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RESUMO

Toxoplasma gondii é o protozodrio causador da to-
xoplasmose, infecgdo que apresenta carater grave
em imunocomprometidos. Os fadrmacos conven-
cionais para o tratamento desta infec¢do apresen-
tam alta toxicidade. Pegonhas de escorpido sdo
investigadas uma vez que apresentam efeito direto
sobre micro-organismos. Objetivo deste trabalho
foi avaliar o potencial toxoplasmicida e imunomo-
dulador da pegonha do escorpido Tityus bahiensis
(pTb) sobre taquizoitas da cepa RH de T. gondii em
células Hela. Para averiguar indices de infeccdo
e proliferagdo celular de formas taquizoitas de T.
gondii (5x10%) em células Hela (1x10°). Foi avalia-
da, também, a producdo de citocinas nas células
Hela infectadas e tratados com pTb (15 ug/mL).
Os resultados demonstram que, apés 24 horas de
tratamento, nenhuma das concentragdes apresen-
tou foi citoxicidade. A pTb ndo alterou os niveis de
infeccdo das células. Na proliferacgdo intracelular a
pTb induziu redugdo de 17,92% na concentragdo 4
mg/mL, 10,18%, utilizando 7,5 mg/mL e 16,82%
com 15 mg/mL. A pTb modulou apenas a produgdo
de IL-8, reduzindo sua produgdo em 87,32%. Con-
cluimos que a pTb exerce a¢do imunomoduladora
e anti-proliferativa sobre células Hela infectadas
com Toxoplasma gondii (cepa RH).

PALAVRAS-CHAVE
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ABSTRACT

Toxoplasma gondiiis the protozoan that causes toxoplasmosis, an infection that is severe in immuno-
compromised individuals. Conventional drugs for the treatment of this infection have high toxicity. Scor-
pion venoms are investigated as they have a direct effect on microorganisms. The objective of this work
was to evaluate the toxoplasmicidal and immunomodulatory potential of the venom of Tityus bahiensis
(Tbv) scorpion on tachyzoites of the RH strain of T. gondiiin Hela cells. To investigate infection rates
and cell proliferation of tachyzoite forms of 7. gondii (5x10°) in HeLa cells (1x10°). Cytokine production
in infected Hela cells and treated with Tbv (15 pg/mL) was also evaluated. The results demonstrate
that, after 24 hours of treatment, none of the concentrations showed cytoxicity. Tbv did not change
the infection levels of the cells. In intracellular proliferation, pTb induced a reduction of 17.92% in the
concentration 4 ug/mL, 10.18% using 7.5 pg/mL and 16.82% with 15 pg/mL. Tbv modulated only the
production of IL-8, reducing its production by 87.32%. We conclude that Tbv exerts an immunomodula-
tory and anti-proliferative action on Hela cells infected with Toxoplasma gondii (RH strain).
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RESUMEN

Toxoplasma gondii es el protozoo que causa toxoplasmosis, una infeccién grave en personas inmu-
nocomprometidas. Los medicamentos convencionales para el tratamiento de esta infeccién tienen
una alta toxicidad. Se investigan los venenos de escorpién ya que tienen un efecto directo sobre los
microorganismos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial toxoplasmicida e inmunomo-
dulador del veneno del escorpién Tityus bahiensis (vTb) en los taquizoitos de la cepa RH de T. gondii
en células Hela. Para la viabilidad celular y la caracterizacién de vTb, se realiz6 MTT (3- [4,5-dime-
tiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio; azul de tiazolilo), las células HelLa se infectaron con taquizoitos T.
gondii, que fueron tratados en diferentes concentraciones con vTb (4 ug/mL, 7,5 ug/mL y 15 pug/mL)
o medicamentos convencionales durante 24 horas, para investigar las tasas de infeccién y la prolife-
racion celular de formas taquizoicas de 7. gondii (5x10%) en células Hela (1x10%). También se evalud
la producci6n de citocinas en células Hela infectadas y tratadas con vTb (15 ug/mL). Los resultados
demuestran que, después de 24 horas de tratamiento, ninguna de las concentraciones mostré cito-
toxicidad. vTb no cambié los niveles de infeccién de las células. En la proliferacién intracelular, vTb
indujo una reduccién del 17,92% en la concentracién de 4 pug/mL, 10,18% con 7,5 ug/mL y 16,82%
con 15 ug/mL. vTb modulé solo la produccién de IL-8, reduciendo su produccién en un 87.32%. Llega-
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mos a la conclusién de que vTb ejerce una accién inmunomoduladora y antiproliferativa en las células
Hela infectadas con Toxoplasma gondii (cepa RH).

PALABRAS CLAVE

Toxoplasmosis. Veneno de Tityus bahiensis. Células Hela.

1INTRODUGAO

A toxoplasmose é uma infeccdo com ampla distribuicdo mundial, causada pelo protozoario Toxo-
plasma gondiie constitui um sério problema de satde publica. Apresenta baixa prevaléncia em popu-
lagdes da América do Norte, sudeste da Asia, Europa setentrional e alguns paises africanos, porém
pode acometer cerca de 50% da populacdo em paises da Europa central e obter soroprevaléncia ainda
mais importante em paises da América Latina (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

A infeccdo geralmente é assintomética, no entanto, em individuos imunocomprometidos ou du-
rante infec¢do congénita (CAPOBIANGO et al., 2014), pode levar a quadros sintométicos severos
como retinocoroidite e lesBes no sistema nervoso central (SILVEIRA et al., 2015). A gravidade das
manifestac¢des clinicas da toxoplasmose depende de diversos fatores, entre eles o tipo da cepa infec-
tante de T. gondiie a resposta imune do hospedeiro (MONTOYA; REMINGTON, 2008).

A resposta imune a infecgdo por T. gondii ocorre principalmente pela imunidade celular, per-
mitindo o controle da replicagdo do parasito. Dessa forma, o processo inflamatério desencadea-
do pela infecgdo por 7. gondii envolve a expressdo de citocinas e mediadores inflamatérios cuja
expressdo génica de muitos destes elementos é controlada pelo fator nuclear kappa B (NF-kB)
(BLANCO et al., 2003).

Diante da gravidade da toxoplasmose, muitos estudos in vitro e in vivo com T. gondii sdo
realizados com intuito de avaliar aspectos comportamentais, imunopatoldgicos e parasitolégicos
do parasito, a partir dessas investiga¢des possibilitar avangos no diagnéstico e tratamento desta
infeccdo (SANFELICE et al., 2019).

O tratamento consiste na combinagdo da sulfadiazina e pirimetamina que agem sinergicamente
no blogueio da via de sintese do folato, inibindo as enzimas dihidropteroato sintase (DHPS) e dihidro-
folato redutase (DHFR), que sdo essenciais para a sobrevivéncia e replicagdo do parasito (ANDERSON,
2005). No entanto, esses medicamentos apresentam diversos efeitos colaterais e téxicos ao humano,
podendo ocasionar anemia megaloblastica, leucopenia e granulocitopenia (GOBEL et al., 2007).

Assim sendo, é necessaria a busca por farmacos alternativos eficazes contra o parasito cujos efei-
tos danosos ao hospedeiro sejam os menores possiveis. Pesquisas recentes tém demonstrado que de-
rivados de pegonhas animais podem atuar sobre protozodarios, como é o caso de pegonhas de serpen-
tes como Naja haje, Vipera lebentina e Cerastes cerastes que inibiram o crescimento dos protozodrios
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Trypanosoma cruzie Leishmania donovaniinfantum, in vitro(FERNANDEZ-GOMEZ et al., 1994). Além
disso, foi observado potencial antiparasitario de lecitinas isoladas do veneno da serpente Bothrops
pauloensis em taquizoitas de T gondii (CASTANHEIRA et al., 2015).

Diante disso, nosso objetivo foi investigar o potencial antiparasitario da pegonha de Tityus bahien-
sis, visto que, ndo ha estudos dessa agdo, sobre a infecgado e proliferacao de taquizoitas de 7. gondii
(cepa RH) em células Hela, bem como a producdo de citocinas pelas células infectadas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1CULTIVO DE CELULAS HELA E MANUTENGAO DE 70XOPLASMA GONDII

O cultivo foi realizado em frascos de cultura de 75cm? (Ciencor Scientific, Brasil) com meio de
cultura DMEM (Gibco by Life Technologies) suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado
(SBF) (Sigma- Aldrich), 1% de antibidtico (10,000U/mL penicilina e 10mg/mL estreptomicina) (Culti-
lab, Brasil), L-glutamina, piruvato de sédio e 2-mercaptoetanol (meio completo para HeLa - MCH). As
células foram mantidas em estufa a 5% de CO,, 37°C, utilizadas em ensaios de infecgdo experimental
in vitro de acordo com Sanfelice e colaboradores (2017), ainda mantidas no Laboratério de Imunopa-
rasitologia das Doencas Negligenciadas e Cancer da Universidade Estadual de Londrina.

2.2 MANUTENGAO DA CEPA RH DE T GONDI

Taquizoitos da cepa RH de T. gondiiforam cedidos pelo Laboratério de Zoonose Medicina Veteri-
naria, Universidade Estadual de Londrina e mantida na cavidade peritoneal de camundongos Swiss
com 60 dias de idade em intervalos de 48 a 72 horas. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Londrina 88/2017/CEUA.

2.3 PECONHA E FARMACOS UTILIZADOS

A peconha liofilizada de T. bahiensis (pTb) foi fornecida pelo Laboratério de Artrépodes do Ins-
tituto Butantan de S&o Paulo. O material foi estocado a -20°C e no momento do uso foi diluido em
meio DMEM suplementado com 2% de SBF e 1% de antibiético. As concentracdes de pTb (0,5-15
pg/mL) foram testadas no ensaio de viabilidade em células Hela, para determinar as concentra-
¢cdes a serem prosseguidas nos préximos experimentos. A dilui¢do para obtencdo das concentra-
¢bes de 50 e 25ug/mL de sulfadiazina e pirimetamina, respectivamente, foi realizada de acordo
com as descri¢des de Sanfelice e colaboradores (2017).

Foram considerados controle positivo o grupo de células infectadas com taquizoitas e tratadas
com sulfadiazina e pirimetamina; grupo negativo as células infectadas com taquizoitas e mantidas
em DMEM e grupo basal apenas células mantidas em DMEM.
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2.4VIABILIDADE DA CELULA HELA

A viabilidade das células Hela apés o tratamento com pTb foi avaliada por meio do teste colorimétrico sal de
tetrazélio MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazélio, Sigma Chemical CO., Brasil) (MOSMANN, 1983).

2.5 INFECGAO E PROLIFERAGAO DE . GONONEM CELULAS HELA

Para avaliar o efeito da pTb na invasdo e proliferagdo de 7. gondiiem células Hela, foi utilizado o mo-
delo experimental de infec¢do com células posteriormente tratadas. Células Hela (1x10°%) foram mantidas
em placas de 24 pocos, contendo laminulas redondas de 13mm (Ciencor Scientific, Brasil) e infectadas
com 5x10° taquizoitos da cepa RH de T. gondii. Apés trés horas de infecgdo as células foram lavadas e re-
ceberam o tratamento com a pTb por 24 horas nas concentragdes 4,0 pg/mL, 7,5 pg/mL e 15,0 pg/mL ou
tratamento com associacdo de pirimetamina e sulfadiazina (25,0 e 50,0 ug/mL, respectivamente).

Apds 24 horas em DMEM, para ambos os grupos, as células foram fixadas com paraformaldeido
a 4% e PBS durante 30 minutos, em seguida lavadas com PBS. As células entdo, foram coradas com
azul de toluidina a 1% (Sigma Chemical Co.), durante um segundo e montadas em laminas de vidro
para andlise em microscépio 6ptico (€100, Nikon) em aumento de 1000X para verificar os indices de
infeccdo (ndmero de células infectadas por 200 células examinadas) e proliferacdo intracelular do
parasito (nimero total de parasitas por 200 células examinadas) (SANFELICE et al., 2019).

2.6 DOSAGEM DE CITOCINAS

O nivel das citocinas presente no sobrenadante das células Hela infectadas com a cepa RH de T.
gondii foram analisados por Cytometric Bead Array (CBA), de acordo com as instrucdes do kit (CBA
Human Th1/Th2/Th17, BD), usando o aparelho FACSCanto Il da Becton Dickinson. Os dados de cito-
metria foram analisados no programa “FCAP Array, v1.0.1, da Soft Flow Hungary Ltd.”

2.7 ANALISE ESTATISTICA
Todos os dados representam a média e desvio padrdo de trés experimentos independentes que foram
realizados em triplicata. As diferencas entre tratamentos e controles foram avaliadas por anélise de varidncia

(One way ANOVA) sequido por teste de comparagdes multiplas de Tukey, utilizando o software GraphPad Pris-
ma 5.0 (GraphPad Sftware, Inc., San Diego, EUA). A significancia estatistica foi considerada quando p<0,05.

3 RESULTADOS
3.1 TRATAMENTO COM PECONHA DE . BAHIENS/SNAO APRESENTOU CITOTOXICIDADE EM CELULAS HELA

Para determinar a citotoxicidade do tratamento da pTb em células Hela e determinar concen-
tracdes a serem utilizadas em experimentos de infecgdo e proliferacéo celular, foi realizado ensaio
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de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). Conforme demonstrado na Fi-
gura 1, nenhuma das concentragdes da pTb foi téxica para as células Hela. A associagdo dos farma-
cos sulfadiazina e pirimetamina (50 e 25 pg/mL) nas células Hela, ndo apresentou citotoxicidade
para as células, este resultado estdo descritos em trabalhos realizados anteriormente pelo nosso
grupo (SANFELICE et al., 2017).

Figura 1 - Efeito da pTb na viabilidade de células Hela. O grupo basal representa células HeLa man-
tidas em DMEM,; as barras seguintes representam células HeLa mantidas por 24 horas com diferentes
concentracgdes da pTb. Os dados representam a porcentagem de células vidveis. Foram realizados trés
experimentos independentes em triplicata
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Fonte: Dados da pesquisa.
3.2 AVALIAGAO DOS iNDICES DE INFECGAO E PROLIFERACAO INTRACELULAR DE TAQUIZOITAS DE 7. GONDI

Ainfeccdo das células HelLa por T. gondii ndo foi alterada pelo tratamento com pTb em nenhu-
ma das concentragdes utilizadas; por outro lado, o tratamento com a associagdo de sulfadiazina
e pirimetamina apresentou redugdo no ndimero de células infectadas em relagdo ao grupo nédo
tratado (FIGURA 2A). Na Figura 2B observa-se que os indices de proliferacdo intracelular de T.
gondii foram alterados nos grupos tratados com a pegonha; com reducdo de 17,92%, 10,18% e
16,82% na presenca de pTb (concentracdes de 4,0; 7,5 e 15,0 mg/mL, respectivamente) e redu-
¢do de 64,44% com o tratamento com sulfadiazina e pirimetamina em nimero de taquizoitos no
citoplasma das Hela infectadas.
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Figura 2 - Efeito da pTb na infecgdo de células HelLa com taquizoitos de T. gondji
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Em A, foi avaliado o niimero de células infectadas por T. gondii. Em B, foi avaliado o indice de pro-
liferacdo intracelular do parasito. O grupo controle negativo representa células HeLa mantidas em
DMEM; grupo sulfa+piri representa células tratadas com associagdo de sulfadiazina e pirimetamina
(50 e 25 ug/mL); grupos pTb pg/mL representam células Hela tratadas com diferentes concentra-
¢des de pTb. Os tratamentos foram mantidos por 24 horas. Os dados representam a média + SEM de
trés experimentos independentes realizados em triplicata. *p<0,05 e ****p<0,0001 significativo em
relagdo ao grupo controle negativo. ## p<0,01 e #### p<0,0001 significativo em relagdo ao grupo
sulfa+piri.

Fonte: Dados da pesquisa.

3.3 PRODUCAO DE CITOCINAS

Foi observada redugdo na producdo de IL-8 nas células Hela infectadas e tratadas por 24 horas
com a pTb (15 pg/mL) ou com a associacdo de sulfadiazina e pirimetamina (50 pg/mL e 25 pg/mL,
respectivamente) (FIGURA 3C). Nao houve modulagdo na produgdo de IL-1, IL-6, IL-10, IL-12p70 e
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TNF- por pelas células Hela infectadas por T. gondii, tratadas com farmacos classicamente utilizados
ou com a pTb (FIGURA 3).

Figura 3 - Producao de citocinas por células Hela infectadas por T. gondii
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Os niveis das citocinas foram determinados no sobrenadante de cultura das células HelLa decorridas
24 horas da infeccdo e tratamento. O grupo controle negativo representa células Hela infectadas
com taquizoitos de T. gondii; o grupo sulfa+piri representa células HelLa infectadas com T. gondii e tra-
tadas com sulfadiazina e pirimetamina (50 e 25 pg/mL) (controle positivo); e células Hela infectadas
e tratadas com a pTb (15 pg/mL). *Diferente do controle negativo (p<0,05).

Fonte: Dados da pesquisa.
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4 DISCUSSAD

Diante da busca de farmacos alternativos para menos efeitos téxicos no tratamento da toxoplas-
mose, pesquisam-se as pegonhas de escorpides, pois estas possuem componentes descritos como
potenciais candidatos ao desenvolvimento de medicamentos (ORTIZ et al., 2015).

No presente estudo, a peconha de T. bahiensis ndo induziu toxicidade em células Hela nas con-
centracdes testadas. Resultado similar foi obtido por Khaleghi Rostamkolaie e colaboradores (2019)
que, utilizando a mesma linhagem RH de 7. gondii, mas, avaliando acdo da pegonha do escorpido
Hemiscorpius lepturus, ndo verificaram reducdo da viabilidade de células Vero.

A escolha das concentragdes de sulfadiazina e pirimetamina foi baseado em estudos anteriores
realizados que utilizaram células Hela, as quais ndo comprometeram a viabilidade destas células
(SANFELICE et al., 2017; SANFELICE et al., 2019). Além disso, o veneno de escorpido apresenta bai-
xa toxicidade nas células de carcinoma celular humano (BEL7404) e células de ovério de hamster
(CHOC400) uma vantagem em relacdo ao tratamento convencional (WANG et al., 2005).

Nossos resultados indicaram redugdo da proliferagdo intracelular do parasito. Acredita-se que os
componentes da pegonha tenham atuado diretamente nas formas taquizoitas de 7. gondii, inibindo a
funcionalidade de organelas essenciais para sua replicagdo e sobrevivéncia, assim como foi observa-
do no estudo de Borges e colaboradores (2006), que verificaram alteracdes na membrana plasmatica,
intensa vacuolizagdo e inchago da bolsa flagelar de Leishmania discrepans apés tratamento com a
peconha de T. discrepans, escorpido pertencente ao mesmo género de 7. bahiensis. De forma seme-
lhante, o estudo realizado por Khaleghi Rostamkolaie e colaboradores (2019) demonstrou o efeito
anti- Toxoplasma da pegonha do H. lepturus em células Vero, sem evidenciar quais organelas ou vias
do parasito foram afetados mediante a pegonha utilizada.

Além da atuagdo das peconhas em organelas dos parasitos, estudos de Guillaume e colaborado-
res (2006) realizados com Plasmodium falciparum - parasito pertencente ao filo Apicomplexa, assim
como Toxoplasma - demonstraram que a secregao de fosfolipases A2 (PLA,s) presentes na pegonha
dos escorpides tem a capacidade de inibir o desenvolvimento do parasito dentro dos eritrécitos.

Apesar desses registros citados, ndo temos relatos precisos das alteragtes e dos mecanismos morfolé-
gicos e fisiolégicos dos parasitos diante das pegonhas das diferentes espécies de escorpido, nos cabendo
apenas, inferir tais mecanismos e reforcando a necessidade de mais estudos com enfoque nessas vias.

Ja foram descritos efeitos imunomoduladores perante a presenca da pegonha de escorpides
(ORTIZ et al., 2015), porém pouco se sabe sobre essas propriedades em escorpides do género Ti-
tyus. Dessa forma, avaliamos a produgdo de citocinas pelas células Hela infectadas com 7. gondii
e tratadas com peconha de T. bahiensis (FIGURA 3).

Os resultados ndo demonstraram diferencas significativas com relagéo as citocinas IL-1, IL-6, IL-10, IL-
-12p70 e TNF-, sugerindo auséncia de atividade imunomoduladora da peconha nestes casos. Isso pode ser
em parte justificado pelos resultados de Hazelbag e colaboradores (2001), nos quais foi observado - por meio
da expressdo de RNA mensageiro por PCR Real Time - que células de cancer cervical, como a Hela, ndo sdo
boas produtoras de determinadas citocinas, tais como TNF-, IL-10, alguns subtipos de IL-12, entre outras.
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Foi observada, contrastando com as outras citocinas analisadas, redugdo significativa de IL-8 nas
células tratadas tanto com a peconha quanto com sulfadiazina e pirimetamina.

A'IL-8 é uma citocina pré-inflamatéria que auxilia no recrutamento de neutréfilos, contribuindo com
o infiltrado inflamatério durante a fase aguda (DENNEY ef al., 1999), o aumento dessas citocinas é um
importante mecanismo de defesa contra o parasitismo intracelular. Entretanto, o efeito direto do parasi-
to e o efeito indireto da resposta inflamatéria exacerbada podem levar a danos teciduais no hospedeiro,
agravando a infecgdo. Assim, a redugdo de uma citocina pré-inflamatéria, como a IL-8 é necesséria para
desencadear uma resposta equilibrada e limitar a patogenia da doenca (MELBY et al, 2019).

Denney e colaboradores (1999) citam que a liberacdo de IL-8 depende de fatores sollveis das
células hospedeiras como a IL-1, por exemplo. Os autores relatam que as células que ndo expressam
IL-1 ou outra atividade indutora de IL-8 podem ndo responder a infeccéo por T. gondii. Diante disso foi
testado, um modelo de células epiteliais do intestino humano HT-29, que ndo expressa mRNA de IL-1
e nem outra atividade indutora de IL-8, as células foram infectadas com T. gondii por 24 e 72 horas,
apés a infecgdo os sobrenadantes foram analisados, embora tenham sido eficientes a infecgdo expe-
rimental, foi demonstrado uma redugdo na resposta pré-inflamatéria da quimiocina IL-8.

Estes dados sugerem que a secrecdo pré-inflamatéria de quimiocina é uma importante resposta da cé-
lula hospedeira que esté intimamente relacionado ndo apenas a presenga do parasito, mas ao tipo celular,
em questdo na produgdo adequada desses fatores sollveis indutores, o que de certa forma pode justificar,
em partes, essa reducao significativa de IL-8 mediante do efeito do tratamento em célula infectada.

Dessa forma, ha fortes evidéncias experimentais de que as citocinas desempenham papel im-
portante na patogénese de 7. gondii e na modulacdo dessas citocinas pode produzir um efeito be-
néfico ou prejudicial ao hospedeiro (MELBY et al., 2019). Além disso, sabemos que, T. gondii é um
parasito altamente bem-sucedido, pois regula a ativagdo imunolégica e os mecanismos efetores da
célula hospedeira por meio da sua habilidade de amenizar ou incitar a resposta imune por protei-
nas efetoras (MELBY et al., 2019).

Entretanto, embora tenha ocorrido avancos nas Ultimas décadas quanto a compreensdo de
como 7. gondii modula a resposta imune, ainda sdo escassos os relatos sobre mecanismos exatos
mediados pelas citocinas em resposta inicial a inflamagdo apés infecgdo quando o parasito sofre
acdo de algum farmaco ou composto.

5 CONCLUSAQ

A peconha de Tityus bahiensisapresentou atividade anti- Toxoplasma gondii, reduzindo a prolifera-
¢do das formas taquizoitas em células humanas in vitro, sem desencadear citotoxicidade da linhagem
celular utilizada. Além disso, teve efeito imunomodulador na concentragdo 15 pg/mL, reduzindo a
producdo de IL-8 pelas células infectadas. Estudos adicionais in vitroe in vivo, contemplando também
o0 uso de toxinas isoladas, devem ser conduzidos no sentido aprofundar nossos achados e de investi-
gar possivel interesse biotecnolégico da peconha de Tityus bahiensis no tratamento da toxoplasmose.
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