL-6 levels and IL-8 in
lipopolysaccharide-stimulated human bronchial epithelial cells
(BEAS-2B) treated with pravastatin, while Churchward and Todd
(2014) showed that treatment of primary cultured rat microglia
with simvastatin increased levels of TNF-a and IL-1f3. Kuipers and
Elsen (2007), also demonstrated that statins cause an increase in
the gene expression of class I MHC molecules and consequently in
antigen presentation and stimulation of immune cells.

Beaman (1994) found that the presence of IL-6 is directly related
to the intracellular replication of T. gondii, confirming our finding of
decreased IL-6 with reduction in intracellular proliferation. On the
other hand, some studies have shown a dual role for IL-17, where it
is related to both resistance to T. gondii and the development of the
pathological picture (Kelly et al., 2005; Guiton et al., 2010), as well
as early onset of infection in patients (Sauer et al., 2012). Possibly
the decrease in IL-17 concentration is also linked to the reduction
in IL-6 levels, since this cytokine, along with IL-23 and TGF-(, is
responsible for the secretion of IL-17 (Passos et al., 2010).

In general, it can be inferred that statins in our model had
direct and indirect effects on the parasite through the DOXP and
mevalonate pathways, reducing the adhesion ability, infection and
proliferation of T. gondii, resulting in a decrease in the number of
parasites; consequently, there would be a reduction in the immune
response, resulting in a decrease in the synthesis of these cytokines
(IL-6 and IL- 17) responsible for the spread of the disease.

5. Conclusions

As far as we know, this is the first study that demonstrates the
use of pravastatin in the in vitro treatment of infection by T. gondii.
Additionally, the data confirm the potential use of simvastatin for
the same purpose. Both treatments were effective in decreasing
the adhesion ability, infection and proliferation of T. gondii, thus

opening new perspectives for the treatment of this serious disease,
especially because they are drugs already on the market.
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Abstract

Toxoplasma gondii, the etiologic agent of toxoplasmosis, is an obligate intracellular
parasite that has as part of its metabolism, the production of essential precursors for its
survival. Statins are drugs that inhibit cholesterol synthesis, blocking the conversion of the
substrate  HMG-CoA to mevalonate, thus preventing the initial processes of the
biosynthesis of these precursors, both in humans and in the parasite. Objective. Under this
assumption, we determined the effect of the combination of statins +
pyrimethamine/sulfadiazine as a possible alternative treatment regimen for this infection.
Methods. Cytotoxicity was evaluated in HelLa cells, using the MTT assay, where it was
observed that the drug combinations did not affect cell viability. HeLa cells (10°) were then
infected with T. gondii tachyzoites of the RH strain (5x10°) and treated with pravastatin
and/or simvastatin combined with pyrimethamine and/or sulfadiazine for 24 h. Results. our
data showed a significant reduction in cell adhesion and infection and mainly parasite
proliferation index with all treatments. Conclusion. On the basis of these results, the
combination of statins with drugs used in current therapy showed promising potential,
suggesting that this may be a therapeutic alternative for the treatment of toxoplasmosis.

Key words: Toxoplasma gondii, Combination of statins, HeLa cells.
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Introduction

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite belonging to the phylum
Apicomplexa, and responsible for toxoplasmosis./*! This protozoan is characterized by an
apical complex of organelles including micronemes, rhoptries and dense granules
participating in adhesion and cell invasion. In addition to these organelles, it also has
another organelle called the apicoplast, in which the biosynthesis of fatty acids and
isoprenoids occurs.[?2]

Toxoplasmosis is often asymptomatic, but takes on a serious nature In
immunocompromised patients,[ congenital infection® and cases of uveitis.[f! Clinical
manifestations are determined mostly by the immune profile of the host and the virulence
of the strains of the parasite.[]

In the gravest situations, the immune system is not sufficiently able to fight the
parasite and can sometimes cause the death of the individual or result in serious
sequelae. Thus, rapid diagnosis and early treatment has become increasingly important.

The recommended treatment for toxoplasmosis is the combination of pyrimethamine
and sulfadiazine, which act synergistically in blocking the folate synthesis pathway,
essential for the survival and replication of the parasite.®l However this therapy has
various side effects, including bone marrow suppression, which causes megaloblastic
anemia, leukopenia and granulocytopenia.l®! To reduce such effects caused mainly by
pyrimethamine, folinic acid is often concurrently administered,®® though this measure
cannot prevent much of the damage caused. Thus, studies aimed at identifying new drugs
for toxoplasmosis therapy have been the subject of investigation.['% Among these are
particularly the studies with statins.[12-14]

In humans, statins are used as cholesterol-lowering agents, because they act
primarily on the inhibition of cholesterol synthesis processes, blocking the activity of
hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA) reductase and as a consequence, blocking the
conversion of the substrate HMG-CoA to mevalonate; finally, the initial processes of
isoprenoid biosynthesis are inhibited and, consequently, the synthesis of cholesterol.[*%]
Although T. gondii do not synthesize cholesterol, there is evidence demonstrating
isoprenoid synthesis in a lipid pathway in the apicoplast of the parasite, which has been
investigated as an important chemotherapeutic target because of its vital importance to the

parasite.[16 14, 17, 18]
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Among the statins, pravastatin shows activity in the Leishmania amazonensis
proliferation assay,'®! indicating that it has antileishmanial activity. Our data also revealed
that both simvastatin and pravastatin used individually in an experimental infection model
with the RH strain of T. gondii in HelLa cells had direct and indirect activity against the
parasite (unpublished data).

Simvastatin['3 and the statin atorvastatinl?®! have been evaluated in a culture assay
of macrophages infected with T. gondii. Furthermore, Kessler et al.l?!l found that treatment
with lovastatin caused morphological changes in T. cruzi with consequent death.

In view of the above findings, we analyzed the effect of the combination of statin +

pyrimethamine/sulfadiazine to propose an alternative treatment regimen for toxoplasmosis.

Methods

HelLa cells Culture

HelLa cells derived from a human uterine cervix tumor were acquired from the
American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) and were maintained in culture in
Medical Mycology of Oral Microbiology Laboratory, State University of Londrina.

The cultivation was performed in 75-cm? culture flasks (Ciencor Scientific, Brazil)
with RPMI 1640 medium (Sigma Chemical Co., Brazil) supplemented with 10% inactivated
fetal bovine serum (FBS) (Sigma Chemical Co.), 1% antibiotics (10,000 U/mL penicillin
and 10 mg/mL streptomycin) (Cultilab, Brazil), L-glutamine, sodium pyruvate and 2-
mercaptoethanol (complete medium for HeLa - CMH). The cells were maintained in an
incubator at 5% CO2 at 37°C and used for experimental infection in vitro assays, as well as

for maintenance of the RH strain of T. gondii.

Maintenance of RH strain of T. gondii

Tachyzoites of T. gondii RH strain were maintained in cultured HelLa cells with
CMH, with 2% instead of 10% FBS in an incubator at 5% CO2 at 37°C, where successive
passages were done to keep the parasite in vitro.[??]

Pravastatin and simvastatin
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Pravastatin, obtained from Laboratério Catarinense SA (Joinville, Brazil), was
diluted in distilled water at 12.8 mg/mL. Simvastatin, obtained from the same company,
was diluted in 0.25 M NaOH at 5 mg/mL and warmed at 37°C for 1 h with pH adjusted to

7.4 to cleave the pre-drug and release the active drug./?®!

2.4 Hela cell viability by MTT assay

The viability of HelLa cells after treatment with pravastatin and simvastatin was
evaluated according to mitochondrial oxidation, by colorimetric MTT tetrazolium salt assay
(3- [4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl blue) (Sigma
Chemical Co.). ?l HeLa cells were grown in 96-well plates (3x 10* cells/well/200 uL), for
24 h in MCH medium at 37°C and 5% CO 2. Afterwards, the cells were treated with the
combination sulfadiazine (50 pg/mL) + pyrimethamine (25 pg/mL) used as the positive
control; pravastatin (12 pg/mL) + simvastatin (3.125 pg/mL); pravastatin (12 pg/mL) +
pyrimethamine (8 ug/mL); pravastatin (12 pg/mL) + sulfadiazine (16 ug/mL); pravastatin
(12 pg/mL) + pyrimethamine (8 pg/mL) + sulfadiazine (16 pg/mL); simvastatin (3.125
ug/mL) + pyrimethamine (8 ug/mL); simvastatin (3.125 ug/mL) + sulfadiazine (8 ug/mL);
simvastatin  (3.125ug/mL) + pyrimethamine (8 pg/mL) + sulfadiazine (16 pg/mL)
(Laboratorio Catarinense SA). The treated cells were maintained in CO2 incubator at 37°C
for 24 h.

Cells with only culture medium served as the negative control. After the treatments,
the medium was replaced with fresh medium with 10 uL of MTT (5 mg/mL) and the cells
incubated for another 3 h under the usual conditoins. The medium was removed and the
crystals solubilized in 10% sodium dodecy sulfate (SDS) (Sigma Chemical Co.) in 50%
dimethyl formamide (DMF) (Sigma Chemical Co,). After 30 min, absorbance was read at
570 nm in a microplate reader (Thermo Placa Thermo Plate - TP-Reader). The results
were expressed as a percentage relative to MTT reduction in the control group calculated
with following formula:

% viable cells = (Abs of treated cells/Abs of nontreated cells) X 100.

Experimental infection
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The effect of pravastatin and simvastatin on adhesion, invasion and intracellular
proliferation of T. gondii in HelLa cells was evaluated using an experimental infection with
tachyzoites of T. gondii in HeLa cells with post treatment.

Briefly, HeLa cells (10°) maintained inn 24-well plates containing 13-mm round
coverslips (Ciencor Scientific) were infected with 5x10° tachyzoites of the T. gondii. RH
strain. After 3 h of infection, the cells were washed and subjected the following treatments:

e sulfadiazine (50 pg/mL) + pyrimethamine (25 pg/mL);

e pravastatin (12 pg/mL) + simvastatin (3.125 pug/mL);

e pravastatin (12 pg/mL) + pyrimethamine (8 ug/mL);

e pravastatin (12 ng/mL) + sulfadiazine (16 pg/mL);

e pravastatin (12 pg/mL) + pyrimethamine (8 pg/mL) + sulfadiazine (16 ug/mL);

e simvastatin (3.125 ug/mL) + pyrimethamine (8 ug/mL);

e simvastatin (3.125 pg/mL) + sulfadiazine (16 pg/mL);

e simvastatin (3.125 pg/mL) + pyrimethamine (8 ug/mL) + sulfadiazine (16 pg/mL).

Cells were fixed in 10% paraformaldehyde in PBS (phosphate-buffered saline) for
24 h and washed in PBS to removed nonfixed material. Cells were stained with
1%toluidine blue (Sigma Chemical Co.) for 5 min and mounted on glass slides for
examination under a light microscope (€100, Nikon — led). We determined the T. gondii
infection index (number of infected cells per 200 cells examined), number of tachyzoites of
T. gondii adhered per cell and intracellular proliferation of the parasite (total number of

parasites per 200 cells examined). [22]

Statistical analysis

All data are given as the mean and standard deviation of three independent
experiments carried out in triplicate. The differences between treatments and controls
were evaluated by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple
comparison test, using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Sftware, Inc., San Diego, CA,

USA). Statistical significance was considered when P<0.05.

Results

HeLa cell viability by MTT assay
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To see if the combinations were toxic to HelLa cells, we tested the possible
concentrations that would be used in infection experiments, by the MTT assay. Initially, we
used the pyrimethamine and sulfadiazine concentrations established by Barbosa et al.
(2012). We observed that HelLa cells treated with the combination of pravastatin (12
pMg/mL) + pyrimethamine (8 ug/mL) + sulfadiazine (16 ug/mL) for 24 h did not affect cell
viability compared to the positive control (Fig. 1A). The same was observed in cells treated
with simvastatin (3.125 pg/mL) combined with pyrimethamine (8 ug/mL) + sulfadiazine (16
ug/mL) (Fig. 1B). When we evaluated the combination of pravastatin + simvastatin, there

was only a 6.3% decrease in cell viability, not differing from control (Fig. 1C).

Pravastatin and simvastatin inhibit adhesion, invasion and intracellular proliferation

of T. gondii in HeLa cells

We determined the effects of the combinations on the processes of adhesion,
invasion and proliferation of T. gondii tachyzoites using the infection model after the
treatments. It was observed that most of the treatments significantly reduced adhesion by
the parasite compared to the negative control (treated with only RPMI) except when the
cells were treated with the combination of pravastatin (12 pg/mL) + sulfadiazine (16
pg/mL) (P=0.0001) (Fig. 2A).

A significant reduction was also observed in the number of cells infected and
treated with the following combinations of pravastatin + pyrimethamine, pravastatin +
sulfadiazine, and pravastatin + pyrimethamine + sulfadiazine, compared to the negative
control (P=0.0001) (Fig. 2B). When compared to the positive control (pyrimethamine (25
Mg/mL) + sulfadiazine (50 ug/ml)), similar results were observed for the combinations of
pravastatin (12 pg/mL) + pyrimethamine (8 pg/ml) and pravastatin (12 pg/ml) +
pyrimethamine (8 pg/ml) + sulfadiazine (16 ug/ml) (P=0.0001) (Fig. 2B).

There was also a significant reduction in the number of tachyzoites per cell when
with all combinations of drugs compared to the negative control (P=0.0001) (Fig. 2C).
However, when compared to the positive control, the combinations of pravastatin (12
Mg/mL) + pyrimethamine (8 ug/ml) (P=0.0001), pravastatin (12 pg/mL) + sulfadiazine (16
pg/ml) (P=0.001) and pravastatin (12 pg/mL) + pyrimethamine (8 pg/ml) + sulfadiazine (16
pg/ml) (P=0.0001) showed decreased levels of tachyzoites (Fig. 2C).
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However, treatment with pravastatin (12 ug/mL) alone showed no significant
reduction in the number of infected cells and the number of tachyzoites per cell when

compared to the negative and positive controls (Fig. 2B and C).

We found that simvastatin (3.1 pg/mL) alone (P=0.0001) and/or combined with
pyrimethamine (8 pg/mL) + sulfadiazine (16 pg/mL) (P=0,05) and also simvastatin and
pyrimethamine (P=0.05), significantly decreased the number of tachyzoites adhered to
cells when compared to the negative control (Fig. 3A). However, the combinations of
simvastatin (3.1 pg/mL) + pyrimethamine (8 pg/mL), simvastatin (3.1 pg/mL) + sulfadiazine
(16 pg/mL), and simvastatin (3.1 pg/mL) + pyrimethamine (8 pg/mL) + sulfadiazine (16
pug/mL), were not effective in eliminating the adhered tachyzoites when compared to the
positive control (P=0.0001) (Fig. 3A).

In turn, all treatments caused a significant decease in the number of infected cells
(Fig 3B) and number of tachyzoites per cells (Fig 3C), compared to the negativ control
(P=0.0001).

In addition, the number of parasites was significantly lower compared to the positive
control, when the cells were treated with the combination of simvastatin (3.1 pug/mL) +
pyrimethamine (8 ug/mL) + sulfadiazine (16 pg/mL) (P=0.001) (Fig. 3C).

The figure 4 shows that the combination of pravastatin + simvastatin significantly

decreased adhesion (Fig. 4A), number of infected cells (Fig. 4B) and number of
tachyzoites per cell (P=0.0001) (Fig. 4C), when compared to the negative control. This
was not observed when compared to the positive control.
The supplementary Fig. 5 shows light microscopy images of the following: uninfected
HeLa cells (5A), demonstrating the absence of T. gondii; HeLa cells infected with the RH
strain of T. gondii (5B), where the arrows indicate the presence of parasitophorous
vacuoles containing the parasite tachyzoites; HelLa cells infected and treated with the
combination of sulfadiazine + pyrimethamine (5C) showing a decrease in the number of
intracellular parasites; HelLa cells treated with pravastatin + pyrimethamine + sulfadiazine
(5D), where the arrows show a great decrease in the number parasites and
parasitophorous vacuoles; and HelLa cells treated with simvastatin + pyrimethamine +
sulfadiazine (5E) and pravastatin + simvastatin (5F), both also showing a decrease in the
number of intracellular parasite.

Images
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Figure 5. Photomicrograph of experimental infection in HeLa cells treated for 24 h and stained with toluidine
blue. Uninfected HeLa cells (A), HeLa cells infected with the RH strain of Toxoplasma gondii (B). HeLa cells
infected with T. gondii and treated with pyrimethamine and sulfadiazine combined (50 and 25 pg/mL) (C);
Hela cells infected with T. gondii and treated with a combination of pravastatin (12 pg/mL), pyrimethamine
(8 ng/mL) and sulfadiazine (16 pg/mL) (D); simvastatin (3.125 pg/mL), pyrimethamine (8 pg/mL) and
sulfadiazine (16 pg/mL) (E); pravastatin (12 pg/mL) and simvastatin (3.125 pg/mL) (F). Arrows indicate a
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parasitophorous vacuole with tachyzoites inside. Were analyzed by optical microscope (magnification of

400x in all panels)

Discussion

Our results showed a significant reduction in the processes of T. gondii adhesion to
HeLa cells, number of infected cells, and especially intracellular parasite proliferation rate
in cells treated with pravastatin and / or simvastatin combined with sulfadiazine and
pyrimethamine.

It was also seen that the combination of pravastatin with conventional drugs
(pyrimethamine and sulfadiazine) caused up to 91% reduction in the number of
tachyzoites per cell when using concentrations below those normally indicated for
pyrimethamine and sulfadiazine. This information is important since it is expected that
lower doses of pyrimethamine and sulfadiazine would be less toxic to the host.

Importantly, there are no reports in the literature about the activity of pravastatin in
T. gondii infection, and there is only one previous study by our group that showed that the
drug was effective in controlling T. gondii replication in HeLa cells when used alone at 50
and 100 ug / mL (unpublished data).

The search for new therapies for the treatment of toxoplasmosis has been the
subject of many studies. In this regard, some researchers have studied the potential of
statins, drugs used for the treatment of dyslipidemia, and have found that these drugs also
showed promising activity against toxoplasmosis.[*3:14.20]

Therefore, in attempt to minimize the side effects caused by current therapy, our
study was to evaluate the effect of the combination of pravastatin/simvastatin with
conventional treatment at lower concentrations. Initially, we observed that the
combinations (statin + pyrimethamine/sulfadiazine at lower concentrations) did not alter
cell viability.

All forms of combination related to simvastatin decreased the number of infected
cells, mainly when using lower concentrations than that of sulfadiazine and pyrimethamine
combined. This result corroborates the data obtained in a previous study of HelLa cells,
where we demonstrated that simvastatin also reduced the number of infected cells and the
number of intracellular parasites, when used alone but at higher concentrations
(unpublished data).

Cortez et al.l'® observed that simvastatin had anti-proliferative activity against

tachyzoite forms of the RH strain in macrophage culture. Our data with pravastatin +
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simvastatin combined showed similar effects with regard to this activity, but using HelLa
cells.

By knowing that statins inhibit cholesterol synthesis in the host by blocking HMG-
CoA reductase enzyme and the conversion of HMG-CoA to mevalonic acid,*®! and that T.
gondii also uses sources of cholesterol of the host for maintenance and survival in the cell,
we hypothesized that treatment with these drugs could indirectly eliminate the parasite, by
depriving it of essential constituents for their maintenance and survival.l?!

To prove that cholesterol produced by the host is essential to the life and replication
of T. gondii, Nishikawa et al. ¥l pre-treated murine macrophages with lovastatin and
initially found that cholesterol levels were dramatically reduced and that this was directly
related to the inhibited proliferation of the parasite.

It is noteworthy that the results obtained with the combination simvastatin +
pravastatin indicated that in addition to the indirect pathway, there was direct action on the
apicoplasto.l?!

Kessler et al.l’ll using lovastatin also demonstrated its microbicidal action in an
infection model with T. cruzi, reporting that there was also a dose-dependent inhibitory
effect on parasite replication.

We believe that the decrease in the intracellular proliferation of T. gondii using
different combinations was likely due to the concomitant use of drugs (statins + current
therapy) with different mechanisms of action, i.e., inhibition of lipid synthesis and blocking

folate synthesis, respectively.®!

Conclusion

Our findings with statins alone are extremely important since treatment with
simvastatin and pravastatin was more effective than the use of conventional therapy
(pyrimethamine and sulfadiazine), even at lower concentrations than that of current
therapy. Thus, pravastatin and simvastatin appear to be promising drugs for use in clinical
trials as an alternative treatment for toxoplasmosis. This study, according to the literature,
is a promising pioneer work, because in fact, the combinations caused a reduction in cell
adhesion and invasion and decreased proliferation of the parasite as well. It is believed
that these drugs together act on important targets for replication and survival of the
parasite, either directly by inhibiting DNA synthesis of the parasite or indirectly by
suppressing lipid supply.
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