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RESUMO

O tratamento convencional da toxoplasmose congénita tem poucas opgdes eficazes, mas os
mais usados sao drogas baseia-se principalmente na combinacdo de sulfadiazina e
pirimetamina. No entanto, a terapia com esses medicamentos estd associada a efeitos colaterais
graves e resisténcia, exigindo o estudo de novas estratégias terapéuticas. Atualmente, existem
muitos estudos com produtos naturais, incluindo o 6leo de Copaifera, mostrando acdo contra
alguns patégenos como Trypanosoma cruzi € Leishmania. No presente estudo, investigamos 0s
efeitos do extrato etandlico das folhas e da oleorresina de Copaifera multijuga contra
Toxoplasma gondii em células trofoblasticas vilosas humanas (BeWo) e extravilosas
(HTR8/SVneo), bem como em explantes de vilosidades humanas de terceiro trimestre
gestacional. Com este propdsito, ambas as células e explantes vilosos foram infectados ou nao
com 7. gondii, tratados com extrato etandlico ou oleorresina de C. multijuga e analisadas quanto
a toxicidade celular, proliferagdo parasitaria, produgdo de citocinas ¢ ROS. Paralelamente,
ambas as células foram infectadas por taquizoitos pré-tratados com extrato etanolico ou
oleorresina, ¢ observou-se adesdo, invasdo e replicacdo do parasito. Nossos resultados
mostraram que o extrato e a oleorresina ndo desencadearam toxicidade em pequenas
concentragdes e foram capazes de reduzir a proliferacdo intracelular de 7. gondii em células
previamente infectadas. Além disso, extrato etanolico e oleorresina demonstraram agao
antiparasitaria irreversivel em células BeWo e HTR8/SVneo. Em seguida, a adesdo, invasao e
replicagdo de 7. gondii foram atenuadas quando células BeWo ou HTR8/SVneo foram
infectadas com taquizoitos pré-tratados. Finalmente, células BeWo infectadas e tratadas
regularam positivamente a IL-6 e modularam negativamente a IL-8, enquanto as células
HTR8/SVneo ndo alteraram significativamente essas citocinas quando infectadas pelo parasito.
Finalmente, o extrato etandlico e a oleorresina reduziram a proliferacdo de 7. gondii em
explantes de vilosidades humanas, e provavelmente esse efeito ¢ um mecanismo de acdo direta
sobre os parasitos. Assim, compostos de C. multijuga apresentaram diferentes atividades
antiparasitarias de forma dependente da populagdo trofoblastica, sendo a agdo direta sobre os
taquizoitos um mecanismo comum operando em ambas as células. Considerando todos esses
parametros, o extrato etanolico e a oleorresina de C. multijuga podem ser alvos para o
estabelecimento de uma nova estratégia terapéutica para a toxoplasmose congénita.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Toxoplasmose congénita, Copaifera multijuga, extrato
etanolico, oleorresina.



ABSTRACT

Conventional treatment of congenital toxoplasmosis has few effective options, but the most
used are drugs based mainly on the combination of sulfadiazine and pyrimethamine. However,
therapy with these drugs is associated with severe side effects and resistance, requiring the study
of new therapeutic strategies. Currently, there are many studies with natural products, including
Copaifera oil, showing action against some pathogens such as Trypanosoma cruzi and
Leishmania. In the present study, we investigated the effects of ethanol extract from leaves and
oleoresin of Copaifera multijuga against Toxoplasma gondii in human villous (BeWo) and
extravillous (HTR8/SVneo) trophoblastic cells, as well as in third trimester human villous
explants. For this purpose, both cells and villous explants were infected or not with 7. gondii,
treated with ethanol extract or oleoresin from C. multijuga and analyzed for cellular toxicity,
parasite proliferation, cytokine and ROS production. In parallel, both cells were infected by
tachyzoites pre-treated with ethanol extract or oleoresin, and adhesion, invasion and parasite
replication were observed. Our results showed that the extract and oleoresin did not trigger
toxicity at low concentrations and were able to reduce intracellular proliferation of 7. gondii in
previously infected cells. In addition, ethanol extract and oleoresin demonstrated irreversible
antiparasitic action on BeWo and HTR8/SVneo cells. Then, 7. gondii adhesion, invasion and
replication were attenuated when BeWo or HTR8/SVneo cells were infected with pre-treated
tachyzoites. Finally, infected and treated BeWo cells up-regulated IL-6 and down-modulated
IL-8, while HTR8/SVneo cells did not significantly alter these cytokines when infected by the
parasite. Finally, the ethanol extract and oleoresin reduced the proliferation of 7. gondii in
human villi explants, and this effect is probably a direct mechanism of action on the parasites.
Thus, compounds from C. multijuga showed different antiparasitic activities in a trophoblastic
population-dependent manner, with the direct action on tachyzoites being a common
mechanism operating in both cells. Considering all these parameters, the ethanolic extract and
the oleoresin from C. multijuga can be targets for the establishment of a new therapeutic

strategy for congenital toxoplasmosis.

Keywords: Toxoplasma gondii, congenital toxoplasmosis, Copaifera multijuga, ethanolic
extract, oleoresin.



1 INTRODUCAO
1.1 Caracteristicas gerais de Toxoplasma gondii

T. gondii ¢ um protozoario parasito intracelular obrigatério pertencente ao filo
Apicomplexa, sendo responsavel por morbidades graves, principalmente relacionado com
pessoas imunocomprometidas (BLADER et al., 2015; ZHANG, SHIUN LAI JUHAS, 2019).
Taquizoitos de 7. gondii apresentam uma forma alongada e suas extremidades arqueadas,
lembrando o formato de meia lua. Em sua regido anterior, possui o complexo apical, uma
organela em forma de cone oco, € possui trés anéis de micro tibulos, além das micronemas e
roptrias (BLADER et al., 2015). Essas organelas, bem como os granulos densos, sio
importantes no processo de adesao e invasdo das células hospedeira e manutencao do parasito
no interior das mesmas em seu vactolo parasitoforo (CARRUTHERS, 2002; BLADER et al.,
2015; TARDIEUX; BAUM, 2016).

A infecgdo por 7. gondii pode ocorrer através da ingestdo de carne crua ou mal cozida
contendo cistos teciduais do parasito, ou pode se dar também através de contato direto com
fezes de felinos infectados, ou por meio do consumo de alimentos e 4gua contaminados com
oocistos (BIGNA, et al., 2019). Apos a ingestdo, os cistos contendo bradizoitos ou oocistos
cheios de esporozoitos sdo rompidos no estomago, liberando entdo os parasitos que infectarao
o intestino delgado e se converterdo em taquizoitos, ocasionando a liberacdo de células
inflamatorias e estas infectadas servirdo como um ambiente para a proliferagcdo de 7. gondii
(BAPTISTA et. al., 2019). Assim, durante a infec¢do sdo formados cistos no tecido nervoso e
nos musculos, culminando na cronificagcdo da doenga (MARTIN et al., 2015).

O ciclo de vida de 7. gondii inclui uma fase assexuada e sexuada, tendo como
hospedeiros definitivos os felideos dos géneros Felis e Lynx, e hospedeiros intermediarios as
aves e mamiferos, incluindo o homem (DUBEY, 1998; DUBEY, 2020). A fase sexuada, que
ocorre nos hospedeiros definitivos, comeca quando ocorre a ingestdo de cistos contendo
bradizoitos pelos felinos, levando a liberag@o de parasitos na mucosa gastrica que migram para
o epitélio intestinal, onde se replicam por esquizogonia e formam esquizontes. O nucleo dos
esquizontes inicia lentamente sua individualizagdo através da divisao da membrana plasmatica,
originando os merozoitos. Estes, por sua vez, dao origem aos gametas, e havendo fecundagao,
formam-se oocistos. ApOs cair na luz intestinal, os oocistos sdo liberados para o meio ambiente
juntamente com as fezes destes animais. A ingestdo de alimentos contaminados, tanto com

cistos quanto com oocistos, pode levar a infec¢do de hospedeiros intermediarios, pois estes
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liberam bradizoitos e esporozoitos, respectivamente, que em seguida vao se transformar em
taquizoitos capazes de invadir e se disseminar pelas células do individuo, ocorrendo a fase
assexuada (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-GANGNEUX, 2014; AL-MALKI,
2021). Para os seres humanos, as vias mais importantes de transmissao sao através da ingestao
de carne mal cozida contendo cistos, vegetais mal lavados, 4gua ou solo contaminado com

oocistos e via transmissdo vertical, ou seja, da mae para o feto ou embrido (TONG et al., 2021).

1.2 Toxoplasmose congénita

A toxoplasmose congénita ¢ considerada uma das formas mais graves da doenca, e
ocorre devido a passagem transplacentdria das formas taquizoitos de 7. gondii durante a
gestacdo, alcancando assim a circulacdo e os tecidos fetais, podendo levar a graves implicagdes
para as pessoas afetadas até o feto (MONTOYA; REMINTO, 2008; HALONEN; WEISS,
2013; FALLAHI et al., 2018). Entretanto, sabe-se que o risco para o feto depende de varios
fatores, como o estado imunologico e o genotipo da mae, o gendtipo e a viruléncia do parasito,
bem como o periodo gestacional em que a infec¢do € adquirida. Outros determinantes da doenga
incluem a carga parasitaria, se a infeccdo ¢ iniciada com oocistos ou cistos teciduais ou a
ocorréncia de coinfec¢des (CARLIER et al., 2012; HALONEN; WEISS, 2013).

Nesse contexto, a placenta desempenha um papel fundamental, pois ¢ uma barreira
natural que protege o feto a exposicao de patogenos (ABBASI et al., 2003). No entanto, o risco
de infecgdo fetal e o comprometimento fetal dependem do estagio da gravidez quando ocorre a
infec¢do materna (BORGES et al., 2019). Assim, o risco de infecgao fetal no primeiro trimestre
¢ em torno de 10-25%, no entanto, o comprometimento fetal ¢ grave e pode levar ao aborto. No
segundo trimestre, as chances de transmissdo aumentam para 30%, enquanto que no terceiro
trimestre pode variar entre 60% a 90%, mas o comprometimento fetal € menor (RORMANN et
al., 2006; MCLEQOD et al., 2009; GARCIA-MERIC et al., 2010). Se a infec¢do ocorrer antes
da gravidez, o risco para o feto ¢ extremamente baixo, mesmo se a mae for exposta a outra
infeccdo. No entanto, alguns estudos mostram que a reativacdao da doenga pode ocorrer durante
a gravidez e pode resultar em efeitos adversos no feto em desenvolvimento (CARLIER et al.,
2012; CHAUDHRY; GAD; KOREN, 2014).

Os sintomas da toxoplasmose congénita incluem a coriorretinite, hidrocefalia,
microcefalia, epilepsia, cegueira, estrabismo, calcificagdes intracranianas, abortos, natimortos,
entre outros sintomas (JONES; LOPES; WILSON, 2003; LI et al., 2014). Geralmente, bebés

infectados no terceiro trimestre sdo assintomaticos, mas pode apresentar sintomas durante a
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infancia ou na fase adulta (WALLON et al., 2001; MONCADA; MONTOYA, 2012;
SCHLUTER; BARRAGAN, 2019).

1.3  Resposta imune contra 7. gondii

A invasao por 7. gondii em células do hospedeiro mamifero desencadeia respostas do
sistema imune inato e adaptativo, o que acarreta resisténcia e protecao a longo prazo. A infecgao
por T. gondii provoca uma resposta imunoldgica do tipo Thl, com consequente producao de
citocinas pré-inflamatorias que protegem o hospedeiro contra o parasito (HUNTER; SIBLEY,
2012). Receptores do tipo Toll (TLRs) sdo significativos na resposta imune inata, pois sao
capazes de reconhecer ligantes expressos pelo parasito (YAROVINSKY et al., 2014). A
interagdo de 7. gondii com esses receptores induz a produgdo de interleucina-12 (IL-12) pelas
células da imunidade inata do hospedeiro, como células natural killer (NK), células dendriticas
e macrofagos (YAROVINSKY et al., 2014). Dentre as fun¢des de IL-12 estd a inducdo da
producdo de interferon (IFN)-y (MA et al., 2015). O IFN-y estd relacionado com varios
mecanismos intracelulares para inibir a replicag@o e eliminar o parasito (DUPONT et al., 2012;
YAROVINSKY, 2014). Esta citocina favorece a conversao de taquizoitos em bradizoitos e, ao
mesmo tempo, previne a ruptura dos cistos teciduais, impedindo a reagudizacio da infec¢do no
hospedeiro (MILLER et al., 2009).

Outra citocina, o fator de necrose tumoral (TNF)-a, é produzida por macréfagos,
neutrofilos, células T e células dendriticas que proporcionam o aumento da capacidade
microbicida de macréfagos e induz células NKs a produzirem IFN-y (FILISETTI; CANDOLFI,
2004; KONER et al., 2010). A resposta secundaria (imunidade adquirida) que acontece logo
apos a resposta inicial, é considerada mediada por células, pois apresenta atividade de linfocitos
TCD4" e TCDS". Podemos observar também que em pacientes imunocomprometidos ocorre a
ativacdo de macrofagos, células NKs, linfocitos T e leucocitos polimorfonucleares (FILISETTI;
CANDOLFI, 2004; SILVA; LANGONI, 2009).

Além do IFN-y e da IL-12, outras citocinas pré-inflamatoérias sdo importantes no
combate a infeccdo por 7. gondii, como a IL-6, IL-8, fator inibidor da migra¢ao de macrofagos
(MIF), (SILVA et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2020; COSTA et al., 2021). IL-6, TNF ¢ MIF
sdo as citocinas mais importantes envolvidas na resposta imune ao 7. gondii em células
trofoblasticas humanas, explantes humanos de terceiro trimestre e interface materno-fetal

murina, permitindo reducdo significativa na transmissao vertical do parasito (BARBOSA et al.,
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2015; SILVA et al., 2017; GOMES et al., 2018). IL-6 ¢ um importante citocina envolvida no
controle do 7. gondii em vérios tipos celulares, como macrofagos e mondcitos (PEREIRA et
al., 2019) e trofoblastos humanos € murinos (BARBOSA et al., 2014; BARBOSA et al., 2015;
SILVA etal., 2017; GOMES et al., 2018).

MIF ¢ liberado por macrofagos ativador por varios estimulos pré inflamatdrios tais
como lipopolisacarideos sindrome de choque toxenico por toxina-1 IFN-y e (TNF)-o,
(MARTINEY et al., 2000). Alguns trabalhos publicados nos ultimos anos do nosso grupo de
pesquisa mostraram o importante papel de MIF nos processos inflamatorios € no controle da
infeccdo por 7. gondii na interface materno-fetal, especialmente em células trofoblasticas
humanas (FRANCO et al., 2011; GOMES et al., 2011; CASTRO et al., 2013; BARBOSA et
al., 2014, SILVA et al., 2017). Tem estudos que mostram que na infec¢do por 7. gondii, 0 MIF
pode causar a producao de IL-8 a partir de células mononucleares do sangue periférico humano
ao mesmo tempo em que ativa as vias ERK MAPK em macrofagos derivados da medula ossea
murina. Reconhecendo que o MIF pode desempenhar um papel imunomodulador durante a
infeccdo por 7. gondii em mamiferos. (SOMMERVILLE et al., 2013). A IL-8 ¢ um membro da
familia de quimiocinas CXC e é um importante mediador durante a resposta imune inata contra
varios patogenos (DONG et al., 2015). Além disso, foi relatada a producdo de IL-8 a partir de
fibroblastos e células HeLa de células infectadas com taquizoitos de 7. gondii (DENNEY et al.,
1999). Significativamente, foi observado que nos estagios agudos da infec¢do por 7. gondii ha
um rapido recrutamento de neutrofilos para o local da infecgdo (DENKERS et al., 2004), e isso

tem se mostrado essencial para a resolu¢do da infecgdo.

1.4 Resposta imune na gestacio

A gestagdo € considerada como um processo pro-inflamatorio e inflamatorio, essas fases
podem ser observadas de formas distintas nas trés fases da gestacdo: inicio, meio e fim. No
inicio, observa-se um processo pro-inflamatoério com a presenga de citocinas € quimiocinas
como IL-8 e proteina quimioatraente de monécito (MCP) -1. Na metade da gestacdo, observa-
se uma diminui¢do significativa dos niveis dessas citocinas que voltam a subir no final do
processo gestacional (KOGA; ALDO; MOR, 2009).

Na fase de implantagdo do embrido, o trofoblasto quebra o revestimento epitelial do
utero para garantir a adesdo e invasdo do tecido endometrial, além de proporcionar a
substituicao da musculatura lisa espiral dos vasos responsaveis pelo fornecimento adequado de

sangue para o feto ocasionando uma forte resposta inflamatdria, sendo observado, nesse caso,
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um perfil imunoloégico do tipo Th1 (KODA; ALDO; MOR 2009). As citocinas e os fatores de
crescimento aparecem como moléculas-chaves na regulagdo de trofoblastos. Sdo observados
cerca de 27 tipos diferentes, entre eles: interleucina (IL)-1p, IL-5, IL-6, IL8, MCP-1; podemos
identificar nesse caso um perfil imunolégico do tipo Thl (SHARMA, GODBOLE, MODI,
2016).

Para garantir uma gestagao até o final ¢ importante que exista um balanco entre perfil
imunolégico Thl e Th2, sendo preferencialmente Th2 do segundo ao terceiro trimestres
(KOGA; ALDO; MOR 2009). Assim, a infec¢ao por 7. gondii durante a gestagao pode alterar
esse balanco, levando a complicagdes. A infeccdo por 7. gondii pode acontecer em qualquer
estagio gestacional, porém as variadas consequéncias clinicas estdo relacionadas com o
trimestre em que a gestante se encontra. As implicacdes fetais mais importantes ocorrem
quando acontecem no primeiro trimestre, podendo ocasionar aborto, natimorto ou alteragdes
neuroldgicas graves. A transmissdo congénita do parasito no terceiro trimestre ocorre com
maior frequéncia, porém com apresentagdes de quadro patologico menos grave e a diminuicao

do risco de aborto (HAMPTOM et al., 2015).

1.5 Células trofoblasticas humanas: BeWo e HTR8/SVneo

O trofoblasto atua como barreira de protecdo entre a circulagdo fetal e materna e ¢ de suma
importancia para a manutengio da gestagdo até seu final. E responsaval também pela ruptura
da barreira do epitélio endometrial, nutricdo do embrido e regulagdo hormonal (KOGA; ALDO;
MOR 2009; POLLHEIMER; KNOFLER 2018.) Durante o processo de implantagio, esse
trofoblasto se diferencia em duas subpopulacdes: o citotrofoblasto e o sinciciotrofoblasto
(MOORE et al., 1993; CEBALLOS-POMARES et al., 2017). O sinciciotrofoblasto ¢ uma
camada multinucleada que forma a superficie externa dos vilos placentarios e entra em contato
direto com o sangue materno, sendo formado a partir de células do citotrofoblasto
(HUPPERTZ; GAUSTER, 2011; MAYHEW, 2014). O citotrofoblasto ¢ formado por células
individualizadas, com alta capacidade proliferativa e sdo divididas em: trofoblasto viloso e
extraviloso. O trofoblasto viloso ¢ importante para a troca de nutrientes e residuos entre a mae
e o feto, enquanto que o trofoblasto extraviloso ¢ responsavel pela migracdo e invasdo na
decidua (MIDGLEY et al., 1963; APLIN, 1991). Portanto, o trofoblasto ¢ uma importante
barreira fisica que precisa ser mantida intacta a fim de proteger o organismo contra o ataque de

patogenos (LIEMPI et al., 2014). Varios estudos buscam entender o papel dos trofoblastos na
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resposta imune durante a gravidez, principalmente na presen¢a de 7. gondii com a utilizacdo de
linhagens de células trofoblasticas, por exemplo células BeWo e HTR-8/Svneo, as quais
apresentam propriedades semelhantes ao trofoblasto primario. Essas células sdo altamente
susceptiveis a infeccao por 7. gondii e apresentam uma producao de progesterona semelhantes
as células trofoblasticas de primeiro trimestre, por isso sdo consideradas 6timas para o estudo
da relacdo materno-fetal. Células BeWo foram isolados de um coriocarcinoma humano em
1968 por Pattillo e Gey. Essas células possuem muitas caracteristicas de trofoblasto humano,
pois secretam hormonios como gonadotrofina coridnica humana (hCG), hormonio lactdégenico
placendrio (hPL), progesterona e estradiol (WOLFE, 2006). Células HTR-8/SVneo foram
geradas a partir de isolados de trofoblasto extraviloso de placentas de primeiro trimestre.
Posteriormente, elas foram transfectadas com um plasmideo contendo o antigeno T do virus
simio 40 (SV40) (GRAHAM et al., 1993). Células BeWo sdo representantes de trofoblasto
viloso humano, enquanto que células HTR8/SVneo sdo representantes de trofoblasto
extraviloso humano (BARBOSA et al., 2008; FRANCO et al., 2011; DA SILVA et al., 2017;
TEIXEIRA et al., 2020; DE SOUZA et al., 2021).

1.6 Toxoplasmose — tratamentos convencionais e alternativos

A toxoplasmose ¢ considerada um problema de satide mundial com cerca de 1 bilhdo de
pessoas infectadas com 7. gondii e a prevaléncia da patologia pode chegar a 71,5%
(AHMADPOUR et al., 2019). Com relagdo ao tratamento, a primeira droga de escolha ¢ a
pirimetamina, bem como a sulfadiazina ou a combinagcdo de ambas (ABUGRI, JAYNES,
WITOLA, 2019). A combinagao dessas drogas demonstra notavel atividade sinérgica contra a
replicacao do taquizoito por meio da inibicao sequencial dihidropteroato sintase do parasito
(DHPS) e dihidrofolato redutase (DHFR). Essas duas enzimas principais sao responsaveis pela
sintese de compostos de folato essenciais para a sobrevivéncia e replicagdo do parasito
(BARBOSA et al., 2015).

Os tratamentos para toxoplasmose congénita sdo escassos no momento. Quando a
transmissdo fetal ndo ¢ confirmada, o antibidtico espiramicina ¢ usado para prevenir a
transmissdo vertical (PEYRON et al.,, 2017), uma vez que esse macrolideo ndo ¢
transplacentario (MONTOYA E REMINGTON, 2008). Quando a infec¢do fetal ¢ confirmada,
e pode ser sintomatica para toxoplasmose, a escolha do tratamento ¢ a combinacao de
pirimetamina com sulfadiazina (DUNAY et al., 2018). No entanto, essas drogas ndo sdo bem

toleradas pelo organismo, interagindo indistintamente com os processos bioquimicos do

18



parasito e do hospedeiro (SEPULVEDA-ARIAS et al., 2014), apresentando efeitos adversos,
como supressdo da medula Ossea, causando anemia megaloblastica, leucopenia e
granulocitopenia (PETERSON et al., 2007). Por essa razdo, varios estudos tém proposto a
utilizacao de tratamentos alternativos para a toxoplasmose.

Neste cenario, o estudo de nanoparticulas (NP) tem sido investigado. As principais
caracteristicas das NP sdo a baixa toxicidade, modulagdo da farmacocinética, aumento da
biodisponibilidade e a possibilidade de transportar componentes farmacologicos, o que também
permite que o medicamento seja entregue diretamente ao alvo especifico (KHALIL et al., 2013;
TORRES-SANTIAGO et al., 2016). NP com inser¢des de prata em sua estrutura, chamadas de
nanoparticulas de prata (AgNp), sdo utilizadas para aplicagdes na saude porque possuem
atividades antimicrobianas e antiinflamatérias (SHRIVASTAVA et al., 2007; POURALI E
YAHYAEI, 2016; SCANDORIEIRO et al., 2016). Um trabalho recente de nanoparticulas de
prata biogénicas (AgNp-Bio) demonstrou a capacidade de reduzir a proliferacao de 7. gondii
com a inducdo de mediadores inflamatdrios nas células BeWo e HTR8/SVneo e independente
de mediadores em vilos coridnicos. Assim, o uso de AgNp-Bio no tratamento da toxoplasmose
em modelos de células BeWo e HTR-8/Svneo e em vilos coridnicos ¢ considerado promissor
(COSTA et al., 2021).

Além do uso de NP, estudos envolvendo o uso de azitromicina tém se apresentado
promissor no controle da transmissdo vertical de 7. gondii em roedores Calomys callosus
(COSTA et al., 2009) e em células de trofoblasto humano (linhagem BeWo) (FRANCO et al.,
2011), demonstrando o importante efeito protetor da azitromicina contra esse parasito na
interface materno-fetal. Além disso, em explantes de vilosidades humanas do terceiro trimestre
de gestacdo infectados com 7. gondii, o tratamento com azitromicina foi capaz de controlar a
replicagdo dos taquizoitos da cepa RH (FRANCO et al., 2019). Outro trabalho realizado
avaliou a eficacia da enrofloxacina e do toltrazuril no controle da infec¢do por 7. gondii em
células trofoblasticas humanas (linhagem BeWo) e em explantes de vilosidades humanas de
terceiro trimestre. Os resultados mostraram que a enrofloxacina e o toltrazuril foram capazes
de controlar a proliferacdo do parasito, e suas eficiéncias foram relacionados a regulagdo
positiva de IL-6 e MIF, e uma agdo direta sobre os parasitos. Portanto, enrofloxacina e
toltrazuril podem ser estratégias alternativas para prevenir ou tratar a toxoplasmose congénita
(SILVA et al., 2017). Devido aos problemas causados pelos tratamentos convencionais e pelo
fato de alguns ndo combaterem certas formas do parasito, a busca por drogas alternativas ¢

extremamente necessaria.
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1.7 Género Copaifera

As plantas do género Copaifera, também conhecidas popularmente como copaiba ou
pau d’6leo, pertencem a familia Fabaceae (Leguminosae), e os representantes deste género
encontram-se principalmente no continente americano e africano (VEIGA JUNIOR, et al.,
2002). Do tronco das espécies de Copaifera spp. € possivel extrair o 6leorresina, o qual provém
de canais secretores formados pela dilatagdo de espagos intercelulares, localizados em todas as
partes da arvore. Ele pode ser obtido através da perfuragdo no tronco da copaiba, utilizando um
trado, onde posteriormente insere-se um cano PVC no orificio e o 6leo escoa (VEIGA JUNIOR,
et al., 2002; PIERI, F. A. et al., 2009). O oleorresina de copaiba ¢ uma substancia natural
composta de uma parte solida resinosa nao volatil formada por acidos diterpénicos, responsavel
por 55 a 60% da sua constitui¢do, a qual se encontra diluida em uma outra parte volatil, o 6leo
essencial composto por serquiterpenos (CASCON, et al., 2000). As oleorresinas de copaiba
possuem sesquipertenos e diterpenos e como principal composto B-Cariofileno e tem
propriedades cicatrizantes e antissépticas, além de serem consideradas antinflamatorio e
antibiotico (IZUME et al., 2013; SOUZA, 2017).

Este género é amplamente estudado devido as suas propriedades anti-inflamatorias,
como diminuicdo da migracdo de leucocitos, além de inibirem a histamina e serotonina
(RODRIGUES et al., 2018).

Algumas espécies de copaiba e sua agdo contra 7. gondii foram estudadas por
(TEIXEIRA et al., 2020). Neste estudo, os autores demostraram que o oleorresina de C.
reticulata, C. duckei, C. paupera e C. pubiflora foram capazes de controlar a infec¢ao por 7.
gondii através de modelos experimentais in vitro e ex vivo. Segundo os autores, os efeitos anti-
T gondii causados por essas oleorresinas provavelmente estao relacionados a imunomodulacao
das células do hospedeiro, bem como ao efeito direto sobre os parasitos (TEIXEIRA et al.,
2020). Assim, tomados em conjunto, a literatura cientifica fornece evidéncias do potencial das
oleorresinas serem uma fonte alternativa para o tratamento de toxoplasmose congénita pela
reducdo da taxa de proliferacdo de 7. gondii com baixos efeitos de citotoxicidade para as células
do hospedeiro (TEIXEIRA et al., 2020).

Na literatura existem outros estudos que demonstram a agao dos efeitos antiparasitarios
da Copaifera contra o T. cruzi. (KIAN et al., 2018), mostraram a capacidade do 6leo de copaiba
e acido carurendico em eliminar as formas de 7. cruzi em macrofagos infectados, a atividade
antimicrobiana que esses compostos apresentaram foi provavelmente devido a sua acdo direta

sobre os parasitos. (IZUMI et al., 2013) avaliaram a atividade de oito espécies de oleorresina
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de copaiba contra 7. cruzi, incluindo observacdes de efeitos citotoxicos em células de
mamiferos e células de parasitos. Demonstrando que todas as oleorresinas de Copaifera
exerceram efeitos em todas as fases de vida do parasito, principalmente contra as formas
replicativas. Copaifera martii € Copaifera officinalis apresentaram a melhor atividade.

Da mesma forma, existem estudos que demonstram a agdo do género Copaifera contra
a Leishmaniose. Um trabalho de (DHORM PIMENTEL et al., 2018) usando nanoemulsdes
como sistema de administracao de oleos de copaiba e andiroba (nanocopa e nanoandi) e seus
efeitos antiparasitarios sobre Leishmania infantum e L. amazonensis, seus resultados
demonstraram uma atividade toéxica de nanocopa e nanoandi contra a promastigotas de ambas
as espécies de Lesihmania e reduzindo os niveis de infec¢do (tamanho da lesdo, carga
parasitaria e histopatologia). (SANTOS et al., 2008). Avaliaram oito tipos diferentes de 6leos
de Copaifera quanto a sua atividade antileishmania. Para avaliar a taxa de sobrevivéncia
peritoneal, macrdéfagos foram infectados com promastigotas de Leishmania amazonensis, 0s
resultados mostraram que todos os oOleos apresentaram niveis variaveis de atividade
antiparasitaria contra Leishmania amazonensis. Em base a estudios anteriores (SANTOS et al.,
2012). Avalia os cambios morfoldgicos e ultraestruturais provocados pelo 6leo de Copaifera
em promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, causando um dafio mitocondrial extensa e
também levou 4 desnaturacdo da membrana plasmatica. A analise morfoldgica e ultraestrutural
demonstra que o tratamento com oOleo de Copaifera induz alteragdes na membrana e na
mitocondria dos parasitos. Demonstrando uma vez o potencial antiparasitario que representa
este género sobre a L. amazonensis.

Uma das espécies da copaiba ¢ a Copaifera multijuga, encontrada na Amazonia. Ela
tem sido estudada devido as suas vérias propriedades, onde o mais expressivo ¢ a
antinflamatdria, além de propriedades anti-carcinogénica, e antimicrobiana (antisséptica)
(PINHEIRO et al., 2017). Entretanto, nao ha nada na literatura cientifica até o0 momento sobre

sua influéncia na infecgao por 7. gondii em modelos de interface materno-fetal humana.
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2  JUSTIFICATIVA

A transmissao de 7. gondii pode ocorrer de formas diferentes, porém pode-se considerar
que a vertical ¢ a mais grave devido as consequéncias que ela leva, como por exemplo o aborto
e as mas formagoes fetais (BARBARESCO et al., 2014). Na gestacao, o sistema imune modula,
através da participagdo preponderante das células trofoblasticas, um perfil imune materno para
que ocorra a manutencao da gestagao.

As drogas do uso terapéutico tém efeitos colaterais graves, como neutropenia,
leucopenia, diminui¢do severa da contagem de plaquetas, trombocitopenia e reagdes de
hipersensibilidade (RAJAPAKSE et al., 2013; MONTAZERI et al., 2018., DURLACH et
al.,2021). Além disso, essas drogas também estdo associadas a algumas reagdes raras, como
agranulocitose, sindrome de Stevens-Johnson, necrdlise epidérmica toxica e necrose hepatica,
que podem ser fatais em pacientes com toxoplasmose (MCLEOD et al., 2012). Portanto, ¢
fundamental estabelecer um esquema terapéutico, para isso ¢ necessario estudos onde se
concentra em encontrar medicamentos seguros com novos mecanismos de a¢do para a
toxoplasmose que sejam eficazes e ndo toxicos para os pacientes. Considerando que a
toxoplasmose ¢ um problema de saude publica e que nao existem tratamentos eficazes ¢ sem
efeitos colaterais indesejaveis, o estudo de tratamentos alternativos € necessario para o possivel
estabelecimento de futuras drogas preventivas e terapéuticas. Assim, o presente trabalho visa
compreender os efeitos do extrato etandlico e oleorresina de C. multijuga na infecgdo
experimental por 7. gondii de células trofoblasticas humana vilosas (BeWo), extravilosas

(HTR8/SVneo), e em explantes vilosos humanos de terceiro trimestre gestacional.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Avaliar a agdo in vitro e ex vivo do oleorresina e extrato etandlico de folhas de C.
multijuga em células trofoblasticas humanas vilosas (linhagem BeWo), extravilosas
(linhagem HTRS8/Svneo), e em explantes vilosos humanos de terceiro trimestre

gestacional frente a infeccao por 7. gondii.
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3.2 Objetivos especificos

e Analisar a viabilidade de células BeWo, HTR8/Svneo e vilos placentarios frente aos
tratamentos com oleorresina e extrato etanolico de folhas de C. multijuga, visando
a determinacdo de concentragcdes ndo citotdxicas para realizacdo dos ensaios de
parasitismo;

e Avaliar a proliferacdo intracelular de 7. gondii (cepa RH, clone 2F1) nas células
BeWo, HTR-8/Svneo e vilos placentarios humanos de terceiro trimestre gestacional
tratados ou nao com concentragdes nao toxicas do oleorresina e extrato etanolico de
folhas de C. multijuga;

e Verificar a producdo de citocinas e espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células
BeWo, HTR-8/Svneo e vilos placentarios humanos infectados ou ndo com 7. gondii
e tratados ou ndo com o oleorresina e extrato etanolico de folhas de C. multijuga;;

e Determinar a adesdo, invasao e proliferagdo intracelular de taquizoitos de 7. gondii
previamente tratados ou ndo com o oleorresina e extrato etandlico de folhas de C.

multijuga em células BeWo e HTR8/SVneo.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Cultura de células BeWo e HTR8/Svneo

Células da linhagem BeWo foram obtidas do American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA). Células HTR8/SVneo (originadas do citotrofoblasto extraviloso
humano) foram gentilmente cedidas pela Dra. Estela Bevilacqua da Universidade de Sao Paulo,
USP, Sao Paulo, Brasil. As células foram mantidas em cultura no Laboratorio de
Imunofisiologia da Reprodugao da Universidade Federal de Uberlandia. Foram descongeladas
e cultivadas em frascos de cultura de 75cm? contendo meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas,
Brasil) suplementado com antibidticos (Sigma Chemical CO. St. Luuis, USA) e soro fetal

bovino (10%) (Cultilab) e incubadas em estufa a 5% de CO» a 37 °C (BARBOSA et al., 2008).

4.2 Coleta das placentas humanas, extracio e cultura dos vilos placentarios

Placentas humanas a termo (N = 2) foram adquiridas de pacientes gestantes apos parto

cesarea (36 a 40 semanas de gravidez) no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
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Uberlandia (HC-UFU), MG, Brasil. Os critérios de exclusdo foram: evidéncias de pré-
eclampsia, hipertensdo, doenga cardiaca, diabetes, doengas infecciosas como toxoplasmose e
outras manifestacdes que pudessem interferir nos resultados esperados.

ApOs a coleta, o tecido placentario foi encaminhado imediatamente para o laboratério e
lavado com solugdo salina estéril tamponada com fosfato (PBS) para remocdo do excesso de
sangue, seguido de disseccao do tecido endometrial até 1 h apds a coleta. Os vilos placentarios
terminais flutuantes (volume aproximado de 10 mm?) foram coletados e colocados em placas
de 96 pocos (um por po¢o) e cultivadas em 200 pL. de meio RPMI 1640 suplementado com
10% de SFB (Cultilab) e antibiodticos (10.000 U/ml de penicilina e 10mg/ml de estreptomicina)
(Sigma) por 24 h a 37 ° C e 5% de CO; para posteriores ensaios (DE OLIVEIRA GOMES et
al., 2011; CASTRO FILICE et al., 2014, DA SILVA et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2021,
COSTA etal., 2021).

O presente protocolo de pesquisa com amostras de tecido humano foi realizado de
acordo com as diretrizes e regulamentagdes pertinentes, € 0s protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Uberlandia, MG, Brasil, com o
nimero de aprovacdo 3.679.426. O consentimento informado foi obtido de todos os

participantes e/ou seus responsaveis legais.

4.3 Cultura de taquizoitos 7. gondii

Os taquizoitos de Toxoplasma gondii (cepa RH, clone 2F1) expressando
constitutivamente o gene da -galactosidase foram mantidos por passagens seriadas em células
BeWo cultivadas em meio contendo 2% de SFB, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina a 37°C e 5% de CO> (TEIXEIRA et al., 2020).

4.4 Coleta do extrato etanolico de folhas e oleoreosina de C. multijuga

As amostras de oleorresina e extrato etanolico de folhas de C. multijuga foram cedidas
pelo Professor Doutor Carlos Henrique Gomes Martins do Departamento de Microbiologia
(DEMIC), Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM), Universidade Federal de Uberlandia
(UFU), Uberlandia, MG, Brasil. A autorizagdo para a realizagdo de estudos cientificos com
espécies vegetais da biodiversidade brasileira foi solicitada ao Conselho de Autorizagdo e
Informagdo sobre Biodiversidade (SIBIO/ICMBio/MMA/BRASIL) e Gestao do Patrimonio
Genético (CGEN/MMA/BRASIL). As autorizagdes para realizar atividades de pesquisa com
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essas plantas foram emitidas sob os niumeros 35143-1 e 010225/2014-5, respectivamente. A
oleorresina auténtica foi coletada na regido Norte, no estado do Amazonas, na cidade de
Manacapuru, por meio da perfuragdo dos troncos das arvores com uma broca de 2”. Os
exsudatos removidos foram armazenados em frascos de vidro. Todo o material vegetal coletado
foi identificado por Silvane Tavares Rodrigues no Herbario IAN (EMBRAPA Amazobnia
Oriental), Milton Groppo Junior no Herbario SPFR (Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil)
e Haroldo Cavalcante de Lima no Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (JBRJ) por
comparagdo direta com comprovantes auténticos de herbario, dos quais um certificado de
identidade taxondmica estd disponivel mediante solicitagdo. A amostra de oleorresina foi

filtrada através de um filtro sintético de 25m e armazenada a 15°C até a analise.

4.5 Ensaio de viabilidade celular

Verificamos a toxicidade dos compostos extrato etandlico e oleoresina nas células
BeWo ¢ HTR8/SVneo. Para tanto, foi realizado o ensaio colorimétrico MTT [(3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltertrazolina brometo)], seguindo o protocolo descrito por
Mossman (MOSMANN, 1983). Células BeWo (3x10* células/po¢o/200 uL) e HTR8/SVneo
(1,5%10% células/pogo/200 uL) foram cultivadas em placas de 96 pogos por 24 h em meio RPMI
1640 com 10% de SFB a 37°C e 5% CO.. Em seguida, as células foram tratadas em dilui¢des
seriadas com concentracdes de (4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 mg/mL) de oleorresina ou
extrato etandlico de C. multijuga em meio com 10% de SFB por 24 h. Em paralelo, ambas as
células foram tratadas com DMSO (0,8%), percentual utilizado para obter maior diluigao tanto
para oleorresina quanto para extrato etandlico. Como controle, as células nao foram tratadas e
receberam apenas meio de cultura. Em seguida, os sobrenadantes foram removidos e as células
incubadas com 10 pL de MTT (5 mg/mL) mais 90 pL de meio RPMI 10% SFB por 4 h a 37°C
e 5% de COs. Cristais de formazan resultantes do metabolismo celular foram solubilizados pela
adi¢ao de uma solucao contendo 10% de dodecil sulfato de sédio (SDS, Sigma) e 50% de N,N-
dimetilformamida (Sigma) por 30 min (MOSMANN, 1983). As densidades oticas foram
medidas a 570 nm em um leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean,
VA, EUA). Os dados foram expressos como a porcentagem de células vidveis (% de viabilidade
celular) em comparacdo com células ndo tratadas (100% de viabilidade celular). Trés

experimentos independentes foram realizados em oito repeticdes.
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4.6 Ensaio de invasao e proliferacao intracelular de 7. gondii em células BeWo e
HTRS8/Svneo

Selecionamos diferentes concentragdes nao toxicas de oleorresina e extrato etandlico de
C. multijuga apds ensaio de MTT e testamos seu efeito no crescimento de 7. gondii. As células
BeWo (3x10* células/pogo/200 pL) e HTR8/SVneo (1,5%10* células/po¢o/200 pL) foram
cultivadas em placas de 96 pogos por 24 h em meio RPMI 1640 com 10% de SBF a 37°C e 5%
de CO,. Em seguida, ambas as células foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii em uma
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 3:1 (3 parasitos para 1 célula). Ap6s 3 h, o meio foi
descartado, os parasitos extracelulares foram retirados por lavagem com meio incompleto (sem
SFB) e as células foram tratadas com concentracdes ndo toxicas de oleorresinas ou extratos
etanolicos de C. multijuga por mais 24 h a 37°C e 5% de CO: da seguinte forma: para células
BeWo, 4 a 16pug/mL; e para células HTR8/SVneo, 4 a 16 pg/mL. Sulfadiazina e pirimetamina
(SDZ + PYR: 200 + 8 pg/mL para BeWo; 100 + 4 pg/mL para HTR8/SVneo) foi usado como
controle positivo (DA SILVA et al., 2017). Células BeWo ou HTR8/SVneo infectadas por T.
gondii e ndo tratadas foram utilizadas como controles negativos. Apos 24 h de tratamento, os
sobrenadantes da cultura foram coletados e armazenados a -80°C para posterior medicao de
citocinas. Em paralelo, a proliferagdo intracelular de 7" gondii foi analisada usando um ensaio
colorimétrico de B-galactosidase (SILVA et al., 2017; DE SOUZA et al., 2021).

Quantificamos a proliferagdo intracelular de 7. gondii e calculamos o nimero de
taquizoitos em comparagdo com uma curva padrio contendo taquizoitos livres (1x10° a
15.625x10* parasitos). Células infectadas BeWo ou HTR8/SVneo tratadas apenas com meio
(controle negativo) representaram crescimento de parasitas ndo inibido. Calculou-se a média de
células ndo tratadas (meio) que correspondeu a 100% de proliferagdo de 7. gondii. Em seguida,
todos os valores sobre o numero de taquizoitos obtidos de todos os tratamentos e células nao
tratadas foram comparados a 100%, e os dados demonstraram em % de proliferacdo de T.

gondii. Trés experimentos independentes foram realizados em oito repetigdes.

4.7 Ensaios de reversibilidade e reinfeccao

Para avaliar a manuteng¢ao dos efeitos antiparasitarios de oleorresina e extrato etanolico
no crescimento de 7. gondii, primeiramente realizamos o teste de reversibilidade (TEIXEIRA
et al., 2020). Resumidamente, células BeWo (3x10* células/pogo/200 pL) ou HTRS8/Svneo

(1,5%10* células/pogo/200 uL) foram semeadas em placas de 96 pocos como descrito acima.
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Ap6s 24 h em cultura, as células foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii (3:1) por 3 h,
lavadas para remover parasitos extracelulares e tratadas em duas condicdes: (1) células BeWo
foram tratadas com oleorresina ou extrato etanolico (ambos 16 ou 32 pg/mL), as células
HTR8/Svneo foram tratadas com oleorresina ou extrato etandlico (ambos 8 ou 16 ug/mL), ou
ambas as células receberam SDZ + PYR (controle positivo) ou apenas meio (controle negativo),
depois a proliferacdo intracelular de taquizoitas foi realizada apos 24 h; (2) células e parasitas
foram cultivados nas mesmas condigdes descritas anteriormente (1), mas apos 24 h de
tratamento, as células foram lavadas, e incubadas com meio livre de tratamentos, € os parasitos
deixados crescer por mais 24 h. Em ambas as situa¢des, quantificamos a proliferagdo de T.
gondii usando o ensaio de B-galactosidase como mencionado acima. Finalmente, medimos a
taxa de reversibilidade percentual (reversibilidade do tratamento %) as 24 h apds a remogao do
tratamento em comparacdo com o grupo ndo tratado (considerado como 100% de
reversibilidade) e a condi¢ao de tratamento correspondente as 24 h de tratamento (linha de base
para comparac¢ao). Trés experimentos independentes foram realizados em oito repeti¢des.
Para corroborar os dados de reversibilidade, investigamos se o tratamento com
oleorresina ou extrato etandlico em células infectadas BeWo e HTR8/SVneo interferiria na
capacidade desses parasitos de invadir e replicar dentro de novas células. Resumidamente,
células BeWo e HTR8/SVneo foram semeadas a 1,0x10° células/pogo em placas de 6 pocos.
Ap6s 24 h, as células foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii (3:1) por 3 ha 37°Ce 5%
de COs. Em seguida, tratamos as células com oleorresina ou extrato etandlico a 16 ou 32 ng/mL
para BeWo; ou 8 ou 16 pg/mL para HTR8/SVneo. SDZ + PYR ou apenas meio foram
adicionados como controles. Apds 24 h, coletamos os parasitos intracelulares de células
infectadas por multiplas passagens através de uma agulha de calibre 21 e 26. Finalmente, os
taquizoitos de 7. gondii de cada condigdo experimental foram entdo deixados reinfectar as
monocamadas de células BeWo (3x10* células/pogo/200 pL) e HTR8/SVneo (1,5x10*
células/pogo/200 uL) previamente semeadas em placa de 96 pogos. A capacidade de infectar as
células foi analisada ap6s 3 h, quando o ensaio de B-galactosidase foi utilizado para quantificar
o numero total de taquizoitos (% de invasdo de 7. gondii), conforme descrito acima. Trés

experimentos independentes foram realizados em oito replicatas.
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4.8 Ensaio de adesao de 7. gondii: taquizoitos pré-tratados com oleorresina ou extrato
etandlico

O teste de adesdao de taquizoitas de 7. gondii foi realizado, de acordo com trabalhos
prévios (OLIVEIRA, et al., 2006; BORGES, et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2020). As células
foram semeadas a uma densidade de 1,0 x 10> (BeWo) e 6,0 x 10* (HTR8/SVneo) em placas
de 24 pogos contendo laminulas circulares de vidro de 13 mm em cada pogo. As células foram
fixadas com paraformaldeido (4%) por 30 min, e entdo lavadas trés vezes com PBS Ix.
Posteriormente, taquizoitos de 7. gondii foram pré-incubados por 1 h com oleorresina, extrato
etandlico ou SDZ + PYR. Taquizoitos pré-tratados com 16 ou 32 pg/ml de oleorresina ou
extrato etanolico foram usados para aderir as células BeWo; enquanto parasitos pré-incubados
com 8 ou 16 pg/ml de oleorresina ou extrato etanolico foram usados para aderir as células
HTR8/SVneo. SDZ + PYR (200 + 8 pg/mL para adesdo posterior em BeWo, ou 100 + 4 ug/mL
para adesdo posterior em HTR8/SVneo), ou apenas meio foram usados como controles. Os
taquizoitos pré-tratados por 1 h, conforme descrito acima, foram lavados, ressuspendidos em
meio na auséncia de tratamentos e deixados aderir por 3 h as células previamente fixadas.
Subsequentemente, as laminulas foram incubadas overmight com anticorpo anti-7. gondii
monoclonal primario [SAG1/p30] (Abcam TP3 #ab8313) (diluido 1:500 em solugao de
saponina PGN-0,01%). No dia seguinte, as laminulas foram lavadas trés vezes com PBS 1x e
incubadas com anticorpo IgG anti-camundongo conjugado Alexa Fluor 488 (Invitrogen, EUA
# A11001) (diluido 1:500 em solucao de PGN-0,01% + saponina), faloidina conjugada com
isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC) ( Sigma, P1951) (diluido 1:50 em PGN +
saponina) ¢ TOPRO-3 (diluido 1:500 em PGN+saponina) por 1 h no escuro a temperatura
ambiente para marcar taquizoitos, F-actina e nucleos, respectivamente. As laminulas foram
montadas em laminas de vidro com auxilio de glicerol + PPD, e as amostras foram analisadas
por microscopia de fluorescéncia confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha) com um
microscopio invertido (Zeiss Axiovert 200 M). Foram analisados os seguintes parametros: o
nimero de células BeWo e HTR8/SVneo com taquizoitos aderidos e o numero total de
taquizoitos aderidos por célula em um total de 20 campos escolhidos aleatoriamente. Dois

experimentos independentes foram realizados.
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4.9 Ensaio de invasao e proliferacao intracelular de 7. gondii em células infectadas
com taquizoitos pré-tratados com oleorresina ou extrato etanolico

Apos verificar a adesdo de parasitos pré-tratados em células BeWo e HTR8/SVneo,

também investigamos a replicacdo intracelular e invasdo de parasitas pré-tratados com
oleorresinas ou extrato etandlico (CASTANHEIRA, et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2020).

Taquizoitos de 7. gondii foram pré-incubados por 1 h a 37°C e 5% de CO; com oleorresina ou
extrato etandlico (32 ou 16 pg/mL para infec¢ao posterior em BeWo, ou 16 ou 8 pg/mL para
infec¢do posterior em HTR8/ SVneo). Paralelamente, os taquizoitos também foram tratados
com SDZ + PYR (200 + 8 pg/mL para infec¢do posterior em BeWo, ou 100 + 4 pg/mL para
infeccao posterior em HTR8/SVneo), ou apenas meio. Posteriormente, os parasitos pré-tratados
foram centrifugados, ressuspendidos em meio sem tratamentos, e deixados interagir com
cé¢lulas BeWo ou HTR8/SVneo previamente aderidas em placas de 96 pocos. Por fim, duas
analises diferentes foram realizadas: (1) para verificar a invasdo de 7. gondii, ambas as células
foram mantidas com taquizoitos pré-tratados ou nao por apenas 3 h; ou (2) para verificar a
proliferagao intracelular do parasito, as monocamadas celulares foram lavadas ap6s 3 h de
infeccdo, um meio de cultura suplementado fresco foi adicionado e a cultura mantida por 24 h
a 37°C e 5% de CO,. Em ambos os experimentos, o foi quantificado usando o ensaio de -
galactosidase, conforme descrito acima. Trés experimentos independentes foram realizados em

oito repetigoes.

4.10 Dosagem de citocinas por ELISA

Sobrenadantes de células BeWo, HTR8/SVneo e vilos placentarios, sob diferentes
condi¢gdes experimentais, foram utilizados para quantificagdo de citocinas pelo ensaio
imunossorvente ligado a enzima em sanduiche de anticorpo duplo (ELISA). ELISA para IL-6,
IL-8, TNF, e IL-10 foram realizadas com o kit OpTEIA, BD Bioscience, San Diego, CA, EUA.
Ja para quantificagdo de MIF, foi utilizado o Kit Duoset R&D Systems, Minneapolis, MN,
EUA; seguindo as instru¢des do fabricante. Os limites de deteccdo de cada citocina foram 4,7
pg/mL para IL-6; 31,2 pg/mL para IL-8; 7,8 pg/mL para TNF, IL-10 e MIF.

Brevemente, as placas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-IL-,6 anti-IL-8,
TNF, anti-IL-10 (BD Biosciences) overnight a 4 °C, e anti-MIF (R&D Systems) overnight a
temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas com PBS Tween 0,05% para posterior

bloqueio dos sitios inespecificos com PBS a 10% de SFB (IL 6, IL-8, TNF, IL-, IL-10) e PBS
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a 1% de albumina sérica bovina (BSA) para MIF. Apo6s 1 h, as placas foram novamente lavadas,
e as amostras e a curva padrdo foram adicionadas e incubadas por mais 2 h a temperatura
ambiente. As placas foram submetidas a consecutivas lavagens e em seguida os anticorpos de
deteccdo anti-IL-6, anti-IL-8, TNF e anti-IL-10 conjugados com estreptavidina acoplada a
peroxidase foram acrescentados ao sistema por adicionais 1 h; e anti-MIF por 2 h, todos em
temperatura ambiente. Para MIF, as placas foram lavadas, e foi adicionado estreptavidina
acoplada a peroxidase por mais 20 min. Por fim, as placas foram lavadas e foi acrescentado
3,3°,5,5’- tetrametilbenzidina (TMB) para a detec¢do dos imunocomplexos. Apds a placa
revelar, foi adicionado acido sulfirico H>SO4 [2N] para parar a reac¢do. A leitura da placa foi
realizada em uma leitora de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories) a 450 nm. Os
dados foram expressos em pg/mL de acordo com uma curva padrdo de cada citocina para
c¢lulas BeWo e HTR8/SVneo. Enquanto para explantes vilosos, os dados foram normalizados
de acordo com a concentragdo proteica de cada vilosidade. Para explantes vilosos, os dados de
citocinas foram obtidos pela razao entre concentragdo de citocinas em pg/mL e concentra¢ao
de proteina total do ensaio de Bradford em pg/mL, resultando em pg/mg de tecido. Os dados
foram demonstrados em pg/mL de acordo com a curva padrdo. Trés experimentos

independentes em triplicata foram realizados.

4.11 Analise da producio de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células BeWo e
HTRS8/SVneo

A influéncia da oleorresina e do extrato etandlico na produ¢ao de ROS também foi
verificada em células BeWo e HTR8/SVneo. O ensaio foi baseado na oxidagdo dependente de
peroxido de diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (H2DCF-DA) para formar o composto
fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina (DCF), com algumas modifica¢des. Resumidamente,
células BeWo (3x10* células/pogo/200 pL) ou HTR8/SVneo (1,5x10* células/pogo/200 pL)
foram semeadas em placas de 96 pocos. Em seguida, as células foram infectadas ou ndo com
taquizoitos de 7. gondii (3:1) por 3 h, apds as células foram lavadas abundantemente com meio
de cultura e tratadas com oleorresina ou extrato etandlico (16 ou 32 ng/mL) para BeWo e (8 ou
16 ng/mL) para células HTR8/SVneo, ou ambas as células receberam células SDZ + PYR (200
+ 8 pg/mL para BeWo e 100 + 4 pg/mL para HTR8/SVneo) ou apenas meio, como controles.
O perdxido de hidrogénio (H20>) foi usado como controle positivo para a producao de ROS.
Ap0s o tratamento por 24 h, as células foram colhidas, lavadas com PBS 1x e incubadas com

100 puL de H2DCF-DA (10 uM; diluido em PBS 1x contendo 10% de SFB) por 45 min a 37°C
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e 5% de COzno escuro. Finalmente, a intensidade de fluorescéncia DCF foi detectada usando
um espectrofotometro de varredura multipogos GloMax Explorer (Promega, Madison, WI,
EUA). Os dados sdao apresentados como intensidade de fluorescéncia mediana (MFI). O
peréxido de hidrogénio (H20,) foi utilizado como controle positivo da produgdo de ROS e o
controle negativo corresponde a células tratadas apenas com meio de cultura. Trés experimentos

independentes foram realizados em oito repetigdes.

4.12 Viabilidade de vilos corionicos humanos tratados com extrato etanolico e
oleorresina

Os vilos coridnicos humanos foram coletados conforme descrito no item 4.2 e cultivados
em placas de 96 pogos em meio com 10% de SFB por 24 h a 37 °C e 5% de CO». Em seguida,
os vilos foram tratados com extrato etanolico e oleorresina (64, 128, 256 pg/mL) em meio com
10% de SFB durante 24 h, como controle, os vilos foram tratados apenas com meio com 10%
de SFB (meio). Apds o tempo de tratamento, os sobrenadantes foram coletados e armazenados
a - 80 °C para posterior dosagem de citocinas. Os vilos foram incubadas com 20 pL de MTT (5
mg/mL) acrescido de 180 pL de meio a 10% de SFB em estufa durante 4 h. Em seguida, os
sobrenadantes foram removidos e os cristais de formazan foram solubilizados com 100 pL de
solugdo a 10% de dodecil sulfato de sodio (SDS, Sigma) e 50% de N,N-dimetilformamida
(Sigma) overnight. Os vilos foram removidos de cada pogo e a densidade Optica foi feita a 570
nm em leitor de microplacas (VersaMax ELISA Microplate Reader, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) e os resultados foram expressos como % de vilos viaveis (% de
viabilidade dos vilos) em relagdo aos vilos nao tratados (100% de viabilidade) (TEIXEIRA et
al., 2020; SOUZA et al., 2021). Foi realizado dois experimentos independentes em seis
replicatas. Adicionalmente, para verificar a integridade do vilos tratados com extrato etanolico
e oleorresina, estes foram coletados para andlise morfologica usando coloragdo com

hematoxilina e eosina (HE) (SILVA et al., 2017; FRANCO et al., 2019).

4.13 Ensaio de proliferacao intracelular de 7. gondii em vilos coridnicos humanos

A proliferacdo intracelular de 7. gondii em vilos coridnicos humanos tratados ou nao
com o extrato etandlico e oleorresina foi verificada através do ensaio de [-galactosidase

(SILVA et al., 2017). Os vilos coridnicos humanos foram cultivados em placas de 96 pocos por
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24 h em meio com 10% de SFB a 37 °C e 5% de CO.. Em seguida, os vilos foram infectados
com T. gondii na propor¢do de 1 x 10° parasitos para cada pogo em meio com 10% de SFB por
24 h. Em seguida, os vilos foram tratados com o extrato etanolico e oleorresina (64, 128, 256
pg/mL e SDZ+PYR 150 e 200 pg/mL, respectivamente) em meio com 10% de SFB por mais
24 h. Apds 24 h de tratamento, o grupo de vilos foram coletados para posterior analise de
prolifera¢do pelo ensaio de B-galactosidase. Como controle, os vilos foram infectados e nao
tratados (meio infectado). Foram realizados dois experimentos independentes em seis
replicatas. A proliferacao intracelular de 7. gondii em amostras de vilos corionicos humanos
foi realizada pela adig¢do de 150 pL de tampao RIPA [Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, Triton
X100 1%, deoxicolato de sodio 1% (p/v) e 0,1% (p/v) dodecil sulfato de s6dio (SDS), pH 7,5]
suplementado com coquetel inibidor de protease (Complete, Roche Diagnostic, Mannheim,
Germany) para cada vilo e homogeneizando as amostras em gelo para extracao de proteinas. O
homogenato foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 min a 4 °C e o sobrenadante foi coletado
para medir a proteina total (ug/mL) usando o ensaio de Bradford. Aliquotas de 20 puL de cada
amostra foram usadas para determinar a proliferagcdo intracelular de 7. gondii pelo ensaio de
Bgalactosidase, como ja descrito anteriormente. Os dados do numero de parasitos foram
normalizados de acordo com a concentragdo de proteina de cada vilo, mostrando o numero de
taquizoitos por pg de tecido. Os dados foram expressos como % de proliferacdo intracelular de
T. gondii: o nimero médio de taquizoitos dos controles (vilos infectados e ndo tratados)
correspondeu a 100% da proliferagdo do parasito, € o nimero de taquizoitos de cada condi¢ao
de tratamento foi transformado em porcentagem de acordo com 100% de proliferacao do

parasito do grupo controle.

4.14 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + desvio padrdao (DP) usando GraphPad
Prisma versdo 8.01. Diferengas significativas foram comparadas aos controles usando One-way
ANOVA, o pos-teste de comparagdes multiplas de Bonferroni para os dados paramétricos. Os
dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e pelo pos-teste de
comparagao multipla de Tukey. Os dados foram considerados estatisticamente significativos

quando P <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Extrato etandlico de folha e oleorresina de C. multijuga alteraram a viabilidade
celular apenas em concentragdes mais altas

Primeiramente, avaliamos a viabilidade celular em células BeWo ¢ HTR8&/SVneo
tratadas com extrato etandlico ou oleorresina em diversas concentragdes. A reducdao de
viabilidade celular foi detectada em células BeWo expostas a extrato etandlico ou oleorresina
de 64 (*P <0,05) a 512 pg/mL (****P <0,00001) em comparacdo com células ndo tratadas
(meio) (Fig. 1A-B). As células tratadas com DMSO nao mostraram qualquer alteragao na
viabilidade celular em relagdao as células nao tratadas (Fig. 1A-B). Por outro lado, células
HTR8/SVneo diminuiram a viabilidade celular quando tratada com extrato etanolico ou
oleorresina de 32 (***P < 0,0001, **P < 0,001) para 512 pg/mL (****P < 0,00001) quando
comparado para células ndo tratadas (meio) (Fig. 1C-D). Conforme observado para BeWo, o
DMSO também ndo induziu alteracdo na viabilidade celular para células HTR8/SVneo (Fig.

1C-D).

5.2 Extrato etandlico de folha e oleorresina reduziram significativamente a proliferacao
intracelular de 7. gondii em células BeWo e HTR8/SVneo

Em nosso ensaio de viabilidade celular, estabelecemos concentracdoes de extrato
etanolico e oleorresina que nao alteraram a viabilidade das células BeWo e HTR8/SVneo para
posterior realizagdo dos experimentos. Tanto o extrato etandlico quanto a oleorresina reduziram
significativamente a proliferacao do parasito em células BeWo (Fig. 2A) e HTR8/SVneo (Fig.
2B) em todas as concentracdes testadas em comparacao com células ndo tratadas (meio) (***P
<0,0001; *** **p <(,00001). Além disso, sulfadiazina e pirimetamina (SDZ + PYR) também
diminuiram a replica¢do de 7. gondii em relacdo as células ndo tratadas (****P < (0,00001).
Esses resultados demonstraram que tanto o extrato etandlico quanto a oleorresina apresentaram

efeito antiproliferativo contra 7. gondii.

5.3 O extrato etanoélico e a oleorresina exibiram efeito antiparasitario irreversivel

Para determinar se os efeitos antiparasitarios promovidos pelo extrato etandlico e
oleorresina de C. multijuga seriam irreversiveis, expusemos cé€lulas infectadas BeWo e

HTR8/SVneo ao extrato etanolico ou oleorresina por 24 h, em seguida, as monocamadas
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celulares foram lavadas e incubadas com meio livre de tratamento por mais 24 horas. Ao mesmo
tempo, quantificamos a proliferacdo parasitaria apos 24 h de tratamento como linha de base
para comparagdo. Para células BeWo, escolhemos 16 e 32 ug/mL para extrato etandlico e
oleorresina; ¢ para HTR8/SVneo, 8 ¢ 16 pg/mL foram a escolha. Conforme detectado
anteriormente (Fig. 2), novamente tanto o extrato etanolico quanto a oleorresina reduziram a
proliferacdo intracelular de 7. gondii apés 24 h de tratamento em células BeWo (Fig. 3A) e
HTR8/SVneo (Fig. 3B) quando comparados com células nao tratadas (meio) (**P < 0,001,
*ExEP < 0,00001). Além disso, SDZ + PYR diminuiu a replicagdo do parasito em relagdo as
células ndo tratadas (****P < 0,00001) (Fig. 3A-B). Interessante, tanto o extrato etandlico
quanto a oleorresina mostraram um efeito irreversivel sobre os taquizoitos, uma vez que um
crescimento reduzido do parasito permaneceu ativo nas células BeWo e HTR8/SVneo em
comparag¢do com as células nao tratadas (considerada como 100% de reversibilidade), mesmo
apods a remocao dos tratamentos por mais 24 h (****P < (0,00001) (Fig. 3A-B). Para ambas as
células, SDZ + PYR também apresentou efeito irreversivel (****P < 0,00001) (Fig. 3A-B).
Esses resultados sugerem que tanto o extrato etandlico quanto a oleorresina mantiveram seu
efeito antiproliferativo mesmo apds a remogao do tratamento.

A fim de obter mais informagdes sobre o efeito desencadeado tanto pelo extrato
etandlico quanto pela oleorresina sobre os taquizoitos de 7. gondii, avaliamos se parasitos
intracelulares obtidos diretamente de células BeWo e HTR8/SVneo tratadas poderiam manter
sua capacidade de infectar novas células hospedeiras. Para isso, taquizoitos foram coletados de
células BeWo e HTR8/Svneo tratadas com extrato etandlico ou oleorresina e usados para
infectar novas células de monocamadas. Para as células BeWo, todas as concentragdes de
extrato etanodlico e oleorresina reduziram a capacidade dos taquizoitos de infectar novas células
BeWo quando comparadas as células ndo tratadas (meio) (***P < 0,0001; ****P < 0,00001)
(Fig. 3C). SDZ + PYR também reduziu a capacidade dos parasitos de infectar novas células
BeWo em relagao ao meio (****P < 0,00001) (Fig. 3C). Embora o extrato etandlico ¢ a
oleorresina tenham diminuido a capacidade dos parasitos de infectar novas células BeWo, esse
efeito foi menor se comparado ao tratamento classico (SDZ + PYR) (&P < 0,05) (Fig. 3C).
Finalmente, para células HR8/SVneo, todos os tratamentos (extrato etandlico, oleorresina e
SDZ + PYR) diminuiram a capacidade de 7. gondii de infectar novas células HTR8/SVneo em
comparagdo com células ndo tratadas (*P < 0,05; **P < 0,001; ****P < (,00001) (Fig. 3D).
Interessantemente, os parasitos derivados de células tratadas com extrato etandlico a 16 pg/mL
demonstraram menor capacidade de infectar novas células quando comparados a SDZ + PYR

(&P < 0,05) (Fig. 3D).
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5.4 O pré-tratamento de taquizoitos de 7. gondii com extrato etandlico e oleorresina
alterou adesao, invasio e subsequente proliferacio intracelular

Para avaliar se o extrato etandlico e a oleorresina tém agao direta sobre os taquizoitos,
realizamos uma variedade de ensaios. No primeiro conjunto de experimentos, avaliamos se 0s
tratamentos com extrato etanolico e oleorresina afetariam a adesdo do parasito as células
hospedeiras. Para tanto, taquizoitos de 7. gondii foram pré-tratados por 1 h com oleorresina ou
extrato etanolico e entdo incubados com células BeWo ou HTR8/SVneo previamente fixadas.
Como resultado para as células BeWo, apenas o extrato etanolico ou oleorresina a 32 pg/mL
foi capaz de reduzir o nimero de células com parasitos aderidos quando comparados aos
parasitos ndo tratados (médio) (***P < 0,0001, *P < 0,05) (Fig. 4A). Por outro lado, todas as
concentragdes dos tratamentos, exceto SDZ + PYR, reduziram o nimero total de parasitos
aderidos em relagdao aos parasitos nao tratados (****P < 0,00001, **P < 0,001) e parasitos
tratados com SDZ + PYR (¥P < 0,05) (Fig. 4B). Imagens representativas mostrando o efeito do
extrato etandlico e oleorresina em células BeWo incubadas com taquizoitos pré-tratados podem
ser observadas nas Fig. 4C-F.

Da mesma forma, parasitos pré-tratados com extrato etandlico ou oleorresina
diminuiram sua capacidade de adesdo em células HTR8/SVneo, uma vez que o nimero de
taquizoitos aderidos bem como o numero total de parasitos aderidos por campo foram
significativamente menores quando relacionados aos parasitas nao tratados (médio) (****P <
0,00001) e parasitos tratados com SDZ + PYR (%P < 0,05) (Fig. 5A-B). Além disso, SDZ +
PYR reduziu o nimero de células com parasitos aderidos (***P < 0,0001) e o nimero total de
parasitos aderidos (**P < 0,001) em relacdo ao meio (Fig. SA-B). Imagens representativas
mostrando o efeito do extrato etanodlico e da oleorresina em células HTR8/SVneo incubadas
com taquizoitos pré-tratados podem ser observadas na Fig. SC-F.

Considerando que os parasitas pré-tratados apresentaram menor capacidade de adesdo
as células hospedeiras (Fig. 4 e 5), agora verificamos a capacidade de invadir e proliferar
quando também pré-incubados com extrato etandlico ou oleorresina. Nossos dados
demonstraram que o pré-tratamento de taquizoitos de 7. gondii com todas as concentracdes de
extrato etanolico ou oleorresina desencadeou baixas taxas de invasdo e subsequente
proliferagao intracelular, independentemente do tipo de célula (***P < 0,0001, ****p <
0,00001), em comparagdao com parasitos nao tratados (meio) (Fig. 6A-D). SDZ + PYR também
reduziu a invasdo e replicagdo de taquizoitos pré-tratados em células BeWo e HTR8/SVneo em

relacdo ao meio (**P < 0,001, ***P <0,0001, ****P <(,00001) (Fig. 6A- D).
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5.5 Extrato etandlico de folhas e oleorresina de C. multijuga regularam positivamente
IL-6, e modularam negativamente os niveis de IL-8 em células BeWo

Até agora, nossos achados sugerem que o extrato etanodlico e a oleorresina de C.
multijuga t€m efeito direto sobre os parasitos, uma vez que os parasitos tratados tém capacidade
reduzida de aderir, invadir e replicar nas células. No entanto, ndo podemos excluir a
possibilidade de que esses compostos possam afetar o ambiente da célula hospedeira. Assim,
investigamos os possiveis efeitos imunomoduladores do extrato etanolico e da oleorresina,
através da quantificacao de citocinas no sobrenadante da cultura celular.

Para células BeWo, nossos resultados mostraram que, na auséncia de infecgao,
concentragdes de 32 pg/mL de extrato etandlico e oleorresina induziram um aumento nos niveis
de IL-6 em comparagdo com células ndo tratadas (meio) (*P < 0,05, **P <0,001) e SDZ+PYR
(%P <0,05) (Fig. 7A). Ap6s a infeccdo por T. gondii, os niveis de IL-6 foram maiores nas células
ndo tratadas/infectadas (Tg média) em comparacao com as c€lulas ndo tratadas e ndo infectadas
(média) (*P < 0,05). No entanto, SDZ + PYR reduziu a IL-6 em relagdo as células ndo
tratadas/infectadas (**P < 0,001). Além disso, todas as concentragdes de extrato etandlico ou
oleorresina induziram uma regulagdo positiva de IL-6 em células BeWo infectadas quando
comparadas com células tratadas com SDZ + PYR (4P < 0,05). Além disso, 32 pg/mL de
oleoresina induziu aumento de IL-6 em comparacdo com células ndo tratadas/infectadas (**P
<0,001) (Fig. 7B).

Em relagdo a IL-8, as células BeWo nao infectadas reduziram ou aumentaram o nivel
dessa citocina quando tratadas com SDZ + PYR ou 32 pg/mL, respectivamente (***P <0,0001)
em relacdo as células ndo tratadas (média) (Fig. 7C). Curiosamente, 32 pg/mL de oleoresina
desencadeou maior liberagdo de IL-8 em comparagdo com células tratadas com SDZ + PYR
(%P < 0,05) (Fig. 7C). No entanto, todas as concentracdes de extrato etandlico e oleorresina
reduziram a IL-8 em células BeWo infectadas em comparacdo com células ndo
tratadas/infectadas (meio Tg) (****P < 0,00001) ou células tratadas com SDZ + PYR (4P <
0,05) (Fig. 7D).

Para a producdo de MIF, as células BeWo nao infectadas aumentaram a libera¢do desta
citocina em todas as concentragdes de extrato etanolico e oleorresina quando comparadas as
células nao tratadas (meio) (*P < 0,01, **P < 0,001, ****P <0,00001) ou células tratadas com
SDZ + PYR (¥P < 0,05) (Fig. 7E). No entanto, na presenca de infecgdo, as células nio tratadas

e tratadas com oleorresina 32 ng/mL regularam positivamente ou modularam negativamente o
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MIF em comparagio ao meio (“P < 0,05) ou meio Tg (*** P < 0,0001), respectivamente (Fig.
7F).

Finalmente, medimos ROS em células BeWo infectadas ou ndo com 7. gondii e tratadas
ou nao com extrato etandlico ou oleorresina. Observamos que as células ndo infectadas tratadas
com 32 pg/mL de extrato etandlico aumentaram o nivel de ROS em relagdo as células nao
tratadas (meio) (*P < 0,01) e células tratadas com SDZ + PYR (P < 0,05) (Fig. 7G). Além
disso, as células BeWo infectadas ndo alteraram a liberacdo de ROS na presenca de qualquer
tratamento (Fig. 7H).

TNF e IL-10 ndo foram detectados nos sobrenadantes de células HTR8/Svneo sob

quaisquer condi¢des experimentais (dados ndo mostrados).

5.6 Extrato etandlico e oleorresina de C. multijuga modularam a producio de citocinas
e ROS em células HTR8/SVneo

Também verificamos a producdo de citocinas e ROS em células HTR8/SVneo
infectadas ou ndo com 7. gondii e tratadas ou ndo com extrato etanolico ou oleorresina. Na
auséncia de infecgdo, as células HTR8/SVneo aumentaram a liberacao de IL-6 quando tratadas
com extrato etanolico (8 pg/mL) ou oleorresina (16 pg/mL) em comparacdo com células nao
tratadas (meio) (*P < 0,01, ** P < 0,001) e células tratadas com SDZ + PYR (4P < 0,05) (Fig.
8A). Na presenga de infec¢ao, células HTR8/SVneo ndo tratadas, assim como células tratadas
com extrato etanolico ou oleorresina, aumentaram os niveis de IL-6 em relagdo ao meio ou
células tratadas com SDZ + PYR, respectivamente (“P < 0,05, P < 0,05) (Fig. 8B). Além disso,
IL-6 foi menor em células tratadas com SDZ + PYR em comparagdo com células ndo tratadas
e infectadas (meio 7g) (**P <0,001) (Fig. 8B).

Em rela¢do a IL-8 para células ndo infectadas, SDZ + PYR reduz iu IL-8 (***P <
0,0001) e todas as concentragdes de extrato etandlico e oleorresina (¥*P < 0,01, ****p <
0,00001) aumentaram IL-8 quando comparado ao meio (Fig. 8C). Além disso, extrato etandlico
e oleorresina apresentaram niveis mais elevados de IL-8 em comparagdo com SDZ + PYR (4P
< 0,05) (Fig. 8C). Quando células HTR8/SVneo foram infectadas por 7. gondii, 1L-8 foi
aumentada em relagiio ao meio (*P < 0,05), SDZ + PYR diminuiu IL-8 em comparagio apenas
com células infectadas (meio 7g) (**** P < 0,00001), e todos os tratamentos com extrato
etanolico ou oleorresina aumentaram a IL-8 em relacdo a SDZ + PYR (4P < 0,05) (Fig. 8D).

A producdo de MIF nao foi significativamente alterada em células HTR8/SVneo nao

infectadas, exceto para células nao infectadas e tratadas com SDZ + PYR (*P <0,01) (Fig. 8E).
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Embora ndo estatisticamente diferente, apenas infec¢do, extrato etandlico e oleorresina
apresentaram aumento na liberacdo de MIF (Fig. 8F).

Finalmente, medimos ROS em células HTR8/SVneo infectadas ou ndo com 7. gondii e
tratadas ou ndo com extrato etanolico ou oleorresina. Observamos que células ndo infectadas
tratadas com extrato etandlico, oleorresina ou SDZ + PYR apresentaram baixos niveis de ROS
em relagdo as células nao tratadas (médio) (*P < 0,01, **P < 0,001, ***P < (0,0001, *** *P <
0,00001) (Fig. 8G). Embora nao estatisticamente diferente, apenas infeccao, extrato etandlico
e oleorresina apresentaram redugao na liberagao de ROS (Fig. 8H).

TNF e IL-10 ndo foram detectados nos sobrenadantes de células HTR8/Svneo sob

quaisquer condi¢des experimentais (dados ndo mostrados).

5.7 Vilos corionicos humanos tratados com o extrato etanolico e a oleorresina nao
alteram a viabilidade

Avaliamos a acdo do extrato etandlico e da oleorresina contra a infecg¢ao parasitaria em
no vilos coridnicos humanos. Primeiro, para determinar uma concentracao nao toxica para usar
em experimentos posteriores, a viabilidade do explante de vilosidades ap0Os os tratamentos com
o extrato etanodlico ¢ da oleorresina foi realizada medindo a liberacdo de LDH ¢ o ensaio de
MTT. Nossos dados mostraram que os tratamentos com o extrato etandlico e oleorresina nao
alteraram a viabilidade tecidual em nenhuma das concentracdes testadas, nem alteraram os
niveis de LDH. O tratamento com SDZ+PYR ndo causou citotoxicidade significativa nos vilos
coridnicos em comparagdo com os vilos coridnicos ndo tratados (grupo controle) (Fig. 9A e B).
Com base nesses resultados, utilizamos a concentragdo de 256 pg/mL como a maior
concentragcdo que ndo alterou a integridade do tecido o extrato etandlico e da oleorresina, para
a analise da morfologia dos vilos coridnicos para corroborar com os demais ensaios de
viabilidade. Nossos resultados demonstraram que os tratamentos com o extrato etanolico e da
oleorresina ndo alteraram a morfologia do tecido Fig. (9E e F) mantiveram a estrutura do tecido,
apresentando sinciciotrofoblasto, e mesénquima com morfologia normal quando comparado

com o controle (vilos ndo tratados).
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5.8 [Extrato etandlico de folhas e oleorresina de C. multijuga controlam a proliferacao
intracelular de 7. gondii e nio alteram o perfil de citocinas em vilos corionicos
humanos

Avaliamos os efeitos do extrato etandlico e oleorresina (256 e 128 pg/mL) no controle
da proliferagdo intracelular de 7. gondii em vilos coridnicos humanos utilizando o ensaio de -
galactosidase. Observamos que os tratamentos em ambas as concentragdes de extrato etanolico
e oleorresina reduziram significativamente a porcentagem de parasitos intracelulares, sendo:
extrato etandlico 128 e 256 pg/mL (***P<0,0001) e oleorresina 128ug/mL (**P<0,001), 256
pg/mL (***P<0,0001), em comparacdo com vilos coridnicos ndo tratados (grupo controle -
considerado como 100% de proliferacdo dos parasitos). Como esperado, o tratamento com
SDZ+PYR (150 e 200 pg/mL, respectivamente) também inibiu o crescimento do parasito
(***P<0,0001) em compara¢do com o grupo nao tratado (meio) Fig (10).

Em adigdo, n6s avaliamos se o extrato etandlico e oleorresina modularia o perfil de
citocinas nos vilos coridonicos. Nossos resultados mostraram que todas as citocinas IL-6, IL-8,

IL-10, MIF, TNF nao apresentaram alteracdo em sua produ¢do em relagdo aos grupos controles.

6 DISCUSSAO

A toxoplasmose ¢ considerada um problema de satde global com quase um bilhdo de
pessoas infectadas, atingindo uma prevaléncia da doenca em 71,5% (AHMADPOUR et al.,
2019). Em relacao ao tratamento, a combina¢do de sulfadiazina e pirimetamina (SDZ + PYR)
¢ a primeira escolha para tratar a toxoplasmose congénita, uma das formas mais graves da
doenca (ABUGRI et al., 2019). Apesar da grande importincia clinica, o tratamento
convencional da toxoplasmose congénita ¢ atualmente limitado, e também esta associado a
sérios efeitos colaterais tanto na mae quanto na crianga (MONTOYA et al., 2008; HALONENet
al., 2013). Nesse sentido, a busca por ferramentas terapéuticas alternativas tem ganhado
atencao.

Para avaliar o impacto do extrato etandlico das folhas e da oleorresina de C. multijuga
na infeccao por 7. gondii, utilizamos células BeWo e HTR8/SVneo como modelos de células
trofoblasticas vilosas e extravilosas, respectivamente, sendo considerados excelentes modelos
experimentais para o estudo de toxoplasmose congénita in vitro (BARBOSA et al., 2014;
CASTRO-FILICE et al.,, 2014; FRANCO et al, 2019; DE SOUZA et al., 2021).

Primeiramente, foi realizado um ensaio de viabilidade, quando células BeWo e HTR8/SVneo
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foram submetidas a diferentes concentragdes de extrato etandlico das folhas e oleorresina por
24 h. Nossos resultados mostraram que ambos os compostos reduziram a viabilidade das células
BeWo e HTR8/SVneo apenas em concentracdes mais altas. Em seguida, células BeWo e
HTR8/SVneo infectadas por 7. gondii foram tratadas com concentragdes ndo toxicas do extrato
etandlico ou oleorresina por 24 h e a replicacdo do parasito foi verificada. Nossos achados
revelaram que ambos os compostos inibiram eficientemente a proliferagdo intracelular de 7.
gondii. Além disso, demonstramos que os taquizoitos obtidos de células infectadas e tratadas
apresentaram baixa capacidade de invasado e replicacdo, sugerindo que o extrato etanolico e a
oleorresina de C. multijuga desencadearam um efeito irreversivel sobre os taquizoitos.

Em concordancia com nossos dados, estudos ja demonstraram que as oleorresinas de
Copaifera apresentam atividade contra alguns patogenos. C. pubiflora e seu composto (acido
ent-hardwickiic) mostraram propriedades antibacterianas, as quais podem ser exploradas como
novas alternativas terap€uticas para tratar doengas bucais como carie dentdria e infec¢des
endodonticas (MORAES et al., 2020). (PIERI et al., 2012) demonstrou que o acido copalico e
0 B-cariofileno sdo componentes comuns obtidos a partir de oleorresinas e sugeriu que a
bioatividade da oleorresina de Copaifera na replicagdo de Trypanosoma cruzi se deve a esse
sinergismo. Além disso, terpenos isolados de oleorresinas de Copaifera promoveram alteragdes
no metabolismo oxidativo, induziram autofagia ¢ diminuiram a proliferacdo de formas
replicativas de 7. cruzi, em particular as amastigotas (IZUMI et al., 2012). [ZUMI et al. (2013)
testaram oleorresinas de oito espécies de Copaifera contra 7. cruzi, e oleoresinas de C. martii
e C. officinalis exibiram a melhor atividade contra formas replicativas do parasita. Um estudo
mais recente demonstrou que a oleorresina e o acido caurenodico de C. martii diminuiram a
proliferacdo de amastigotas de 7. cruzi em macrofagos peritoneais murinos e em células HeLa
(KIAN et al., 2018). Além disso, macrofagos peritoneais murinos tratados com 6leo de C.
reticulata controlaram significativamente a infec¢do por Leishmania amazonensis (SANTOS
et al., 2018), enquanto o 6leo de C. martii promoveu uma reducio no tamanho da lesdo da pata
causada por L. amazonensis em camundongos BALB/c (SANTOS et al., 2011). Também, o
tratamento com nanoemulsao de Copaifera levou a uma redugao nos niveis de infecgao por L.
infantum e L. amazonensis em culturas de macrofagos, bem como apresentou efeitos benéficos
no tamanho da lesdo e carga parasitaria em camundongos BALB/c (DHORM et al., 2018).
Além disso, fibroblastos humanos tratados com oleoresina de C. reticulata mostraram atividade
contra as cepas de Plasmodium falciparum W2 e 3D7 e reduziram a parasitemia em
camundongos BALB/c (DE SOUZA et al., 2017). Finalmente, em estudo anterior de nosso

grupo de pesquisa, demonstramos que as oleorresinas de C. reticulata, C. duckei, C. paupera e
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C. publifora promoveram uma reducao significativa na infec¢ao por 7. gondii em células BeWo
(TEIXEIRA et al., 2020).

T. gondii ¢ um protozodario intracelular obrigatério capaz de infectar uma grande
variedade de células nucleadas (DUBEY et al., 2008). Portanto, o estabelecimento bem-
sucedido da infecc¢do requer a capacidade do parasito de aderir, invadir e proliferar dentro da
célula hospedeira (HALL et al., 2011; ADEYEMI et al., 2017). Portanto, a préxima questao
que propusemos determinar foi a acdo direta do extrato etandlico e da oleorresina de C.
multijuga sobre os taquizoitos. Para isso, pré-tratamos os parasitas por 1 h e incubamos com
cé¢lulas BeWo ou HTR8/SVneo para avaliar adesdo, invasao e replicagao. O parasito pré-tratado
demonstrou menor capacidade de aderir, invadir e proliferar em células BeWo e HTR8/SVneo.
Esses achados estdo de acordo com nosso estudo anterior, em que taquizoitos pré-incubados
com oleorresinas de C. reticulata, C. duckei, C. paupera e C. publifora apresentaram menores
taxas de adesdo, invasdo e subsequente proliferagdo intracelular de 7. gondii em células BeWo
(TEIXEIRA et al., 2020). Similarmente, outros estudos ja demonstraram que parasitos pré-
tratados com outras drogas também apresentaram capacidade reduzida de infec¢do. (CASTRO-
FILICE et al., 2014). Mostraram que o pré-tratamento de 7. gondii com uma combinacdo de
SDZ + PYR + &cido folinico ou azitromicina reduziu a proliferagdo parasitaria apds 72 h em
explantes de vilosidades humanas. Da mesma forma, taquizoitos de cepas atipicas de 7. gondii
pré-tratados com azitromicina ou espiramicina apresentaram menor capacidade de invadir e
replicar em células BeWo (RIBEIRO et al., 2017). Assim, a abordagem experimental de pré-
tratamento com oleorresina e extrato etanolico de C. multijuga sugerem que esses compostos
podem afetar diretamente a estrutura do parasito e, consequentemente, diminuir sua capacidade
funcional. Um estudo recente reportou que esses compostos naturais podem afetar diferentes
estruturas em 7. cruzi e Leishmania spp., € hd a hipotese de que a mitocondria seja um alvo
estratégico para induzir a morte do parasito (LAZARIN-BIDOIA et al., 2022). Além disso, as
promastigotas de L. infantum e L. amazonensis tratadas com nanoemulsdo de Copaifera
apresentaram alteragdes ultraestruturais como formato celular oval e flagelos retraidos
(DHORM et al., 2018). Nosso estudo anterior demonstrou que C. paupera, C. reticulata, C.
publifora e C. duckei causaram alteracdes ultraestruturais em taquizoitos intracelulares de T.
gondii, evidenciado por parasitos unidos por suas membranas, sugerindo um bloqueio da
endodiogenia parasitdria (TEIXEIRA et al., 2020). Estudos futuros sdo necessarios para
investigar os tipos de alteragdes estruturais que ocorrem em 7. gondii quando tratados com

esses o extrato etanolico e oleorresina de C. multijuga.
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Em um segundo momento, apds demonstrar o efeito de C. multijuga na replicacao de
taquizoitos, assim como na adesdo e invasdo, investigamos a resposta imune das células
hospedeiras, hipotetizando que esses compostos poderiam estar envolvidos na modulagao do
ambiente celular do hospedeiro. Observamos que as células BeWo regularam positivamente a
producio de IL-6 e modularam negativamente os niveis de IL-8. E amplamente conhecido que
a IL-6 ¢ um importante citocina envolvida no controle do 7. gondii em vérios tipos celulares,
como macréfagos e monocitos (PEREIRA et al., 2019) e trofoblastos humanos e murinos
(BARBOSA et al., 2014; BARBOSA et al., 2015; SILVA et al., 2017, GOMES et al., 2018).
Assim, ¢ plausivel sugerir que o aumento de IL-6 em células BeWo infectadas e tratadas com
extrato etanolico ou oleorresina foi importante para controlar a replicagdo de 7. gondii. Embora
o MIF seja uma citocina importante durante a infec¢do por 7. gondii (SILVA et al., 2017), o
nivel desta citocina aumentou apenas em células nao infectadas tratadas com BeWo ou células
tratadas com oleoresina a 32 pug/mL, sugerindo que o MIF ndo tenha um papel efetivo para o
controle do parasito quando oleorresina ou extrato etanélico sdo usados em células BeWo. A
IL-8 ¢ um membro da familia de quimiocinas CXC e ¢ um importante mediador durante a
resposta imune inata contra varios patéogenos (DONG et al., 2015). Estudos mostraram que 7.
gondii tem capacidade de atrair IL-8 e esta citocina pode recrutar células inflamatérias para a
infeccdo local, atraindo neutréfilos e células dendriticas imaturas e, consequentemente,
promovendo uma disseminacdo da infec¢do pelo organismo hospedeiro (SOMMERVILLE et
al., 2013). Nosso estudo anterior mostrou baixos niveis de IL-8 em células THP-1 infectadas
por T. gondii ¢ inibidas pela ciclooxigenase 2 (COX-2), que contribuem para o controle da
replicagdo do parasito (PEREIRA et al., 2019). Nesse sentido, ¢ possivel levantar a hipotese de
que os baixos niveis de IL-8 em células BeWo tratadas com extrato etandlico e oleorresina de
C. multijuga possam ter contribuido para o controle de 7. gondii. Estudos futuros sdo
necessarios para verificar a influéncia da Copaifera na modulagao da COX-2. Portanto, em
células BeWo, o controle de 7. gondii mediado por extrato etandlico e oleorresina de C.
multijuga foi uma associacdo entre a a¢ao direta desses compostos sobre os taquizoitos, bem
como a resposta imune dessas células. Para células HTR8/SVneo, extrato etanolico e
oleorresina modularam significativamente IL-6 e IL-8 quando 7. gondii ndo estava presente.
No entanto, na presenca de infeccdo, essas citocinas foram levemente moduladas (nao
estatisticamente significativas) quando comparadas com células ndo tratadas/infectadas. Assim,
¢ possivel concluir que as citocinas analisadas ndo contribuiram para o controle de 7. gondii
em células HTR8/SVneo quando tratadas com compostos de C. multijuga. Assim, levando em

consideragdo as analises feitas no presente estudo, a acao direta desses compostos sobre os

42



taquizoitos foi o Unico mecanismo de modulacdo negativa da infec¢do neste tipo celular.
Finalmente, a producdo de ROS ndo foi significativa em células BeWo e HTR8/SVneo
infectadas e tratadas.

Apos a avaliagdo feita em modelos in vitro dos efeitos de nossos compostos sobre o 7.
gondii, sua agdo foi avaliada em um modelo ex vivo de explantes de vilosidades humanas de
terceiro trimestre de gestagao, destacando que a viabilidade foi mantida em todos os tratamentos
avaliados anteriormente por MTT, ensaio de LDH e analise morfoldgica. Estudos anteriores
mostraram que a analise morfolégica de vilosidades por microscopia de luz acaba sendo uma
das técnicas mais eficientes para determinar a viabilidade de tecidos in vitro, uma vez que
células como o sinciciotrofoblasto sdo extremamente sensiveis as condi¢des do meio, se houver
alteracdo na viabilidade, degeneram rapidamente, sendo possivel observar descolamento de
fibrindides e necrose (MILLER et al., 2005). Nosso grupo de pesquisa demonstrou em estudos
anteriores que as vilosidades eram resistentes ao tratamento com azitromicina e a combinagado
de sulfadiazina e pirimetamina (CASTRO-FILICE et al., 2014), bem como a enrofloxacina e
toltrazuril (SILVA et al., 2017), e diferentes espécies de Copaifera (TEIXEIRA et al., 2020).

Posteriormente investigamos a proliferacdo do parasito em explantes de vilosidades
placentarias, quando observamos que os resultados foram semelhantes em relagdo as células
BeWo e HTR8/SVneo, comprovando que o efeito do extrato etandlico e oleorresina de C.
multijuga foi eficiente em reduzir significativamente a proliferagdo de 7. gondii nas amostras
de vilosidades placentarias. Também demonstramos em vérias investigacdes o efeito de drogas
anti-7. gondii alternativas em vilos humanos. (CASTRO-FILICE et al., 2014) demonstraram a
resisténcia dos vilos aos tratamentos com azitromicina em associagdo com SDZ e PYR. (SILVA
et al., 2017) observaram a tolerancia de explantes de vilosidades humanas no terceiro trimestre
a tratamentos com enrofloxacina e toltrazuril. Recentemente, (TEIXEIRA et al., 2020)
demonstrou o efeito antiparasitario em vilosidades placentérias, utilizando diferentes espécies
de Copaifera. Com esses achados podemos afirmar que os compostos avaliados possuem agao
protetora sobre células trofoblasticas humanas e explantes de vilosidades infectados por T.
gondii, demonstrando o potencial efeito do extrato etandlico e da oleorresina no controle da
infeccdo por 7. gondii em células da interface materno-fetal humana. Apds avaliar a viabilidade
de vilosidades e proliferacdo parasitaria, investigamos se a acdo do extrato etanolico e da
oleorresina poderia estar envolvida na modulacio do ambiente da célula hospedeira.
Observamos que tanto as vilosidades infectadas e ndo infectadas, e tratadas com extrato
etandlico ou oleorresina, ndo apresentaram alteracdo significativa de IL-6, IL-8, IL-10, MIF,

TNFa (dados ndo apresentados).
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Concluindo com base nos resultados do estudo, o extrato etanodlico € a oleorresina
obtidas do tronco de C. multijuga apresentaram diferentes atividades antiparasitarias de forma
dependente da populagdo trofoblastica. Para BeWo, representante do trofoblasto viloso
humano, C. multijuga apresentou agdo direta no taquizoito e modulagdo da resposta imune;
enquanto apenas efeito direto em taquizoitos participou do controle parasitiario em células
HTR8/SVneo, representativas do trofoblasto extraviloso humano. Nas vilosidades humanas
como o melhor modelo da interface materno-fetal, nds afirmamos que também teve agado direta
sobre os taquizoitos participando no controle da infeccdo. Considerando todos esses
parametros, o extrato etandlico e a oleorresina de C. multijuga podem ser alvos para o
estabelecimento de uma nova estratégia terap€utica para a toxoplasmose congénita. No entanto,
estudos mais detalhados sdao necessarios para avaliar os componentes bioativos € outros

possiveis mecanismos desses compostos.

7 FIGURAS

Figura 1. Viabilidade de células BeWo e HTR8/SVneo apos tratamento com extrato
etanolico ou oleorresina.

Células BeWo (A-B) e HTR8/SVneo (C-D) foram tratadas ou ndo com varias concentragdes de
oleorresina ou extrato etanolico de C. multijuga por 24 h, e o ensaio de MTT foi realizado. A
viabilidade celular foi expressa em porcentagem (% de viabilidade celular), considerando a
absorbancia das células incubadas apenas com meio como 100% de viabilidade. Os resultados
sdo expressos como média + desvio padrao de trés experimentos independentes realizados com
oito repeti¢cdes. Diferengas significativas detectadas pelo teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de
comparagdo multipla de Bonferroni. *P < 0,05 e ***P < (0,0001 em relagdo ao meio.
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Figura 2. Proliferagio intracelular de 7. gondii em células BeWo e HTR8/SVneo tratadas
com extrato etanolico ou oleorresina.

Cé¢lulas BeWo (A) e HTR8/SVneo (B) foram infectadas por 7. gondii por 3 h, lavadas para
remocgao de parasitas extracelulares e tratadas ou ndo com concentragdes nao toxicas de extrato
etanolico ou oleorresina de C. multijuga por 24 h. Células ndo tratadas e infectadas (médias)
foram consideradas como 100% de proliferacao parasitaria, e uma combinacao de sulfadiazina
e piremetamina (SDZ+PYR) foi usada como controle positivo. A proliferagdo intracelular de
T. gondii foi analisada usando um ensaio colorimétrico de B-galactosidase e expressa como
porcentagem (% de proliferacao de 7. gondii) em comparacao com células ndo tratadas (média).
Os resultados foram expressos como média + desvio padrao de trés experimentos realizados em
oito repeti¢des. Diferencas significativas detectadas pelo One-way ANOVA, de Bonferroni,
pos-teste de comparagdes multiplas. ***P < (0,0001 ou ****P <(,00001 em relagdo ao meio.
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Figura 3. Efeitos antiparasitarios do extrato etandlico e oleorresina avaliados no teste de
reversibilidade.

Cé¢lulas BeWo (A) e HTR8/SVneo (B) foram infectadas por 7. gondii por 3 h, lavadas para
remocgao de parasitas extracelulares e tratadas ou ndo com concentragdes nao toxicas de extrato
etanolico ou oleorresina de C. multijuga por 24 h. Células ndo tratadas e infectadas (médias)
foram consideradas como 100% de reversibilidade do tratamento, e uma combinagdo de
sulfadiazina e pirimetamina (SDZ+PYR) foi utilizada como controle positivo. Paralelamente,
ambas as células foram infectadas por 3h, lavadas, tratadas ou nao com extrato etandlico ou
oleorresina por 24h, lavadas para remog¢ao dos tratamentos e mantidas por mais 24h em meio
livre de tratamento. A proliferacao intracelular de 7. gondii foi analisada usando um ensaio
colorimétrico de B-galactosidase e expressa em porcentagem (reversibilidade do tratamento)
em comparagdo com células ndo tratadas (meio). O indice de reversibilidade mediu a
capacidade dos parasitas de se recuperar do tratamento e proliferar em novas células.
Finalmente, parasitas obtidos diretamente de células BeWo (C) e HTR8/SVneo (D) tratadas
com extrato etandlico ou oleorresina foram coletados e usados para infectar novas células por
3 h. O nimero de taquizoitos foi determinado usando o ensaio de f-galactosidase e expresso
como % de invasdo de 7. gondii. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao
de trés experimentos realizados em oito repeti¢cdes. Diferencas significativas detectadas pelo
One-way ANOVA, de Bonferroni, pds-teste de comparagdes multiplas. *P < 0,05, **P < 0,001,
***P < (0,0001 ou ****P < (0,00001 em relagdo ao meio. &P < 0,05 em relacdo a SDZ + PYR.
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Figura 4. Ensaio de adesao de taquizoitos de 7. gondii em células BeWo.

Os taquizoitos de 7. gondii foram pré-incubados por 1 h com extrato etanolico ou oleorresina
de C. multijuga, e entao deixados interagir com células BeWo previamente fixadas durante 3 h.
Como controle, os taquizoitos foram incubados com SDZ + PYR ou apenas meio (meio). O
numero de células com parasitas aderidos (A) e o nimero total de parasitas aderidos (B) foram
determinados em um total de 20 campos examinados aleatoriamente com lente objetiva de 20X.
Imagens representativas destacando o efeito dos tratamentos na interagao taquizoito-célula
hospedeira: (C) parasitos nao tratados, (D) 32 pg/mL de extrato etanolico, (E) 16 ug/mL de
oleorresina e (F) 32 ug/mL de oleoresina. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrao de dois experimentos realizados em trés repetigdes. Diferengas significativas detectadas
pelo One-way ANOVA e pelo pos-teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. *P < 0,05,
***%p < (0,0001 ou ****P < (0,00001 em relacdo ao meio. &P < 0,05 em relagao a SDZ + PYR.
As setas brancas indicam taquizoitos ligados as células BeWo. O nucleo da célula ¢ marcado
com TOPRO-3 (azul). Taquizoitos de 7. gondii marcados com IgG anti-camundongo conjugado
com Alexa Fluor 488 (verde). A actina F marcada com faloidina-TRITC ¢ mostrada em
vermelho. Barra de escala: 50 pum.
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Figura S. Ensaio de adesao de taquizoitos de 7. gondii em células HTR8/SVneo.

Os taquizoitos de 7. gondii foram pré-incubados por 1 h com extrato etanolico ou oleorresina
de C. multijuga e, em seguida, deixados interagir com células HTR8/SVneo previamente
fixadas durante 3 h. Como controle, os taquizoitos foram incubados com SDZ + PYR ou apenas
meio (meio). O numero de células com parasitas aderidos (A) e o nimero total de parasitas
aderidos (B) foram determinados em um total de 20 campos examinados aleatoriamente com
lente objetiva de 20X. Imagens representativas destacando o efeito dos tratamentos na interagao
taquizoito-célula hospedeira: (C) parasitos nao tratados, (D) 16 pg/mL de extrato etandlico, (E)
8 nug/mL de oleorresina e (F) 16 pg/mL de oleorresina. Os resultados foram expressos como
média = desvio padrao de dois experimentos realizados em trés repeticdes. Diferencas
significativas detectadas pelo One-way ANOVA e pelo pos-teste de comparagdes multiplas de
Bonferroni. **P < 0,001, ***P < 0,0001 ou ****P < (,00001 em relacao ao meio. &P < 0,05
em relacdo a SDZ + PYR. As setas brancas indicam taquizoitos ligados a células HTR8/SVneo.
O ntcleo da célula ¢ marcado com TOPRO-3 (azul). Taquizoitos de 7. gondii marcados com
IgG anti-camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 (verde). A actina F marcada com
faloidina-TRITC ¢ mostrada em vermelho. Barra de escala: 50 um.

52



Numero de células com
parasitos aderidos/campo

>

Figura 5

B
IEm Folhas de extrato etandlico
20 = Oleorresina
@ 20
[=]
)
15 ¢ 8
BE
Qo
10+ 23
Te
5%
©
5+ 25
oo
£
3
0-! Z




Figura 6. Invasdo e proliferacido intracelular de 7. gondii pré-tratado com extrato
etanolico ou oleorresina.

Os taquizoitos de 7. gondii foram pré-incubados por 1 h com extrato etanolico ou oleorresina
de C. multijuga, e entdo deixados interagir com células BeWo (A-B) ou HTR8/SVneo (C-D)
durante 3 ou 24 h para verificar a invasdo e proliferacdo intracelular. Como controle, os
taquizoitos foram incubados com SDZ + PYR ou apenas meio (meio). A % de invasdo de 7.
gondii e a % de proliferacdo de 7. gondii foram determinadas usando a atividade de f-
galactosidase. Parasitos ndo tratados (médios) foram considerados como 100% de invasdo e
proliferagao. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao de trés experimentos
realizados em oito repeticdes. Diferengas significativas detectadas pelo One-way ANOVA e
pelo pos-teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. **P < 0,001, ***P < 0,0001 ou ****p
<0,00001 em relagdao ao meio.
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Figura 7. Producio de citocinas e ROS em células BeWo infectadas ou nio com 7. gondii
e tratadas com extrato etandlico ou oleorresina.

As células BeWo foram infectadas ou ndo com taquizoitos de 7. gondii por 3 h, lavadas para
remogao de parasitos extracelulares e tratadas ou ndo com extrato etandlico ou oleorresina de
C. multijuga por 24 h. Células ndo tratadas e nao infectadas (meio), células ndo tratadas e
infectadas (meio Tg) e uma combinagdo de sulfadiazina e pirimetamina (SDZ + PYR) foram
usadas como controles. Em seguida, os sobrenadantes foram coletados e usados para medir IL-
6 (A-B), IL-8 (C-D) e MIF (E-F). Paralelamente, células BeWo foram infectadas ou nao com
taquizoitos de 7. gondii seguido de tratamento por 24 h com extrato etanolico ou oleorresina de
C. multijuga. SDZ + PYR, apenas meio (médio) ou apenas infec¢ao (meio Tg) foram usados
como controles. Apos, as cé€lulas foram incubadas com a sonda diacetato de 2'.7'-
diclorodihidrofluoresceina (H 2 DCF-DA), a producao de ROS foi medida por citometria de
fluxo e os dados expressos como intensidade de fluorescéncia média (MFI) (G-H). Os
resultados foram expressos como média + desvio padrao de trés experimento realizado em cinco
repeti¢des. Diferencas significativas detectadas pelo One-way ANOVA, de Bonferroni, pds-
teste de comparagdes multiplas. *P < 0,01, **P < 0,001, ***P < 0,0001 ou ****P < (,00001
em relagdo ao meio (para células ndo infectadas) ou ao meio Tg (para células infectadas). &P
< 0,05 em relagdo a SDZ + PYR (para células ndo infectadas ou infectadas). #P < 0,05 entre
meio e meio Tg.

56



Figura 7

N3o infectado T. gondii

I Folhas de extrato etandlico

A B @ Oleorresina
&
300 & 300 &
& & g I
&
] B o i -
E 200 3 200
£ g
3 100 ¥ 100
> 0- T T
\“6‘0 q—\q' I S B 4 @é‘\o (\@ & o D e
0'1:‘ e & 013:
i) Hg/mL & P |—|ugij
c D
40— 40—
&
— 30+ _ 304
E -
8 E
£ 20- 2 20-
b o ©
= -
= 10+ = o0
0- o
22 & o g o g
¥ & — &
2 pa/mL
E F

6000
ol 4000
6000 _
o 3 2000
g 3000 E
£ £ |
g ; 2 1507
£ 150 <
s = 100
= 100
50
50
0- 0 T T T T
o Q Q& o rbqf N ,{lr
30 _@- G SN P 3 o & 5 <
v ¥ P pg/mL
60 Hg/mL &
G H
g w
S c
3 8
2 k-]
@ 200- @ 300+
E & :
3 8
% 1504 %
g ‘g E ‘g 200
3] £ 100 5 <
3 | [=]
38 25
3 o 100
T 50 e
5 @
3 ©
S 5
E n_ 'E 0_
2 é\o *-‘g- no qu' o eb"lr § ,b‘]'
£ R £

57



Figura 8. Producio de citocinas e ROS em células HTR8/SVneo infectadas ou nio com 7.
gondii e tratadas com extrato etanolico ou oleorresina.

Cé¢lulas HTR8/SVneo foram infectadas ou ndo com taquizoitos de 7. gondii por 3 h, lavadas
para remogao de parasitas extracelulares e tratadas ou nao com extrato etanélico ou oleorresina
de C. multijuga por 24 h. Células nao tratadas e nao infectadas (meio), células nado tratadas e
infectadas (meio Tg) e uma combinagdo de sulfadiazina e pirimetamina (SDZ + PYR) foram
usadas como controles. Em seguida, os sobrenadantes foram coletados e usados para medir IL-
6 (A-B), IL-8 (C-D) e MIF (E-F). Paralelamente, células HTR8/SVneo foram infectadas ou nao
com taquizoitos de 7. gondii seguido de tratamento por 24 h com extrato etandlico ou
oleorresina de C. multijuga. SDZ + PYR, apenas meio (meio) ou apenas infec¢ao (meio Tg)
foram usados como controles. Apds, as células foram incubadas com a sonda diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (H 2 DCF-DA), a producao de ROS foi medida por citometria de
fluxo e os dados expressos como intensidade de fluorescéncia média (MFI) (G-H). Os
resultados foram expressos como média + desvio padrao de trés experimento realizado em cinco
repeti¢des. Diferengas significativas detectadas pelo One-way ANOVA, pods-teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni. *P < 0,01, **P < 0,001, ***P < 0,0001 ou ****P <
0,00001 em relacdo ao meio (para células ndo infectadas) ou ao meio Tg (para células
infectadas). &P < 0,05 em relagdo a SDZ + PYR (para células ndo infectadas ou infectadas).
#P < 0,05 entre meio 7g e meio.
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Figura 9. Viabilidade dos vilos corionicos humanos apds os tratamentos.

Os explantes vilosos foram tratados por 24 h com concentracdes de (256, 128 ¢ 64 pg/mL),
SDZ+PYR (150 e 200 pg/mL) e meio de cultura isolado (grupo controle/grupo ndo tratado).
(A) Ensaios de MTT com explantes de vilosidades e viabilidade tecidual sdo mostrados em
porcentagens (% de viabilidade por incorporacio de MTT). (B) os sobrenadantes foram
coletados e usados para medir os niveis de LDH (U/L). Fotomicrografias representativas de
vilosidades incubadas com meio de cultura (C) sozinho (grupo controle), (D) SDZ + PYR, (E)
extrato etanolico, (F) oleorresina, sao mostrados nesta figura. As imagens representativas dos
tratamentos com oleorresina e extrato etanolico mostram apenas uma concentracao de 256
png/mL. Os dados sdo expressos como média + desvio padrao de experimentos realizados em
oito réplicas. Diferencas significativas detectadas pela One-way ANOVA, pos-teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni estatisticamente signifcativas quando P<0,05). Cortes
histologicos corados com hematoxilina-eosina (HE) mostra células sinciciotrofoblasticas (setas
pretas) e mesénquima (*). Barra de escala: 50 um.
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Figura 10. Proliferacio intracelular de 7. gondii em vilos corionicos humanos infectados.

Os explantes de vilosidades humanas foram infectados com taquizoitos de 7. gondii por 24 h,
seguido de tratamento por mais 24 h com 256 e 128 ug/mL de oleorresina e extrato etandlico
SDZ+PYR (150+200 pg/mL) e meio de cultura sozinho (grupo controle/grupo nao tratado). A
proliferagdo intracelular de 7. gondii em explantes de vilosidades foi medida pelo ensaio de -
galactosidase, e o nimero de taquizoitos foi expresso em porcentagem (% de proliferagao de 7.
gondii), do que o ndo tratado/infectado (grupo controle) foi considerado como 100%
proliferagdo do parasito. Os dados sdo expressos como média + desvio padrao de experimentos
realizados em seis réplicas. * Comparacao entre células infectadas/ndo tratadas. Diferencas
significativas detectadas pela One-way ANOVA, as diferencas pds-teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni foram consideradas quando P<0,05.
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