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RESUMO 

O tratamento convencional da toxoplasmose congênita tem poucas opções eficazes, mas os 
mais usados são drogas baseia-se principalmente na combinação de sulfadiazina e 
pirimetamina. No entanto, a terapia com esses medicamentos está associada a efeitos colaterais 
graves e resistência, exigindo o estudo de novas estratégias terapêuticas. Atualmente, existem 
muitos estudos com produtos naturais, incluindo o óleo de Copaifera, mostrando ação contra 
alguns patógenos como Trypanosoma cruzi e Leishmania. No presente estudo, investigamos os 
efeitos do extrato etanólico das folhas e da oleorresina de Copaifera multijuga contra 
Toxoplasma gondii em células trofoblásticas vilosas humanas (BeWo) e extravilosas 
(HTR8/SVneo), bem como em explantes de vilosidades humanas de terceiro trimestre 
gestacional. Com este propósito, ambas as células e explantes vilosos foram infectados ou não 
com T. gondii, tratados com extrato etanólico ou oleorresina de C. multijuga e analisadas quanto 
à toxicidade celular, proliferação parasitária, produção de citocinas e ROS. Paralelamente, 
ambas as células foram infectadas por taquizoítos pré-tratados com extrato etanólico ou 
oleorresina, e observou-se adesão, invasão e replicação do parasito. Nossos resultados 
mostraram que o extrato e a oleorresina não desencadearam toxicidade em pequenas 
concentrações e foram capazes de reduzir a proliferação intracelular de T. gondii em células 
previamente infectadas. Além disso, extrato etanólico e oleorresina demonstraram ação 
antiparasitária irreversível em células BeWo e HTR8/SVneo. Em seguida, a adesão, invasão e 
replicação de T. gondii foram atenuadas quando células BeWo ou HTR8/SVneo foram 
infectadas com taquizoítos pré-tratados. Finalmente, células BeWo infectadas e tratadas 
regularam positivamente a IL-6 e modularam negativamente a IL-8, enquanto as células 
HTR8/SVneo não alteraram significativamente essas citocinas quando infectadas pelo parasito. 
Finalmente, o extrato etanólico e a oleorresina reduziram a proliferação de T. gondii em 
explantes de vilosidades humanas, e provavelmente esse efeito é um mecanismo de ação direta 
sobre os parasitos. Assim, compostos de C. multijuga apresentaram diferentes atividades 
antiparasitárias de forma dependente da população trofoblástica, sendo a ação direta sobre os 
taquizoítos um mecanismo comum operando em ambas as células. Considerando todos esses 
parâmetros, o extrato etanólico e a oleorresina de C. multijuga podem ser alvos para o 
estabelecimento de uma nova estratégia terapêutica para a toxoplasmose congênita. 

 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Toxoplasmose congênita, Copaifera multijuga, extrato 
etanólico, oleorresina. 
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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 T. 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 T. gondii in 

previously infected cells. In addition, ethanol extract and oleoresin demonstrated irreversible 

antiparasitic action on BeWo and HTR8/SVneo cells. Then, T. 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 T. 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. 
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1 INTRODUÇÃO 
1.1 Características gerais de Toxoplasma gondii  
  

T. gondii é um protozoário parasito intracelular obrigatório pertencente ao filo 

Apicomplexa, sendo responsável por morbidades graves, principalmente relacionado com 

pessoas imunocomprometidas (BLADER et al., 2015; ZHANG, SHIUN LAI, JUHAS, 2019). 

Taquizoítos de T. gondii apresentam uma forma alongada e suas extremidades arqueadas, 

lembrando o formato de meia lua. Em sua região anterior, possui o complexo apical, uma 

organela em forma de cone oco, e possui três anéis de micro túbulos, além das micronemas e 

roptrias (BLADER et al., 2015). Essas organelas, bem como os grânulos densos, são 

importantes no processo de adesão e invasão das células hospedeira e manutenção do parasito 

no interior das mesmas em seu vacúolo parasitóforo (CARRUTHERS, 2002; BLADER et al., 

2015; TARDIEUX; BAUM, 2016).     

A infecção por T. gondii pode ocorrer através da ingestão 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 água contaminados com 

oocistos (BIGNA, et al., 2019). Após a ingestão, os cistos contendo bradizoítos ou oocistos 

cheios de esporozoítos são rompidos no estômago, liberando então os parasitos que infectarão 

o intestino delgado e se converterão em taquizoítos, ocasionando a liberação de células 

inflamatórias e estas infectadas servirão como um ambiente para a proliferação de T. gondii 

(BAPTISTA et. al., 2019). Assim, durante a infecção são formados cistos no tecido nervoso e 

nos músculos, culminando na cronificação da doença (MARTIN et al., 2015).  

O ciclo de vida de T. gondii inclui uma fase assexuada e sexuada, tendo como 

hospedeiros definitivos os felídeos dos gêneros Felis e Lynx, e hospedeiros intermediários as 

aves e mamíferos, incluindo o homem (DUBEY, 1998; DUBEY, 2020). A fase sexuada, que 

ocorre nos hospedeiros definitivos, começa quando ocorre a ingestão de cistos contendo 

bradizoítos pelos felinos, levando a liberação de parasitos na mucosa gástrica que migram para 

o epitélio intestinal, onde se replicam por esquizogonia e formam esquizontes. O núcleo dos 

esquizontes inicia lentamente sua individualização através da divisão da membrana plasmática, 

originando os merozoítos. Estes, por sua vez, dão origem aos gametas, e havendo fecundação, 

formam-se oocistos. Após cair na luz intestinal, os oocistos são liberados para o meio ambiente 

juntamente com as fezes destes animais. A ingestão de alimentos contaminados, tanto com 

cistos quanto com oocistos, pode levar a infecção de hospedeiros intermediários, pois estes 
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liberam bradizoítos e esporozoítos, respectivamente, que em seguida vão se transformar em 

taquizoítos capazes de invadir e se disseminar pelas células do indivíduo, ocorrendo a fase 

assexuada (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-GANGNEUX, 2014; AL-MALKI, 

2021). Para os seres humanos, as vias mais importantes de transmissão são através da ingestão 

de carne mal cozida contendo cistos, vegetais mal lavados, água ou solo contaminado com 

oocistos e via transmissão vertical, ou seja, da mãe para o feto ou embrião (TONG et al., 2021). 

 

1.2 Toxoplasmose congênita  
 

A toxoplasmose congênita é considerada uma das formas mais graves da doença, e 

ocorre devido à passagem transplacentária das formas taquizoítos de T. gondii durante a 

gestação, alcançando assim a circulação e os tecidos fetais, podendo levar a graves implicações 

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 vários 

fatores, como o estado imunológico e o genótipo da mãe, o genótipo e a virulência do parasito, 

bem como o período gestacional em que a infecção é adquirida. Outros determinantes da doença 

incluem a carga parasitária, se a infecção é iniciada com oocistos ou cistos teciduais ou a 

ocorrência de coinfecções (CARLIER et al., 2012; HALONEN; WEISS, 2013). 

Nesse contexto, a placenta desempenha um papel fundamental, pois é uma barreira 

natural que protege o feto a exposição de patógenos (ABBASI et al., 2003). No entanto, o risco 

de infecção fetal e o comprometimento fetal dependem do estágio da gravidez quando ocorre a 

infecção materna (BORGES et al., 2019). Assim, o risco de infecção fetal no primeiro trimestre 

é em torno de 10-25%, no entanto, o comprometimento fetal é grave e pode levar ao aborto. No 

segundo trimestre, as chances de transmissão aumentam para 30%, enquanto que no terceiro 

trimestre pode variar entre 60% a 90%, mas o comprometimento fetal é menor (RORMANN et 

al., 2006; MCLEOD et al., 2009; GARCIA-MERIC et al., 2010). Se a infecção ocorrer antes 

da gravidez, o risco para o feto é extremamente baixo, mesmo se a mãe for exposta a outra 

infecção. No entanto, alguns estudos mostram que a reativação da doença 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 congênita incluem a coriorretinite, hidrocefalia, 

microcefalia, epilepsia, cegueira, estrabismo, calcificações intracranianas, abortos, natimortos, 

entre outros sintomas (JONES; LOPES; WILSON, 2003; LI et al., 2014). Geralmente, bebês 

infectados no terceiro trimestre são assintomáticos, mas pode apresentar sintomas durante a 
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infância ou na fase adulta (WALLON et al., 2001; MONCADA; MONTOYA, 2012; 

SCHLUTER; BARRAGAN, 2019). 
 
1.3  Resposta imune contra T. gondii 
 

A invasão por T. gondii em células do hospedeiro mamífero desencadeia respostas do 

sistema imune inato e adaptativo, o que acarreta resistência e proteção a longo prazo. A infecção 

por T. gondii provoca uma resposta imunológica do tipo Th1, com consequente produção de 

citocinas pró-inflamatórias que protegem o hospedeiro contra o parasito (HUNTER; SIBLEY, 

2012).  Receptores do tipo Toll (TLRs) são significativos na resposta imune inata, pois são 

capazes de reconhecer ligantes expressos pelo parasito (YAROVINSKY et al., 2014). A 

interação de T. gondii com esses receptores induz a produção de interleucina-12 (IL-12) pelas 

células da imunidade inata do hospedeiro, como células natural killer (NK), células dendríticas 

e macrófagos (YAROVINSKY et al., 2014). Dentre as funções de IL-12 está a indução da 

produção de interferon (IFN)-γ (MA et al., 2015). O IFN-γ está relacionado com vários 

mecanismos intracelulares para inibir a replicação e eliminar o parasito (DUPONT et al., 2012; 

YAROVINSKY, 2014). Esta citocina favorece a conversão de taquizoítos em bradizoítos e, ao 

mesmo tempo, previne a ruptura dos cistos teciduais, impedindo a reagudização da infecção no 

hospedeiro (MILLER et al., 2009).  

Outra citocina, o fator de necrose tumoral (TNF)-α, é produzida por macrófagos, 

neutrófilos, células T e células dendríticas que proporcionam o aumento da capacidade 

microbicida de macrófagos e induz células NKs a produzirem IFN-γ (FILISETTI; CANDOLFI, 

2004; KÖNER et al., 2010). A resposta secundária (imunidade adquirida) que acontece logo 

após a resposta inicial, é considerada mediada por células, pois apresenta atividade de linfócitos 

TCD4+ e TCD8+. Podemos observar também que em pacientes imunocomprometidos ocorre a 

ativação de macrófagos, células NKs, linfócitos T e leucócitos polimorfonucleares (FILISETTI; 

CANDOLFI, 2004; SILVA; LANGONI, 2009).   

Além do IFN- e da IL-12, outras citocinas pró-inflamatórias são importantes no 

combate a infecção por T. gondii, como a IL-6, IL-8, fator inibidor da migração de macrófagos 

(MIF), (SILVA et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2020; COSTA et al., 2021). IL-6, TNF e MIF 

são as citocinas mais importantes envolvidas na resposta imune ao T. gondii em células 

trofoblásticas humanas, explantes humanos de terceiro trimestre e interface materno-fetal 

murina, permitindo redução significativa na transmissão vertical do parasito (BARBOSA et al., 
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2015; SILVA et al., 2017; GOMES et al., 2018). IL-6 é um importante citocina envolvida no 

controle do T. gondii em vários tipos celulares, como macrófagos e monócitos (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).  

 MIF é liberado por macrófagos ativador por vários estímulos pró inflamatórios tais 

como lipopolisacarídeos sindrome de choque toxenico por toxina-1 IFN- e (TNF)-α, 

(MARTINEY et al., 2000). Alguns trabalhos publicados nos últimos anos do nosso grupo de 

pesquisa mostraram o importante papel de MIF nos processos inflamatórios e no controle da 

infecção por T. gondii na interface materno-fetal, especialmente em células trofoblásticas 

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 infecção por T. gondii, o MIF 

pode causar a produção de IL-8 a partir de células mononucleares do sangue periférico humano 

ao mesmo tempo em que ativa as vias ERK MAPK em macrófagos derivados da medula óssea 

murina. Reconhecendo que o MIF pode desempenhar um papel imunomodulador durante a 

infecção por T. gondii em mamíferos. (SOMMERVILLE et al., 2013). A IL-8 é um membro da 

família de quimiocinas CXC e é um importante mediador durante a resposta imune inata contra 

vários patógenos (DONG et al., 2015). Além disso, foi relatada a produção de IL-8 a partir de 

fibroblastos e células HeLa de células infectadas com taquizoítos de T. gondii (DENNEY et al., 

1999). Significativamente, foi observado que nos estágios agudos da infecção por T. gondii há 

um rápido recrutamento de neutrófilos para o local da infecção (DENKERS et al., 2004), e isso 

tem se mostrado essencial para a resolução da infecção. 

 

1.4  Resposta imune na gestação  
 

 A gestação é considerada como um processo pro-inflamatório e inflamatório, essas fases 

podem ser observadas de formas distintas nas três fases da gestação: início, meio e fim. No 

início, observa-se um processo pró-inflamatório com a presença de citocinas e quimiocinas 

como IL-8 e proteína quimioatraente de monócito (MCP) -1. Na metade da gestação, observa-

se uma diminuição significativa dos níveis dessas citocinas que voltam a subir no final do 

processo gestacional (KOGA; ALDO; MOR, 2009). 

 Na fase de implantação do embrião, o trofoblasto quebra o revestimento epitelial do 

útero para garantir a adesão e invasão do tecido endometrial, além de proporcionar a 

substituição da musculatura lisa espiral dos vasos responsáveis pelo fornecimento adequado de 

sangue para o feto ocasionando uma forte resposta inflamatória, sendo observado, nesse caso, 
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um perfil imunológico do tipo Th1 (KODA; ALDO; MOR 2009). As citocinas e os fatores de 

crescimento aparecem como moléculas-chaves na regulação de trofoblastos. São observados 

cerca de 27 tipos diferentes, entre eles: interleucina (IL)-1, IL-5, IL-6, IL8, MCP-1; podemos 

identificar nesse caso um perfil imunológico do tipo Th1 (SHARMA, GODBOLE, MODI, 

2016). 

 Para garantir uma gestação até o final é importante que exista um balanço entre perfil 

imunológico Th1 e Th2, sendo preferencialmente Th2 do segundo ao terceiro trimestres 

(KOGA; ALDO; MOR 2009). Assim, a infecção por T. gondii durante a gestação pode alterar 

esse balanço, levando a complicações. A infecção por T. gondii pode acontecer em qualquer 

estágio gestacional, porém as variadas consequências clínicas estão relacionadas com o 

trimestre em que a gestante se encontra. As implicações fetais mais importantes ocorrem 

quando acontecem no primeiro trimestre, podendo ocasionar aborto, natimorto ou alterações 

neurológicas graves. A transmissão congênita do parasito no terceiro trimestre ocorre com 

maior frequência, porém com apresentações de quadro patológico menos grave e a diminuição 

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

  

 

1.5 Células trofoblasticas humanas: BeWo e HTR8/SVneo  

O trofoblasto atua como barreira de proteção entre a circulação fetal e materna e é de suma 

importância para a manutenção da gestação até seu final. É responsával também pela ruptura 

da barreira do epitélio endometrial, nutrição do embrião e regulação hormonal (KOGA; ALDO; 

MOR 2009; POLLHEIMER; KNÖFLER 2018.) Durante o processo de implantação, esse 

trofoblasto se diferencia em duas subpopulações: o citotrofoblasto e o sinciciotrofoblasto 

(MOORE et al., 1993; CEBALLOS-POMARES et al., 2017). O sinciciotrofoblasto é uma 

camada multinucleada que forma a superfície externa dos vilos placentários e entra em contato 

direto com o sangue materno, sendo formado a partir de células do citotrofoblasto 

(HUPPERTZ; GAUSTER, 2011; MAYHEW, 2014). O citotrofoblasto é formado por células 

individualizadas, com alta capacidade proliferativa e são divididas em: trofoblasto viloso e 

extraviloso. O trofoblasto  viloso é importante para a troca de nutrientes e resíduos entre a mãe 

e o feto, enquanto que o trofoblasto extraviloso é responsável pela migração e invasão na 

decídua (MIDGLEY et al., 1963; APLIN, 1991).  Portanto, o trofoblasto é uma importante 

barreira física que precisa ser mantida intacta a fim de proteger o organismo contra o ataque de 

patógenos (LIEMPI et al., 2014). Vários estudos buscam entender o papel dos trofoblastos na 
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resposta imune durante a gravidez, principalmente na presença de T. gondii com a utilização de 

linhagens de células trofoblásticas, por exemplo células BeWo e HTR-8/Svneo, as quais 

apresentam propriedades semelhantes ao trofoblasto primário. Essas células são altamente 

susceptíveis à infecção por T. gondii e apresentam uma produção de progesterona semelhantes 

às células trofoblásticas de primeiro trimestre, por isso são consideradas ótimas para o estudo 

da relação materno-fetal.  Células BeWo foram isolados de um coriocarcinoma humano em 

1968 por Pattillo e Gey. Essas células possuem muitas características de trofoblasto humano, 

pois secretam hormônios como gonadotrofina coriônica humana (hCG), hormônio lactôgenico 

placenário (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 plasmídeo contendo o antígeno T do vírus 

símio 40 (SV40) (GRAHAM et al., 1993). Células BeWo são representantes de trofoblasto 

viloso humano, enquanto que células HTR8/SVneo são 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 é considerada um problema de saúde mundial com cerca de 1 bilhão de 

pessoas infectadas com T. gondii e a prevalência da patologia pode chegar a 71,5% 

(AHMADPOUR et al., 2019). Com relação ao tratamento, a primeira droga de escolha é a 

pirimetamina, bem como a sulfadiazina ou a combinação de ambas (ABUGRI, JAYNES, 

WITOLA, 2019). A combinação dessas drogas demonstra notável 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 são responsáveis pela 

síntese de compostos de folato essenciais para a sobrevivência e replicação do parasito 

(BARBOSA et al., 2015). 

 Os tratamentos para toxoplasmose congênita são escassos no momento. Quando a 

transmissão fetal não é confirmada, o antibiótico espiramicina é usado para prevenir a 

transmissão vertical (PEYRON et al., 2017), uma vez que esse macrolídeo não é 

transplacentário (MONTOYA E REMINGTON, 2008). Quando a infecção fetal é confirmada, 

e pode ser sintomática para toxoplasmose, a escolha do tratamento é a combinação de 

pirimetamina com sulfadiazina (DUNAY et al., 2018). No entanto, essas drogas não são bem 

toleradas pelo organismo, interagindo indistintamente com os processos bioquímicos do 
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parasito e do hospedeiro (SEPÚLVEDA-ARIAS et al., 2014), apresentando efeitos adversos, 

como supressão da medula óssea, causando anemia megaloblástica, leucopenia e 

granulocitopenia (PETERSON et al., 2007). Por essa razão, vários estudos têm proposto a 

utilização de tratamentos alternativos para a toxoplasmose. 

Neste cenário, o estudo de nanopartículas (NP) tem sido investigado. As principais 

características das NP são a baixa toxicidade, modulação da farmacocinética, aumento da 

biodisponibilidade e a possibilidade de transportar componentes farmacológicos, o que também 

permite que o medicamento seja entregue diretamente ao alvo específico (KHALIL et al., 2013; 

TORRES-SANTIAGO et al., 2016). NP com inserções de prata em sua estrutura, chamadas de 

nanopartículas de prata (AgNp), são utilizadas para aplicações na saúde porque possuem 

atividades antimicrobianas e antiinflamatórias (SHRIVASTAVA et al., 2007; POURALI E 

YAHYAEI, 2016; SCANDORIEIRO et al., 2016). Um trabalho recente de nanopartículas de 

prata biogênicas (AgNp-Bio) demonstrou a capacidade de reduzir a proliferação de T. gondii 

com a indução de mediadores inflamatórios nas células BeWo e HTR8/SVneo e independente 

de mediadores em vilos coriônicos. Assim, o uso de AgNp-Bio no tratamento da toxoplasmose 

em modelos de células BeWo e HTR-8/Svneo e em vilos coriônicos é considerado promissor 

(COSTA et al., 2021).   

Além do uso de NP, estudos envolvendo o uso de azitromicina têm se apresentado 

promissor no controle da transmissão vertical de T. 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 gestação infectados com T. gondii, o tratamento com azitromicina foi capaz de controlar a 

replicação dos taquizoítos da cepa RH (FRANCO et al., 2019).  Outro trabalho realizado 

avaliou a eficácia da enrofloxacina e do toltrazuril no controle da infecção por T. gondii em 

células trofoblásticas 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 proliferação do parasito, e suas eficiências foram relacionados à regulação 

positiva de IL-6 e MIF, e uma ação direta sobre os parasitos. Portanto, enrofloxacina e 

toltrazuril podem ser estratégias alternativas para prevenir ou tratar a toxoplasmose congênita 

(SILVA et al., 2017). Devido aos problemas causados pelos tratamentos convencionais e pelo 

fato de alguns não combaterem certas formas do parasito, a busca por drogas alternativas é 

extremamente necessária.  
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1.7 Gênero Copaifera 
 

As plantas do gênero Copaifera, também conhecidas popularmente como copaíba ou 

pau d’óleo, pertencem à família Fabaceae (Leguminosae), e os representantes deste gênero 

encontram-se principalmente no continente americano e africano (VEIGA JUNIOR, et al., 

2002). Do tronco das espécies de Copaifera spp. é possível extrair o óleorresina, o qual provém 

de canais secretores formados pela dilatação de espaços intercelulares, localizados em todas as 

partes da árvore. Ele pode ser obtido através da perfuração no tronco da copaíba, utilizando um 

trado, onde posteriormente insere-se um cano PVC no orifício e o óleo escoa (VEIGA JUNIOR, 

et al., 2002; PIERI, F. A. et al., 2009). O oleorresina de copaíba é uma substância natural 

composta de uma parte sólida resinosa não volátil formada por ácidos diterpênicos, responsável 

por 55 a 60% da sua constituição, a qual se encontra diluída em uma outra parte volátil, o óleo 

essencial composto por serquiterpenos (CASCON, et al., 2000). As oleorresinas de copaíba 

possuem sesquipertenos e diterpenos e como principal composto β-Cariofileno e tem 

propriedades cicatrizantes e antissépticas, além de serem consideradas antinflamatório e 

antibiótico (IZUME et al., 2013; SOUZA, 2017). 

Este gênero é amplamente estudado devido às suas propriedades anti-inflamatórias, 

como diminuição da migração de leucócitos, além de inibirem a histamina e serotonina 

(RODRIGUES et al., 2018).  

Algumas espécies de copaíba e sua ação contra T. 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 infecção por T. 

gondii através de modelos experimentais in vitro e ex vivo. Segundo os autores, os efeitos anti-

T gondii causados por essas oleorresinas provavelmente estão relacionados à imunomodulação 

das células do hospedeiro, bem como ao efeito direto sobre os parasitos (TEIXEIRA et al., 

2020). Assim, tomados em conjunto, a literatura científica fornece evidências do potencial das 

oleorresinas serem uma fonte alternativa para o tratamento de toxoplasmose congênita pela 

redução da taxa de proliferação de T. gondii com baixos efeitos de citotoxicidade para as células 

do hospedeiro (TEIXEIRA et al., 2020). 

Na literatura existem outros estudos que demonstram a ação dos efeitos antiparasitários 

da Copaifera contra o T. cruzi. (KIAN et al., 2018), mostraram a capacidade do óleo de copaíba 

e ácido carurenóico em eliminar as formas de T. cruzi em macrófagos infectados, a atividade 

antimicrobiana que esses compostos apresentaram foi provavelmente devido a sua ação direta 

sobre os parasitos. (IZUMI et al., 2013) avaliaram a atividade de oito espécies de oleorresina 
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de copaíba contra T. cruzi, incluindo observações de efeitos citotóxicos em células de 

mamíferos 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 e Copaifera officinalis apresentaram a melhor atividade.  

Da mesma forma, existem estudos que demonstram a ação do gênero Copaifera contra 

a Leishmaniose. Um trabalho de (DHORM PIMENTEL et al., 2018) usando nanoemulsões 

como sistema de administração de óleos de copaíba e andiroba (nanocopa e nanoandi) e seus 

efeitos antiparasitários sobre Leishmania infantum e L. amazonensis, seus resultados 

demonstraram uma atividade tóxica de nanocopa e nanoandi contra a promastigotas de ambas 

as espécies de Lesihmania e reduzindo os níveis de infecção (tamanho da lesão, carga 

parasitária e histopatologia). (SANTOS et al., 2008). Avaliaram oito tipos diferentes de óleos 

de Copaifera quanto à sua atividade antileishmania. Para avaliar a taxa de sobrevivência 

peritoneal, macrófagos foram infectados com promastigotas de Leishmania amazonensis, os 

resultados mostraram que todos os óleos apresentaram níveis variáveis de atividade 

antiparasitária contra Leishmania amazonensis. Em base a estudios anteriores (SANTOS et al., 

2012). Avalia os câmbios morfológicos e ultraestruturais provocados pelo óleo de Copaifera 

em promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, causando um daño mitocondrial extensa e 

também levou á desnaturação da membrana plasmática. A análise morfológica e ultraestrutural 

demonstra que o tratamento com óleo de Copaifera induz alterações na membrana e na 

mitocondria dos parasitos. Demonstrando uma vez o potencial antiparasitário que representa 

este gênero sobre a L. amazonensis. 

Uma das espécies da copaíba é a Copaifera multijuga, encontrada na Amazônia. Ela 

tem sido estudada devido às suas várias propriedades, onde o mais expressivo é a 

antinflamatória, além de propriedades anti-carcinogênica, e antimicrobiana (antisséptica) 

(PINHEIRO et al., 2017). Entretanto, não há nada na literatura científica até o momento sobre 

sua influência na infecção por T. gondii em modelos de interface materno-fetal humana. 
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2 JUSTIFICATIVA 
 

A transmissão de T. gondii pode ocorrer de formas diferentes, porém pode-se considerar 

que a vertical é a mais grave devido às consequências que ela leva, como por exemplo o aborto 

e as más formações fetais (BARBARESCO et al., 2014). Na gestação, o sistema imune modula, 

através da participação preponderante das células trofoblásticas, um perfil imune materno para 

que ocorra a manutenção da gestação. 

As drogas do uso terapêutico têm efeitos colaterais graves, como neutropenia, 

leucopenia, diminuição severa da contagem de plaquetas, trombocitopenia e reações de 

hipersensibilidade (RAJAPAKSE et al., 2013; MONTAZERI et al., 2018., DURLACH et 

al.,2021). Além disso, essas drogas também estão associadas a algumas reações raras, como 

agranulocitose, síndrome de Stevens-Johnson, necrólise epidérmica tóxica e necrose hepática, 

que podem ser fatais em pacientes com toxoplasmose (MCLEOD et al., 2012). Portanto, é 

fundamental estabelecer um esquema terapêutico, para isso é necessário estudos onde se 

concentra em encontrar medicamentos seguros com novos mecanismos de ação para a 

toxoplasmose que sejam eficazes e não tóxicos para os pacientes. Considerando que a 

toxoplasmose é um problema de saúde pública e que não existem tratamentos eficazes e sem 

efeitos colaterais indesejáveis, o estudo de tratamentos alternativos é necessário para o possível 

estabelecimento de futuras drogas preventivas e terapêuticas. Assim, o presente trabalho visa 

compreender os efeitos do extrato etanólico e oleorresina de C. multijuga na infecção 

experimental por T. gondii de células trofoblásticas humana vilosas (BeWo), extravilosas 

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

 

3 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 
 

 Avaliar a ação in vitro e ex vivo do oleorresina e extrato etanólico de folhas de C. 

multijuga em células trofoblásticas humanas vilosas (linhagem BeWo), extravilosas 

(linhagem HTR8/Svneo), e em explantes vilosos humanos de terceiro trimestre 

gestacional frente à infecção por T. gondii. 
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3.2 Objetivos específicos   
    

 Analisar a viabilidade de células BeWo, HTR8/Svneo e vilos placentários frente aos 

tratamentos com oleorresina e extrato etanólico de folhas de C. multijuga, visando 

a determinação de concentrações não citotóxicas para realização dos ensaios de 

parasitismo; 

 Avaliar a proliferação intracelular de T. gondii (cepa RH, clone 2F1) nas células 

BeWo, HTR-8/Svneo e vilos placentários humanos de terceiro trimestre gestacional 

tratados ou não com concentrações não tóxicas do oleorresina e extrato etanólico de 

folhas de C. multijuga; 

 Verificar a produção de citocinas e espécies reativas de oxigênio (ROS) nas células 

BeWo, HTR-8/Svneo e vilos placentários humanos infectados ou não com T. gondii 

e tratados ou não com o oleorresina e extrato etanólico de folhas de C. multijuga;; 

 Determinar a adesão, invasão e proliferação intracelular de taquizoítos de T. gondii 

previamente tratados ou não com o oleorresina e extrato etanólico de folhas de C. 

multijuga em células BeWo e HTR8/SVneo. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 
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 São Paulo, 

USP, São Paulo, Brasil. As células foram mantidas em cultura no Laboratório de 

Imunofisiologia da Reprodução da Universidade Federal de Uberlândia. Foram descongeladas 

e cultivadas em frascos de cultura de 75cm2 contendo meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, 

Brasil) suplementado com antibióticos (Sigma Chemical CO. St. Luuis, USA) e soro fetal 

bovino (10%) (Cultilab) e incubadas em estufa a 5% de CO2 a 37 °C (BARBOSA et al., 2008). 

 

4.2 Coleta das placentas humanas, extração e cultura dos vilos placentários  
 

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

cesárea (36 a 40 semanas de gravidez) no Hospital de Clínicas da Universidade Federal de 
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Uberlândia (HC-UFU), MG, Brasil. Os critérios de exclusão foram: evidências de pré-

eclâmpsia, hipertensão, doença cardíaca, diabetes, doenças infecciosas como toxoplasmose e 

outras manifestações que pudessem interferir nos resultados esperados.  

 Após a coleta, o tecido placentário foi encaminhado imediatamente para o laboratório e 

lavado com solução salina estéril tamponada com fosfato (PBS) para remoção do excesso de 

sangue, seguido de dissecção do tecido endometrial até 1 h após a coleta. Os vilos placentários 

terminais flutuantes (volume aproximado de 10 mm3) foram coletados e colocados em placas 

de 96 poços (um por poço) e cultivadas em 200 µL de meio RPMI 1640 suplementado com 

10% de SFB (Cultilab) e antibióticos (10.000 U/ml de penicilina e 10mg/ml de estreptomicina) 

(Sigma) por 24 h a 37 ° C e 5% de CO2 para posteriores ensaios (DE OLIVEIRA GOMES et 

al., 2011; CASTRO FILICE et al., 2014, DA SILVA et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2021, 

COSTA et al., 2021). 

 O presente protocolo de pesquisa com amostras de tecido humano foi realizado de 

acordo com as diretrizes e regulamentações pertinentes, e os protocolos experimentais foram 

aprovados pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Uberlândia, MG, Brasil, com o 

número de aprovação 3.679.426. O consentimento informado foi obtido de todos os 

participantes e/ou seus responsáveis legais. 

 

4.3 Cultura de taquizoítos T. gondii 
 

 Os taquizoítos de Toxoplasma gondii (cepa RH, clone 2F1) expressando 

constitutivamente o gene da β-galactosidase foram mantidos por passagens seriadas em células 

BeWo cultivadas em meio contendo 2% de SFB, 100 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de 

estreptomicina a 37°C e 5% de CO2 (TEIXEIRA et al., 2020). 

 

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

 As amostras de oleorresina e extrato etanólico de folhas de C. multijuga foram cedidas 

pelo Professor Doutor Carlos Henrique Gomes Martins do Departamento de Microbiologia 

(DEMIC), Instituto de Ciências Biomédicas (ICBIM), Universidade Federal de Uberlândia 

(UFU), Uberlândia, MG, Brasil. A autorização para a realização de estudos científicos com 

espécies vegetais da biodiversidade brasileira foi solicitada ao Conselho de Autorização e 

Informação sobre Biodiversidade (SIBIO/ICMBio/MMA/BRASIL) e Gestão do Patrimônio 

Genético (CGEN/MMA/BRASIL). As autorizações para realizar atividades de pesquisa com 
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essas plantas foram emitidas sob os números 35143-1 e 010225/2014-5, respectivamente. A 

oleorresina autêntica foi coletada na região Norte, no estado do Amazonas, na cidade de 

Manacapuru, por meio da perfuração dos troncos das árvores 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 Herbário IAN (EMBRAPA Amazônia 

Oriental), Milton Groppo Junior no Herbário SPFR (Universidade de São Paulo, USP, Brasil) 

e Haroldo Cavalcante de Lima no Herbário do Jardim Botânico do Rio de Janeiro (JBRJ) por 

comparação direta com comprovantes autênticos de herbário, dos quais um certificado de 

identidade taxonômica está disponível mediante solicitação. A amostra de oleorresina foi 

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

 

4.5 Ensaio de viabilidade celular  
 

 Verificamos a toxicidade dos compostos extrato etanólico e oleoresina nas células 

BeWo e 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 (3×104 células/poço/200 µL) e HTR8/SVneo 

(1,5×104 células/poço/200 µL) foram cultivadas em placas de 96 poços por 24 h em meio RPMI 

1640 com 10% de SFB a 37°C e 5% CO2. Em seguida, as células foram tratadas em diluições 

seriadas com concentrações de  (4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 mg/mL)  de oleorresina ou 

extrato etanólico 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 diluição tanto 

para oleorresina quanto para extrato etanólico. Como controle, as células não foram tratadas e 

receberam apenas meio de cultura. Em seguida, os sobrenadantes foram removidos e as células 

incubadas com 10 µL de MTT (5 mg/mL) mais 90 µL de meio RPMI 10% SFB por 4 h a 37°C 

e 5% de CO2. Cristais de formazan resultantes do metabolismo celular foram solubilizados pela 

adição de uma solução contendo 10% de dodecil sulfato de sódio (SDS, Sigma) e 50% de N,N-

dimetilformamida (Sigma) por 30 min (MOSMANN, 1983). As densidades óticas 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 viáveis (% de viabilidade 

celular) em comparação com células não tratadas (100% de viabilidade celular). Três 

experimentos independentes foram realizados em oito repetições. 
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4.6 Ensaio de invasão e proliferação intracelular de T. gondii em células BeWo e 
HTR8/Svneo 

 

 Selecionamos diferentes concentrações não tóxicas de oleorresina e extrato etanólico de 

C. multijuga após ensaio de MTT e testamos seu efeito no crescimento de T. gondii. As células 

BeWo (3×104 células/poço/200 µL) e HTR8/SVneo (1,5×104 células/poço/200 µL) foram 

cultivadas em placas de 96 poços por 24 h em meio RPMI 1640 com 10% de SBF a 37°C e 5% 

de CO2. Em seguida, ambas as células foram infectadas com taquizoítos de T. gondii em uma 

multiplicidade de infecção (MOI) de 3:1 (3 parasitos para 1 célula). Após 3 h, o meio foi 

descartado, os parasitos extracelulares foram retirados por lavagem com meio incompleto (sem 

SFB) e as células foram tratadas com concentrações não tóxicas de oleorresinas ou extratos 

etanólicos de C. multijuga por mais 24 h a 37°C e 5% de CO2 da seguinte forma: para células 

BeWo, 4 a 16µg/mL; e para células HTR8/SVneo, 4 a 16 µg/mL. Sulfadiazina e pirimetamina 

(SDZ + PYR: 200 + 8 µg/mL para BeWo; 100 + 4 µg/mL para HTR8/SVneo) foi usado como 

controle positivo (DA SILVA et al., 2017). Células BeWo ou HTR8/SVneo infectadas por T. 

gondii e não tratadas foram utilizadas como controles negativos. Após 24 h de tratamento, os 

sobrenadantes da cultura foram coletados e armazenados a -80°C para posterior medição de 

citocinas. Em paralelo, a proliferação intracelular de T gondii foi analisada usando um ensaio 

colorimétrico de β-galactosidase (SILVA et al., 2017; DE SOUZA et al., 2021).  
 Quantificamos a proliferação intracelular de T. gondii e calculamos o número de 

taquizoítos em comparação com uma curva padrão contendo taquizoítos livres (1×106 a 

15.625×103 parasitos). Células infectadas BeWo ou HTR8/SVneo tratadas apenas com meio 

(controle negativo) representaram crescimento de parasitas não inibido. Calculou-se a média de 

células não tratadas (meio) que correspondeu a 100% de proliferação de T. gondii. Em seguida, 

todos os valores sobre o número de taquizoítos obtidos de todos os tratamentos e células não 

tratadas foram comparados a 100%, e os dados demonstraram em % de proliferação de T. 

gondii. Três experimentos independentes foram realizados em oito repetições. 

 

4.7 Ensaios de reversibilidade e reinfecção 
 

 Para avaliar a manutenção dos efeitos antiparasitários de oleorresina e extrato etanólico 

no crescimento de T. gondii, primeiramente realizamos o teste de reversibilidade (TEIXEIRA 

et al., 2020). Resumidamente, células BeWo (3×104 células/poço/200 µL) ou HTR8/Svneo 

(1,5×104 células/poço/200 µL) foram semeadas em placas de 96 poços como descrito acima. 
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Após 24 h em cultura, as células foram infectadas com taquizoítos de T. gondii (3:1) por 3 h, 

lavadas para remover parasitos extracelulares e tratadas em duas condições: (1) células BeWo 

foram tratadas com oleorresina ou extrato etanólico (ambos 16 ou 32 µg/mL), as células 

HTR8/Svneo foram tratadas com oleorresina ou extrato etanólico (ambos 8 ou 16 µg/mL), ou 

ambas as células receberam SDZ + PYR (controle positivo) ou apenas meio (controle negativo), 

depois a proliferação intracelular de taquizoítas foi realizada após 24 h; (2) células e parasitas 

foram cultivados nas mesmas condições descritas anteriormente (1), mas após 24 h de 

tratamento, as células foram lavadas, e incubadas com meio livre de tratamentos, e os parasitos 

deixados crescer por mais 24 h. Em ambas as situações, quantificamos a proliferação de T. 

gondii usando o ensaio de β-galactosidase como mencionado acima. Finalmente, medimos a 

taxa de reversibilidade percentual (reversibilidade do tratamento %) às 24 h após a remoção do 

tratamento em comparação com o grupo não tratado (considerado como 100% de 

reversibilidade) e a condição de tratamento correspondente às 24 h de tratamento (linha de base 

para comparação). Três experimentos independentes foram realizados em oito repetições. 

 Para corroborar os dados de reversibilidade, investigamos se o tratamento com 

oleorresina ou extrato etanólico 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 1,0x106 células/poço em placas de 6 poços. 

Após 24 h, as células foram infectadas com taquizoítos de T. gondii (3:1) por 3 h a 37°C e 5% 

de CO2. Em seguida, tratamos as células com oleorresina ou extrato etanólico a 16 ou 32 µg/mL 

para BeWo; ou 8 ou 16 µg/mL para HTR8/SVneo. SDZ + PYR ou apenas meio foram 

adicionados como controles. Após 24 h, coletamos os parasitos intracelulares de células 

infectadas por múltiplas passagens através de uma agulha de calibre 21 e 26. Finalmente, os 

taquizoítos de T. gondii de cada condição experimental foram então deixados reinfectar as 

monocamadas de células BeWo (3×104 células/poço/200 µL) e HTR8/SVneo (1,5×104 

células/poço/200 µL) previamente semeadas em placa de 96 poços. A capacidade de infectar as 

células foi analisada após 3 h, quando o ensaio de β-galactosidase foi utilizado para quantificar 

o número total de taquizoítos (% de invasão de T. gondii), conforme descrito acima. Três 

experimentos independentes foram realizados em oito replicatas. 
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4.8 Ensaio de adesão de T. gondii: taquizoítos pré-tratados com oleorresina ou extrato 
etanólico 

 
 O teste de adesão de taquizoítas de T. 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 × 105 (BeWo) e 6,0 × 104 (HTR8/SVneo) em placas 

de 24 poços contendo lamínulas circulares de vidro de 13 mm em cada poço. As células foram 

fixadas com paraformaldeído (4%) por 30 min, e então lavadas três vezes com PBS 1x. 

Posteriormente, taquizoítos de T. gondii foram pré-incubados por 1 h com oleorresina, extrato 

etanólico ou SDZ + PYR. Taquizoítos pré-tratados com 16 ou 32 µg/ml de oleorresina ou 

extrato etanólico foram usados para aderir as células BeWo; enquanto parasitos pré-incubados 

com 8 ou 16 µg/ml de oleorresina ou extrato etanólico foram usados para aderir as células 

HTR8/SVneo. SDZ + PYR (200 + 8 μg/mL para adesão posterior em BeWo, ou 100 + 4 μg/mL 

para adesão posterior em HTR8/SVneo), ou apenas meio foram usados como controles. Os 

taquizoítos pré-tratados por 1 h, conforme descrito acima, foram lavados, ressuspendidos em 

meio na ausência de tratamentos e deixados aderir por 3 h às células previamente fixadas. 

Subsequentemente, as lamínulas foram incubadas overnight com anticorpo anti-T. gondii 

monoclonal primário [SAG1/p30] (Abcam TP3 #ab8313) (diluído 1:500 em solução de 

saponina PGN-0,01%). No dia seguinte, as lamínulas foram lavadas três vezes com PBS 1x e 

incubadas com anticorpo IgG anti-camundongo conjugado Alexa Fluor 488 (Invitrogen, EUA 

# A11001) (diluído 1:500 em solução de PGN-0,01% + saponina), faloidina conjugada com 

isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC) ( Sigma, P1951) (diluído 1:50 em PGN + 

saponina) e TOPRO-3 (diluído 1:500 em PGN+saponina) por 1 h no escuro a temperatura 

ambiente para marcar taquizoítos, F-actina e núcleos, respectivamente. As lamínulas foram 

montadas em lâminas de vidro com auxílio de glicerol + PPD, e as amostras foram analisadas 

por microscopia de fluorescência confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha) com um 

microscópio invertido (Zeiss Axiovert 200 M). Foram analisados os seguintes parâmetros: o 

número de células BeWo e HTR8/SVneo com taquizoítos aderidos e o número total de 

taquizoítos aderidos por célula em um total de 20 campos escolhidos aleatoriamente. Dois 

experimentos independentes foram realizados. 
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4.9 Ensaio de invasão e proliferação intracelular de T. gondii em células infectadas 
com taquizoítos pré-tratados com oleorresina ou extrato etanólico 

 

 Após verificar a adesão de parasitos pré-tratados em células BeWo e HTR8/SVneo, 

também investigamos a replicação intracelular e invasão de parasitas pré-tratados com 

oleorresinas ou extrato etanólico (CASTANHEIRA, et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2020).  
Taquizoítos de T. gondii foram pré-incubados por 1 h a 37°C e 5% de CO2 com oleorresina ou 

extrato etanólico (32 ou 16 µg/mL para infecção posterior em BeWo, ou 16 ou 8 µg/mL para 

infecção posterior em HTR8/ SVneo). Paralelamente, os taquizoítos também foram tratados 

com SDZ + PYR (200 + 8 μg/mL para infecção posterior em BeWo, ou 100 + 4 μg/mL para 

infecção posterior em HTR8/SVneo), ou apenas meio. Posteriormente, os parasitos pré-tratados 

foram centrifugados, ressuspendidos em meio sem tratamentos, e deixados interagir com 

células BeWo ou HTR8/SVneo previamente aderidas em placas de 96 poços. Por fim, duas 

análises diferentes foram realizadas: (1) para verificar a invasão de T. gondii, ambas as células 

foram mantidas com taquizoítos pré-tratados ou não por apenas 3 h; ou (2) para verificar a 

proliferação intracelular do parasito, as monocamadas celulares foram lavadas após 3 h de 

infecção, um meio de cultura suplementado fresco foi adicionado e a cultura mantida por 24 h 

a 37°C e 5% de CO2. Em ambos os experimentos, o foi quantificado usando o ensaio de β-

galactosidase, conforme descrito acima. Três experimentos independentes foram realizados em 

oito repetições. 

 

4.10 Dosagem de citocinas por ELISA  
 

 Sobrenadantes de células BeWo, HTR8/SVneo e vilos placentários, sob diferentes 

condições experimentais, foram utilizados para quantificação de citocinas pelo ensaio 

imunossorvente ligado a enzima em sanduíche 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. 

Já para quantificação de MIF, foi utilizado o Kit Duoset R&D Systems, Minneapolis, MN, 

EUA; seguindo as instruções do fabricante. Os limites de detecção 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 ºC, e anti-MIF (R&D Systems) overnight a 

temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas com PBS Tween 0,05% para posterior 

bloqueio dos sítios inespecíficos 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. Após 1 h, as placas foram novamente lavadas, 

e as amostras e a curva padrão foram adicionadas e incubadas por mais 2 h a temperatura 

ambiente. As placas foram submetidas a consecutivas lavagens e em seguida os anticorpos de 

detecção 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 detecção dos imunocomplexos. Após a placa 

revelar, foi adicionado ácido sulfúrico H2SO4 [2N] para parar a reação. 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 padrão de cada citocina para 

células BeWo e HTR8/SVneo. Enquanto para explantes vilosos, os dados foram normalizados 

de acordo com a concentração proteica de cada vilosidade. Para explantes vilosos, os dados de 

citocinas foram obtidos pela razão entre concentração de citocinas em pg/mL e concentração 

de proteína total do ensaio de Bradford em µg/mL, resultando em pg/mg de tecido. Os dados 

foram demonstrados em pg/mL de acordo com a curva padrão. Três experimentos 

independentes em triplicata foram realizados. 

 

4.11 Análise da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em células BeWo e 
HTR8/SVneo 

 

 A influência da oleorresina e do extrato etanólico na produção de ROS também foi 

verificada em células BeWo e HTR8/SVneo. O ensaio foi baseado na oxidação dependente de 

peróxido de diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceína (H2DCF-DA) para formar o composto 

fluorescente 2',7'-diclorofluoresceína (DCF), com algumas modificações. Resumidamente, 

células BeWo (3×104 células/poço/200 µL) ou HTR8/SVneo (1,5×104 células/poço/200 µL) 

foram semeadas em placas de 96 poços. Em seguida, as células foram infectadas ou não com 

taquizoítos de T. gondii (3:1) por 3 h, após as células foram lavadas abundantemente com meio 

de cultura e tratadas com oleorresina ou extrato etanólico (16 ou 32 µg/mL) para BeWo e (8 ou 

16 µg/mL) para células HTR8/SVneo, ou ambas as células receberam células SDZ + PYR (200 

+ 8 μg/mL para BeWo e 100 + 4 μg/mL para HTR8/SVneo) ou apenas meio, como controles. 

O peróxido de hidrogênio (H2O2) foi usado como controle positivo para a produção de ROS. 

Após o tratamento por 24 h, as células foram colhidas, lavadas com PBS 1x e incubadas com 

100 μL de H2DCF-DA (10 μM; diluído em PBS 1x contendo 10% de SFB) por 45 min a 37°C 



 

31 
 

e 5% de CO2 no escuro. Finalmente, a intensidade de fluorescência DCF foi detectada usando 

um espectrofotômetro de varredura multipoços GloMax Explorer (Promega, Madison, WI, 

EUA). Os dados são apresentados como intensidade de fluorescência mediana (MFI). O 

peróxido de hidrogênio (H2O2) foi utilizado como controle positivo da produção de ROS e o 

controle negativo corresponde a células tratadas apenas com meio de cultura. Três experimentos 

independentes foram realizados em oito repetições. 

 

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

 

 Os vilos coriônicos humanos foram coletados conforme descrito no item 4.2 e cultivados 

em placas de 96 poços em meio com 10% de SFB por 24 h a 37 °C e 5% de CO2. Em seguida, 

os vilos foram tratados com extrato etanólico e oleorresina (64, 128, 256 μg/mL) em meio com 

10% de SFB durante 24 h, como controle, os vilos foram tratados apenas com meio com 10% 

de SFB (meio). Após o tempo de tratamento, os sobrenadantes foram coletados e armazenados 

à - 80 ºC para posterior dosagem de citocinas. Os vilos foram incubadas com 20 μL de MTT (5 

mg/mL) acrescido de 180 μL 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 μL de 

solução a 10% de dodecil sulfato de sódio (SDS, Sigma) e 50% de N,N-dimetilformamida 

(Sigma) overnight. Os vilos foram removidos de cada poço e a densidade óptica 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 viáveis (% de 

viabilidade dos vilos) em relação aos vilos não 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 etanólico 

e oleorresina, estes foram coletados para análise morfológica usando coloração com 

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

 
 

4.13 Ensaio de proliferação intracelular de T. gondii em vilos coriônicos humanos 
 

 A proliferação intracelular de T. gondii em vilos coriônicos humanos tratados ou não 

com o extrato etanólico e oleorresina foi verificada através do ensaio de β-galactosidase 

(SILVA et al., 2017). Os vilos coriônicos humanos foram cultivados em placas de 96 poços por 
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24 h em meio com 10% de SFB a 37 °C e 5% de CO2. Em seguida, os vilos foram infectados 

com T. gondii na proporção de 1 × 106 parasitos para cada poço em meio com 10% de SFB por 

24 h. Em seguida, os vilos foram tratados com o extrato etanólico e oleorresina (64, 128, 256 

µg/mL e SDZ+PYR 150 e 200 µg/mL, respectivamente) em meio com 10% de SFB por mais 

24 h. Após 24 h de tratamento, o grupo de vilos foram coletados para posterior análise de 

proliferação pelo ensaio de β-galactosidase. Como controle, os vilos foram infectados e não 

tratados (meio infectado). Foram realizados dois experimentos independentes em seis 

replicatas. A proliferação intracelular de T. gondii em amostras de vilos coriônicos humanos 

foi realizada pela adição de 150 µL de tampão RIPA [Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, Triton 

X100 1%, deoxicolato de sódio 1% (p/v) e 0,1% (p/v) dodecil sulfato de sódio (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 extração de proteínas. O 

homogenato foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 min a 4 °C e o sobrenadante foi coletado 

para medir a proteína total (µg/mL) usando o ensaio de Bradford. Alíquotas de 20 µL de cada 

amostra foram usadas para determinar a proliferação intracelular de T. gondii pelo ensaio de 

βgalactosidase, como já descrito anteriormente. Os dados do número de parasitos foram 

normalizados de acordo com a concentração de proteína de cada vilo, mostrando o número de 

taquizoítos por µg de tecido. Os dados foram expressos como % de proliferação intracelular de 

T. gondii: o número médio de taquizoítos dos controles (vilos infectados e não tratados) 

correspondeu a 100% da proliferação do parasito, e o número de taquizoítos de cada condição 

de tratamento foi transformado em porcentagem de acordo com 100% de proliferação do 

parasito do grupo controle. 
 

4.14 Análise estatística 
 

 Todos os dados foram expressos como média ± desvio padrão (DP) usando GraphPad 

Prisma versão 8.01. Diferenças significativas foram comparadas aos controles usando One-way 

ANOVA, o pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni para os dados paramétricos. Os 

dados não paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e pelo pós-teste de 

comparação múltipla de Tukey. Os dados foram considerados estatisticamente significativos 

quando P < 0,05. 
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5 RESULTADOS 
 
5.1 Extrato etanólico de folha e oleorresina de C. multijuga alteraram a viabilidade 

celular apenas em concentrações mais altas 
 

Primeiramente, avaliamos a viabilidade celular em células BeWo e HTR8/SVneo 

tratadas com extrato etanólico ou oleorresina em diversas concentrações. A redução de 

viabilidade celular foi detectada em células BeWo expostas a extrato etanólico ou oleorresina 

de 64 (*P <0,05) a 512 µg/mL (****P <0,00001) em comparação com células não tratadas 

(meio) (Fig. 1A-B). As células tratadas com DMSO não mostraram qualquer alteração na 

viabilidade celular em relação às células não tratadas (Fig. 1A-B). Por outro lado, células 

HTR8/SVneo diminuíram a viabilidade celular quando tratada com extrato etanólico ou 

oleorresina de 32 (***P < 0,0001, **P < 0,001) para 512 µg/mL (****P < 0,00001) quando 

comparado para células não tratadas (meio) (Fig. 1C-D). Conforme observado para BeWo, o 

DMSO também não induziu alteração na viabilidade celular para células HTR8/SVneo (Fig. 

1C-D). 

 

5.2 Extrato etanólico de folha e oleorresina reduziram significativamente a proliferação 
intracelular de T. gondii em células BeWo e HTR8/SVneo 

 

Em nosso ensaio de viabilidade celular, estabelecemos concentrações de extrato 

etanólico e oleorresina que não alteraram a viabilidade das células BeWo e HTR8/SVneo para 

posterior realização dos experimentos. Tanto o extrato etanólico quanto a oleorresina reduziram 

significativamente a proliferação do parasito em células BeWo (Fig. 2A) e HTR8/SVneo (Fig. 

2B) em todas as concentrações testadas em comparação com células não tratadas (meio) (***P 

< 0,0001; *** **P < 0,00001). Além disso, sulfadiazina e pirimetamina (SDZ + PYR) também 

diminuíram a replicação de T. gondii em relação às células não tratadas (****P < 0,00001). 

Esses resultados demonstraram que tanto o extrato etanólico quanto a oleorresina apresentaram 

efeito antiproliferativo contra T. gondii. 

 

5.3 O extrato etanólico e a oleorresina exibiram efeito antiparasitário irreversível 
 

Para determinar se os efeitos antiparasitários promovidos pelo extrato etanólico e 

oleorresina de C. multijuga seriam irreversíveis, expusemos células infectadas BeWo e 

HTR8/SVneo ao extrato etanólico 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 proliferação parasitária após 24 h de tratamento como linha de base 

para comparação. Para células BeWo, escolhemos 16 e 32 µg/mL para extrato etanólico e 

oleorresina; e para HTR8/SVneo, 8 e 16 µg/mL foram a escolha. Conforme detectado 

anteriormente (Fig. 2), novamente tanto o extrato etanólico quanto a oleorresina reduziram a 

proliferação intracelular de T. gondii após 24 h de tratamento em células BeWo (Fig. 3A) e 

HTR8/SVneo (Fig. 3B) quando comparados com células não tratadas (meio) (**P < 0,001, 

****P < 0,00001). Além disso, SDZ + PYR diminuiu a replicação do parasito em relação às 

células não tratadas (****P < 0,00001) (Fig. 3A-B). Interessante, tanto o extrato etanólico 

quanto a oleorresina mostraram um efeito irreversível sobre os taquizoítos, uma vez que um 

crescimento reduzido do parasito permaneceu ativo nas células BeWo e HTR8/SVneo em 

comparação com as células não tratadas (considerada como 100% de reversibilidade), mesmo 

após a remoção dos tratamentos por mais 24 h (****P < 0,00001) (Fig. 3A-B). Para ambas as 

células, SDZ + PYR também apresentou efeito irreversível (****P < 0,00001) (Fig. 3A-B). 

Esses resultados sugerem que tanto o extrato etanólico quanto a oleorresina mantiveram seu 

efeito antiproliferativo mesmo após a remoção do tratamento. 

A fim de obter mais informações sobre o efeito desencadeado tanto pelo extrato 

etanólico quanto pela oleorresina sobre os taquizoítos de T. 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, taquizoítos foram coletados de 

células BeWo e HTR8/Svneo tratadas com extrato etanólico ou oleorresina e usados para 

infectar novas células de monocamadas. Para as células BeWo, todas as concentrações de 

extrato etanólico e oleorresina reduziram a capacidade dos taquizoítos de infectar novas células 

BeWo quando comparadas às células não tratadas (meio) (***P < 0,0001; ****P < 0,00001) 

(Fig. 3C). SDZ + PYR também reduziu a capacidade dos parasitos de infectar novas células 

BeWo em relação ao meio (****P < 0,00001) (Fig. 3C). Embora o extrato etanólico e a 

oleorresina tenham diminuído a capacidade dos parasitos de infectar novas células BeWo, esse 

efeito foi menor se comparado ao tratamento clássico (SDZ + PYR) (&P < 0,05) (Fig. 3C). 

Finalmente, para células HR8/SVneo, todos os tratamentos (extrato etanólico, oleorresina e 

SDZ + PYR) diminuíram a capacidade de T. gondii de infectar novas células HTR8/SVneo em 

comparação com células não tratadas (*P < 0,05; **P < 0,001; ****P < 0,00001) (Fig. 3D). 

Interessantemente, os parasitos derivados de células tratadas com extrato etanólico a 16 µg/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 taquizoítos de T. gondii com extrato etanólico e oleorresina 
alterou adesão, invasão e subsequente proliferação intracelular 

 

Para avaliar se o extrato etanólico e a oleorresina têm ação direta sobre os taquizoítos, 

realizamos uma variedade de ensaios. No primeiro conjunto de experimentos, avaliamos se os 

tratamentos com extrato etanólico e oleorresina afetariam a adesão do parasito às células 

hospedeiras. Para tanto, taquizoítos de T. gondii foram pré-tratados por 1 h com oleorresina ou 

extrato etanólico e então incubados com células BeWo ou HTR8/SVneo previamente fixadas. 

Como resultado para as células BeWo, apenas o extrato etanólico ou oleorresina a 32 µg/mL 

foi capaz de reduzir o número de células com parasitos aderidos quando comparados aos 

parasitos não tratados (médio) (***P < 0,0001, *P < 0,05) (Fig. 4A). Por outro lado, todas as 

concentrações dos tratamentos, exceto SDZ + PYR, reduziram o número total de parasitos 

aderidos em relação aos parasitos não 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 etanólico e oleorresina em células BeWo incubadas com taquizoítos pré-tratados podem 

ser observadas nas Fig. 4C-F. 

Da mesma forma, parasitos pré-tratados com extrato etanólico ou oleorresina 

diminuíram sua capacidade de adesão em células HTR8/SVneo, uma vez que o número de 

taquizoítos aderidos bem como o número total de parasitos aderidos por campo foram 

significativamente menores quando relacionados aos parasitas não tratados (médio) (****P < 

0,00001) e parasitos tratados com SDZ + PYR (&P < 0,05) (Fig. 5A-B). Além disso, SDZ + 

PYR reduziu o número de células com parasitos aderidos (***P < 0,0001) e o número total de 

parasitos aderidos (**P < 0,001) em relação ao meio (Fig. 5A-B). Imagens representativas 

mostrando o efeito do extrato etanólico e da oleorresina em células HTR8/SVneo incubadas 

com taquizoítos pré-tratados podem ser observadas na Fig. 5C-F. 

Considerando que os parasitas pré-tratados apresentaram menor capacidade de adesão 

às células hospedeiras (Fig. 4 e 5), agora verificamos a capacidade de invadir e proliferar 

quando também pré-incubados com extrato etanólico ou oleorresina. Nossos dados 

demonstraram que o pré-tratamento de taquizoítos de T. gondii com todas as concentrações de 

extrato etanólico ou oleorresina desencadeou baixas taxas de invasão e subsequente 

proliferação intracelular, independentemente do tipo de célula (***P < 0,0001, ****P < 

0,00001), em comparação com parasitos não tratados (meio) (Fig. 6A-D). SDZ + PYR também 

reduziu a invasão e replicação de taquizoítos pré-tratados em células BeWo e HTR8/SVneo em 

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

 

Até agora, nossos achados sugerem que o extrato etanólico e a oleorresina de C. 

multijuga têm efeito direto sobre os parasitos, uma vez que os parasitos tratados têm capacidade 

reduzida de aderir, invadir e replicar nas células. No entanto, não podemos excluir a 

possibilidade de que esses compostos possam afetar o ambiente da célula hospedeira. Assim, 

investigamos os possíveis efeitos imunomoduladores do extrato etanólico e da oleorresina, 

através da quantificação de citocinas no sobrenadante da cultura celular. 

Para células BeWo, nossos resultados mostraram que, na ausência de infecção, 

concentrações de 32 µg/mL de extrato etanólico e oleorresina induziram um aumento nos níveis 

de IL-6 em comparação com células não tratadas (meio) (*P < 0,05, **P < 0,001) e SDZ + PYR 

(&P < 0,05) (Fig. 7A). Após a infecção por T. gondii, os níveis de IL-6 foram maiores nas células 

não tratadas/infectadas (Tg média) em comparação com as células não tratadas e não infectadas 

(média) (#P < 0,05). No entanto, SDZ + PYR reduziu a IL-6 em relação às células não 

tratadas/infectadas (**P < 0,001). Além disso, todas as concentrações de extrato etanólico ou 

oleorresina induziram uma regulação positiva de IL-6 em células BeWo infectadas quando 

comparadas com células tratadas com SDZ + PYR (&P < 0,05). Além disso, 32 µg/mL de 

oleoresina induziu aumento de IL-6 em comparação com células não tratadas/infectadas (**P 

< 0,001) (Fig. 7B). 

Em relação à IL-8, as células BeWo não infectadas reduziram ou aumentaram o nível 

dessa citocina quando tratadas com SDZ + PYR ou 32 µg/mL, respectivamente (***P < 0,0001) 

em relação às células não tratadas (média) (Fig. 7C). Curiosamente, 32 µg/mL de oleoresina 

desencadeou maior liberação de IL-8 em comparação com células tratadas com SDZ + PYR 

(&P < 0,05) (Fig. 7C). No entanto, todas as concentrações de extrato etanólico e oleorresina 

reduziram a IL-8 em células BeWo infectadas em comparação com células não 

tratadas/infectadas (meio Tg) (****P < 0,00001) ou células tratadas com SDZ + PYR (&P < 

0,05) (Fig. 7D). 

Para a produção de MIF, as células BeWo não infectadas aumentaram a liberação desta 

citocina em todas as concentrações de extrato etanólico e oleorresina quando comparadas às 

células não 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 presença de infecção, as células não tratadas 

e tratadas com oleorresina 32 µg/mL regularam positivamente ou modularam negativamente o 
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MIF em comparação ao meio (#P < 0,05) ou meio Tg (*** P < 0,0001), respectivamente (Fig. 

7F). 

Finalmente, medimos ROS em células BeWo infectadas ou não com T. gondii e tratadas 

ou não com extrato etanólico ou oleorresina. Observamos que as células não infectadas tratadas 

com 32 µg/mL de extrato etanólico aumentaram o nível de ROS em relação às células não 

tratadas (meio) (*P < 0,01) e células tratadas com SDZ + PYR (&P < 0,05) (Fig. 7G). Além 

disso, as células BeWo infectadas não alteraram a liberação de ROS na presença de qualquer 

tratamento (Fig. 7H).  

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

quaisquer condições experimentais (dados não mostrados). 
 

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

 

Também verificamos a produção de citocinas e ROS em células HTR8/SVneo 

infectadas ou não com T. gondii e tratadas ou não com extrato etanólico ou oleorresina. Na 

ausência de infecção, as células HTR8/SVneo aumentaram a liberação de IL-6 quando tratadas 

com extrato etanólico (8 µg/mL) ou oleorresina (16 µg/mL) em comparação com células não 

tratadas (meio) (*P < 0,01, ** P < 0,001) e células tratadas com SDZ + PYR (&P < 0,05) (Fig. 

8A). Na presença de infecção, células HTR8/SVneo não tratadas, assim como células tratadas 

com extrato etanólico ou oleorresina, aumentaram os níveis de IL-6 em relação 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 comparação com células não tratadas 

e infectadas (meio Tg) (**P <0,001) (Fig. 8B). 

Em relação à IL-8 para células não infectadas, SDZ + PYR reduz iu IL-8 (***P < 

0,0001) e todas as concentrações de extrato etanólico e oleorresina (*P < 0,01, ****P < 

0,00001) aumentaram IL-8 quando comparado ao meio (Fig. 8C). Além disso, extrato etanólico 

e oleorresina apresentaram níveis mais elevados de IL-8 em comparação com SDZ + PYR (&P 

< 0,05) (Fig. 8C). Quando células HTR8/SVneo foram infectadas por T. gondii, IL-8 foi 

aumentada em relação ao meio (#P < 0,05), SDZ + PYR diminuiu IL-8 em comparação apenas 

com células infectadas (meio Tg) (**** P < 0,00001), e todos os tratamentos com extrato 

etanólico ou oleorresina aumentaram a IL-8 em relação a SDZ + PYR (&P < 0,05) (Fig. 8D). 

A produção de MIF não foi significativamente alterada em células HTR8/SVneo não 

infectadas, exceto para células não infectadas e tratadas com SDZ + PYR (*P <0,01) (Fig. 8E). 
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Embora não estatisticamente diferente, apenas infecção, extrato etanólico e oleorresina 

apresentaram aumento na liberação de MIF (Fig. 8F). 

Finalmente, medimos ROS em células HTR8/SVneo infectadas ou não com T. gondii e 

tratadas ou não com extrato etanólico ou oleorresina. Observamos que células não infectadas 

tratadas com extrato etanólico, oleorresina ou SDZ + PYR apresentaram baixos níveis de ROS 

em relação às células não tratadas (médio) (*P < 0,01, **P < 0,001, ***P < 0,0001, *** *P < 

0,00001) (Fig. 8G). Embora não estatisticamente diferente, apenas infecção, extrato etanólico 

e oleorresina apresentaram redução na liberação de ROS (Fig. 8H). 

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

quaisquer condições experimentais (dados não mostrados). 

 

5.7 Vilos coriônicos humanos tratados com o extrato etanólico e a oleorresina não 
alteram a viabilidade 

 

Avaliamos a ação do extrato etanólico e da oleorresina contra a infecção parasitária em 

no vilos coriônicos humanos. Primeiro, para determinar uma concentração não tóxica para usar 

em experimentos posteriores, a viabilidade do explante de vilosidades após os tratamentos com 

o extrato etanólico e da oleorresina foi realizada medindo a liberação de LDH e o ensaio de 

MTT. Nossos dados mostraram que os tratamentos com o extrato etanólico e oleorresina não 

alteraram a viabilidade tecidual em nenhuma das concentrações testadas, nem alteraram os 

níveis de LDH. O tratamento com SDZ+PYR não causou citotoxicidade significativa nos vilos 

coriônicos em comparação com os vilos coriônicos não tratados (grupo controle) (Fig. 9A e B). 

Com base nesses resultados, utilizamos a concentração de 256 µg/mL como a maior 

concentração que não alterou a integridade do tecido o extrato etanólico e da oleorresina, para 

a análise da morfologia dos vilos coriônicos para corroborar com os demais ensaios de 

viabilidade. Nossos resultados demonstraram que os tratamentos com o extrato etanólico e da 

oleorresina não alteraram a morfologia do tecido Fig. (9E e F) mantiveram a estrutura do tecido, 

apresentando sinciciotrofoblasto, e mesênquima com morfologia normal quando comparado 

com o controle (vilos não tratados). 
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5.8 Extrato etanólico de folhas e oleorresina de C. multijuga controlam a proliferação 
intracelular de T. gondii e não alteram o perfil de citocinas em vilos coriônicos 
humanos 

 

Avaliamos os efeitos do extrato etanólico e oleorresina (256 e 128 µg/mL) no controle 

da proliferação intracelular de T. gondii em vilos coriônicos humanos utilizando o ensaio de β-

galactosidase. Observamos que os tratamentos em ambas as concentrações de extrato etanólico 

e oleorresina reduziram significativamente a porcentagem de parasitos intracelulares, sendo: 

extrato etanólico 128 e 256 µg/mL (***P<0,0001) e oleorresina 128µg/mL (**P<0,001), 256 

µg/mL (***P<0,0001), em comparação com vilos coriônicos não tratados (grupo controle - 

considerado como 100% de proliferação dos parasitos). Como esperado, o tratamento com 

SDZ+PYR (150 e 200 µg/mL, respectivamente) também inibiu o crescimento do parasito 

(***P<0,0001) em comparação com o grupo não tratado (meio) Fig (10). 

Em adição, nós avaliamos se o extrato etanólico e oleorresina modularia o perfil de 

citocinas nos vilos coriônicos. Nossos resultados mostraram que todas as citocinas IL-6, IL-8, 

IL-10, MIF, TNF não apresentaram alteração em sua produção em relação aos grupos controles.  

 

6 DISCUSSÃO 
 

A toxoplasmose é considerada um problema de saúde global com quase um bilhão de 

pessoas infectadas, atingindo uma prevalência da doença em 71,5% (AHMADPOUR et al., 

2019). Em relação ao tratamento, a combinação de sulfadiazina e pirimetamina (SDZ + PYR) 

é a primeira escolha para tratar a toxoplasmose congênita, uma das formas mais graves da 

doença (ABUGRI et al., 2019). Apesar da grande importância clínica, o tratamento 

convencional da toxoplasmose congênita é atualmente limitado, e também está associado a 

sérios efeitos colaterais tanto na mãe quanto na criança (MONTOYA et al., 2008; HALONENet 

al., 2013).  Nesse sentido, a busca por ferramentas terapêuticas alternativas tem ganhado 

atenção. 

Para avaliar o impacto do extrato etanólico das folhas e da oleorresina de C. multijuga 

na infecção por T. gondii, utilizamos células BeWo e HTR8/SVneo como modelos de células 

trofoblásticas vilosas e extravilosas, respectivamente, sendo considerados excelentes modelos 

experimentais para o estudo de toxoplasmose congênita 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 concentrações de extrato etanólico 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 concentrações mais altas. Em seguida, células BeWo e 

HTR8/SVneo infectadas por T. gondii foram tratadas com concentrações não tóxicas do extrato 

etanólico ou oleorresina por 24 h e a replicação do parasito foi verificada. Nossos achados 

revelaram que ambos os compostos inibiram eficientemente a proliferação intracelular de T. 

gondii. Além disso, demonstramos que os taquizoítos obtidos de células infectadas e tratadas 

apresentaram baixa capacidade de invasão e replicação, sugerindo que o extrato etanólico e a 

oleorresina de C. multijuga desencadearam um efeito irreversível sobre os taquizoítos. 

Em concordância com nossos dados, estudos já demonstraram que as oleorresinas de 

Copaifera apresentam atividade contra alguns patógenos. C. pubiflora e seu composto (ácido 

ent-hardwickiic) mostraram propriedades antibacterianas, as quais podem ser exploradas como 

novas alternativas terapêuticas para tratar doenças bucais como cárie dentária e infecções 

endodônticas (MORAES et al., 2020). (PIERI et al., 2012) demonstrou que o ácido copálico e 

o β-cariofileno são componentes comuns obtidos a partir de oleorresinas e sugeriu que a 

bioatividade da oleorresina de Copaifera na replicação de Trypanosoma cruzi se deve a esse 

sinergismo. Além disso, terpenos isolados de oleorresinas de Copaifera promoveram alterações 

no metabolismo oxidativo, induziram autofagia e diminuíram a proliferação de formas 

replicativas de T. cruzi, em particular as amastigotas (IZUMI et al., 2012).  IZUMI et al. (2013) 

testaram oleorresinas de oito espécies de Copaifera contra T. 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 ácido caurenóico de C. martii diminuíram a 

proliferação de amastigotas de T. cruzi em macrófagos peritoneais murinos e em células HeLa 

(KIAN et al., 2018).  Além disso, macrófagos peritoneais murinos tratados com óleo de C. 

reticulata controlaram significativamente a infecção por Leishmania amazonensis (SANTOS 

et al., 2018), enquanto o óleo de C. martii promoveu uma redução no tamanho da lesão da pata 

causada por L. amazonensis em camundongos BALB/c (SANTOS et al., 2011). Também, o 

tratamento com nanoemulsão de Copaifera levou a uma redução nos níveis de infecção por L. 

infantum e L. amazonensis em culturas de macrófagos, bem como apresentou efeitos benéficos 

no tamanho da lesão e carga parasitária 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 redução significativa na infecção por T. gondii em células BeWo 

(TEIXEIRA et al., 2020). 

T. gondii é um protozoário intracelular obrigatório capaz de infectar uma grande 

variedade de células nucleadas (DUBEY et al., 2008). Portanto, o estabelecimento bem-

sucedido da infecção requer a capacidade do parasito de aderir, invadir e proliferar dentro da 

célula hospedeira (HALL et al., 2011; ADEYEMI et al., 2017). Portanto, a próxima questão 

que propusemos determinar foi a ação direta do extrato etanólico e da oleorresina de C. 

multijuga sobre os taquizoítos. Para isso, pré-tratamos os parasitas por 1 h e incubamos com 

células BeWo ou HTR8/SVneo para avaliar adesão, invasão e replicação. O parasito pré-tratado 

demonstrou menor capacidade de aderir, invadir e proliferar em células BeWo e HTR8/SVneo. 

Esses achados estão de acordo com nosso estudo anterior, em que taquizoítos pré-incubados 

com oleorresinas de C. reticulata, C. duckei, C. paupera e C. publifora apresentaram menores 

taxas de adesão, invasão e subsequente proliferação intracelular de T. gondii em células BeWo 

(TEIXEIRA et al., 2020). Similarmente, outros estudos já demonstraram que parasitos pré-

tratados com outras drogas também apresentaram capacidade reduzida de infecção. (CASTRO-

FILICE et al., 2014). Mostraram que o pré-tratamento de T. gondii com uma combinação de 

SDZ + PYR + ácido folínico ou azitromicina reduziu a proliferação parasitária após 72 h em 

explantes de vilosidades humanas. Da mesma forma, taquizoítos de cepas atípicas de T. 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 etanólico 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 T. cruzi e Leishmania spp., e há a hipótese de que a mitocôndria seja um alvo 

estratégico para induzir a morte do parasito (LAZARIN-BIDÓIA et al., 2022). Além disso, as 

promastigotas de L. infantum e L. amazonensis tratadas com nanoemulsão de Copaifera 

apresentaram alterações ultraestruturais como formato celular oval e flagelos retraídos 

(DHORM et al., 2018). Nosso estudo anterior demonstrou que C. paupera, C. reticulata, C. 

publifora e C. duckei causaram alterações ultraestruturais em taquizoítos intracelulares de T. 

gondii, evidenciado por parasitos unidos por suas membranas, sugerindo um bloqueio da 

endodiogenia parasitária (TEIXEIRA et al., 2020). Estudos futuros são necessários para 

investigar os tipos de alterações estruturais que ocorrem em T. gondii quando tratados com 

esses o extrato etanólico e oleorresina de C. multijuga. 
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Em um segundo momento, após demonstrar o efeito de C. multijuga na replicação de 

taquizoítos, assim como na adesão e invasão, investigamos a resposta imune das células 

hospedeiras, hipotetizando que esses compostos poderiam estar envolvidos na modulação do 

ambiente celular do hospedeiro. Observamos que as células BeWo regularam positivamente a 

produção de IL-6 e modularam negativamente os níveis de IL-8. É amplamente conhecido que 

a IL-6 é um importante citocina envolvida no controle do T. gondii em vários tipos celulares, 

como macrófagos e monócitos (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, é plausível sugerir que o aumento de IL-6 em células BeWo infectadas e tratadas com 

extrato etanólico ou oleorresina foi importante para controlar a replicação de T. gondii. Embora 

o MIF seja uma citocina importante durante a infecção por T. gondii (SILVA et al., 2017), o 

nível desta citocina aumentou apenas em células não infectadas tratadas com BeWo ou células 

tratadas com oleoresina a 32 µg/mL, sugerindo que o MIF não tenha um papel efetivo para o 

controle do parasito quando oleorresina ou extrato etanólico são usados em células BeWo. A 

IL-8 é um membro da família de quimiocinas CXC e é um importante mediador durante a 

resposta imune inata contra vários patógenos (DONG et al., 2015). Estudos mostraram que T. 

gondii tem capacidade de atrair IL-8 e esta citocina pode recrutar células inflamatórias para a 

infecção local, atraindo neutrófilos e células dendríticas imaturas e, consequentemente, 

promovendo uma disseminação da infecção pelo organismo hospedeiro (SOMMERVILLE et 

al., 2013).  Nosso estudo anterior mostrou baixos níveis de IL-8 em células THP-1 infectadas 

por T. gondii e inibidas pela ciclooxigenase 2 (COX-2), que contribuem para o controle da 

replicação do parasito (PEREIRA et al., 2019). Nesse sentido, é possível levantar a hipótese de 

que os baixos níveis de IL-8 em células BeWo tratadas com extrato etanólico e oleorresina de 

C. multijuga possam ter contribuído para o controle de T. gondii. Estudos futuros são 

necessários para verificar a influência da Copaifera na modulação da COX-2. Portanto, em 

células BeWo, o controle de T. gondii mediado por extrato etanólico e oleorresina de C. 

multijuga foi uma associação entre a ação direta desses compostos sobre os taquizoítos, bem 

como a resposta imune dessas células. Para células HTR8/SVneo, extrato etanólico e 

oleorresina modularam significativamente IL-6 e IL-8 quando T. gondii não estava presente. 

No entanto, na presença de infecção, essas citocinas foram levemente moduladas (não 

estatisticamente significativas) quando comparadas com células não tratadas/infectadas. Assim, 

é possível concluir que as citocinas analisadas não contribuíram para o controle de T. gondii 

em células HTR8/SVneo quando tratadas com compostos de C. multijuga. Assim, levando em 

consideração as análises feitas no presente estudo, a ação direta desses compostos sobre os 
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taquizoítos foi o único mecanismo de modulação negativa da infecção neste tipo celular. 

Finalmente, a produção de ROS não foi significativa em células BeWo e HTR8/SVneo 

infectadas e tratadas. 

Após a avaliação feita em modelos in vitro dos efeitos de nossos compostos sobre o T. 

gondii, sua ação foi avaliada em um modelo ex vivo de explantes de vilosidades humanas de 

terceiro trimestre de gestação, destacando que a viabilidade foi mantida em todos os tratamentos 

avaliados anteriormente por MTT, ensaio de LDH e análise morfológica. Estudos anteriores 

mostraram que a análise morfológica 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 são extremamente sensíveis às condições do meio, se houver 

alteração na viabilidade, degeneram rapidamente, sendo possível observar descolamento de 

fibrinóides e necrose (MILLER et al., 2005). Nosso grupo de pesquisa demonstrou em estudos 

anteriores que as vilosidades eram resistentes ao tratamento com azitromicina e à combinação 

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 proliferação do parasito em explantes de vilosidades 

placentárias, quando observamos que os resultados foram semelhantes em relação às células 

BeWo e HTR8/SVneo, comprovando que o efeito do extrato etanólico e oleorresina de C. 

multijuga foi eficiente em reduzir significativamente a proliferação de T. gondii nas amostras 

de vilosidades placentárias. Também demonstramos em várias investigações o efeito de drogas 

anti-T. gondii alternativas em vilos humanos. (CASTRO-FILICE et al., 2014) demonstraram a 

resistência dos vilos aos tratamentos com azitromicina em associação com SDZ e PYR. (SILVA 

et al., 2017) observaram a tolerância de explantes de vilosidades humanas no terceiro trimestre 

a tratamentos com enrofloxacina e toltrazuril. Recentemente, (TEIXEIRA et al., 2020) 

demonstrou o efeito antiparasitário em vilosidades placentárias, utilizando diferentes espécies 

de Copaifera. Com esses achados podemos afirmar que os compostos avaliados possuem ação 

protetora sobre células trofoblásticas humanas e explantes de vilosidades infectados por T. 

gondii, demonstrando o potencial efeito do extrato etanólico e da oleorresina no controle da 

infecção por T. gondii em células da interface materno-fetal humana. Após avaliar a viabilidade 

de vilosidades e proliferação parasitária, investigamos se a ação do extrato etanólico e da 

oleorresina poderia estar envolvida na modulação do ambiente da célula hospedeira. 

Observamos que tanto as vilosidades infectadas e não infectadas, e tratadas com extrato 

etanólico ou oleorresina, não apresentaram alteração significativa de IL-6, IL-8, IL-10, MIF, 

TNFα (dados não apresentados). 
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Concluindo com base nos resultados do estudo, o extrato etanólico e a oleorresina 

obtidas do tronco de C. multijuga apresentaram diferentes atividades antiparasitárias de forma 

dependente da população trofoblástica. Para BeWo, representante do trofoblasto viloso 

humano, C. multijuga apresentou ação direta no taquizoíto e modulação da resposta imune; 

enquanto apenas efeito direto em taquizoítos participou do controle parasitário em células 

HTR8/SVneo, representativas do trofoblasto extraviloso humano. Nas vilosidades humanas 

como o melhor modelo da interface materno-fetal, nós afirmamos que também teve ação direta 

sobre os taquizoítos participando no controle da infecção. Considerando todos esses 

parâmetros, o extrato etanólico e a oleorresina de C. multijuga podem ser alvos para o 

estabelecimento de uma nova estratégia terapêutica para a toxoplasmose congênita. No entanto, 

estudos mais detalhados são necessários para avaliar os componentes bioativos e outros 

possíveis mecanismos desses compostos. 

 

7 FIGURAS 
 

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

Células BeWo (A-B) e HTR8/SVneo (C-D) foram tratadas ou não com várias concentrações de 
oleorresina ou extrato etanólico 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 
absorbância das células incubadas apenas com meio como 100% de viabilidade. Os resultados 
são expressos como média ± desvio padrão de três experimentos independentes realizados com 
oito repetições. Diferenças significativas detectadas pelo teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de 
comparação múltipla de Bonferroni. *P < 0,05 e ***P < 0,0001 em relação ao meio. 
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Figura 1 
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Figura 2. Proliferação intracelular de T. gondii em células BeWo e HTR8/SVneo tratadas 
com extrato etanólico ou oleorresina. 

Células BeWo (A) e HTR8/SVneo (B) foram infectadas por T. gondii por 3 h, lavadas para 
remoção de parasitas extracelulares e tratadas ou não com concentrações não tóxicas de extrato 
etanólico ou oleorresina de C. multijuga por 24 h. Células não tratadas e infectadas (médias) 
foram consideradas como 100% de proliferação parasitária, e uma combinação de sulfadiazina 
e piremetamina (SDZ+PYR) foi usada como controle positivo. A proliferação intracelular de 
T. gondii foi analisada usando um ensaio colorimétrico de β-galactosidase e expressa como 
porcentagem (% de proliferação de T. gondii) em comparação com células não tratadas (média). 
Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de três experimentos realizados em 
oito repetições. Diferenças significativas detectadas pelo One-way ANOVA, de Bonferroni, 
pós-teste de comparações múltiplas. ***P < 0,0001 ou ****P < 0,00001 em relação ao meio. 
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Figura 2 
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Figura 3. Efeitos antiparasitários do extrato etanólico e oleorresina avaliados no teste de 
reversibilidade. 

Células BeWo (A) e HTR8/SVneo (B) foram infectadas por T. gondii por 3 h, lavadas para 
remoção de parasitas extracelulares e tratadas ou não com concentrações não tóxicas de extrato 
etanólico ou oleorresina de C. multijuga por 24 h. Células não tratadas e infectadas (médias) 
foram consideradas como 100% de reversibilidade do tratamento, e uma combinação de 
sulfadiazina e pirimetamina (SDZ+PYR) foi utilizada como controle positivo. Paralelamente, 
ambas as células foram infectadas por 3h, lavadas, tratadas ou não com extrato etanólico ou 
oleorresina por 24h, lavadas para remoção dos tratamentos e mantidas por mais 24h em meio 
livre de tratamento. A proliferação intracelular de T. gondii foi analisada usando um ensaio 
colorimétrico de β-galactosidase e expressa em porcentagem (reversibilidade do tratamento) 
em comparação com células não tratadas (meio). O índice 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 etanólico ou oleorresina foram coletados e usados para infectar novas células por 
3 h. O número de taquizoítos foi determinado usando o ensaio de β-galactosidase e expresso 
como % de invasão de T. gondii. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão 
de três experimentos realizados em oito repetições. Diferenças significativas detectadas pelo 
One-way ANOVA, de Bonferroni, pós-teste de comparações múltiplas. *P < 0,05, **P < 0,001, 
***P < 0,0001 ou ****P < 0,00001 em relação ao meio. &P < 0,05 em relação a SDZ + PYR. 
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Figura 3 
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Figura 4. Ensaio de adesão de taquizoítos de T. gondii em células BeWo.  

Os taquizoítos de T. gondii foram pré-incubados por 1 h com extrato etanólico ou oleorresina 
de C. multijuga, e então deixados interagir com células BeWo previamente fixadas durante 3 h. 
Como controle, os taquizoítos foram incubados com SDZ + PYR ou apenas meio (meio). O 
número de células com parasitas aderidos (A) e o número 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 interação taquizoíto-célula 
hospedeira: (C) parasitos não tratados, (D) 32 µg/mL de extrato etanólico, (E) 16 µg/mL de 
oleorresina e (F) 32 µg/mL de oleoresina. Os resultados foram expressos como média ± desvio 
padrão de dois experimentos realizados em três repetições. Diferenças significativas detectadas 
pelo One-way ANOVA e pelo pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni. *P < 0,05, 
***P < 0,0001 ou ****P < 0,00001 em relação ao meio. &P < 0,05 em relação a SDZ + PYR. 
As setas brancas indicam taquizoítos ligados às células BeWo. O núcleo da célula é marcado 
com TOPRO-3 (azul). Taquizoítos de T. gondii marcados com IgG anti-camundongo conjugado 
com Alexa Fluor 488 (verde). A actina F marcada com faloidina-TRITC é mostrada em 
vermelho. Barra de escala: 50 µm. 
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Figura 4
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Figura 5. Ensaio de adesão de taquizoítos de T. gondii em células HTR8/SVneo.  

Os taquizoítos de T. gondii foram pré-incubados por 1 h com extrato etanólico ou oleorresina 
de C. multijuga e, em seguida, deixados interagir com células HTR8/SVneo previamente 
fixadas durante 3 h. Como controle, os taquizoítos foram incubados com SDZ + PYR ou apenas 
meio (meio). O número de células com parasitas aderidos (A) e o número 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 interação 
taquizoíto-célula hospedeira: (C) parasitos não tratados, (D) 16 µg/mL de extrato etanólico, (E) 
8 µg/mL de oleorresina e (F) 16 µg/mL de oleorresina. Os resultados foram expressos como 
média ± desvio padrão de dois experimentos realizados em três repetições. Diferenças 
significativas detectadas pelo One-way ANOVA e pelo pós-teste de comparações múltiplas de 
Bonferroni. **P < 0,001, ***P < 0,0001 ou ****P < 0,00001 em relação ao meio. &P < 0,05 
em relação a SDZ + PYR. As setas brancas indicam taquizoítos ligados a células HTR8/SVneo. 
O núcleo da célula é marcado com TOPRO-3 (azul). Taquizoítos de T. gondii marcados com 
IgG anti-camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 (verde). A actina F marcada com 
faloidina-TRITC é mostrada em vermelho. Barra de escala: 50 µm. 
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Figura 5 
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Figura 6. Invasão e proliferação intracelular de T. gondii pré-tratado com extrato 
etanólico ou oleorresina.  

Os taquizoítos de T. gondii foram pré-incubados por 1 h com extrato etanólico ou oleorresina 
de C. multijuga, e então deixados interagir com células BeWo (A-B) ou HTR8/SVneo (C-D) 
durante 3 ou 24 h para verificar a invasão e proliferação intracelular. Como controle, os 
taquizoítos foram incubados com SDZ + PYR ou apenas meio (meio). A % de invasão de T. 
gondii e a % de proliferação de T. gondii foram determinadas usando a atividade de β-
galactosidase. Parasitos não tratados (médios) foram considerados como 100% de invasão e 
proliferação. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de três experimentos 
realizados em oito repetições. Diferenças significativas detectadas pelo One-way ANOVA e 
pelo pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni. **P < 0,001, ***P < 0,0001 ou ****P 
< 0,00001 em relação ao meio. 
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Figura 6 
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Figura 7. Produção de citocinas e ROS em células BeWo infectadas ou não com T. gondii 
e tratadas com extrato etanólico ou oleorresina.  

As células BeWo foram infectadas ou não com taquizoítos de T. gondii por 3 h, lavadas para 
remoção de parasitos extracelulares e tratadas ou não com extrato etanólico ou oleorresina de 
C. multijuga por 24 h. Células não tratadas e não infectadas (meio), células não tratadas e 
infectadas (meio Tg) e uma combinação 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 não com 
taquizoítos de T. gondii seguido de tratamento por 24 h com extrato etanólico ou oleorresina de 
C. multijuga. SDZ + PYR, apenas meio (médio) ou apenas infecção (meio Tg) foram usados 
como controles. Após, as células foram incubadas com a sonda diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceína (H 2 DCF-DA), a produção de ROS foi medida por citometria de 
fluxo e os dados expressos como intensidade de fluorescência média (MFI) (G-H). Os 
resultados foram expressos como média ± desvio padrão de três experimento realizado em cinco 
repetições. Diferenças significativas detectadas pelo One-way ANOVA, de Bonferroni, pós-
teste de comparações múltiplas. *P < 0,01, **P < 0,001, ***P < 0,0001 ou ****P < 0,00001 
em relação ao meio (para células não infectadas) ou ao meio Tg (para células infectadas). &P 
< 0,05 em relação a SDZ + PYR (para células não infectadas ou infectadas). #P < 0,05 entre 
meio e meio Tg. 
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Figura 7 
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Figura 8. Produção de citocinas e ROS em células HTR8/SVneo infectadas ou não com T. 
gondii e tratadas com extrato etanólico ou oleorresina.  

Células HTR8/SVneo foram infectadas ou não com taquizoítos de T. gondii por 3 h, lavadas 
para remoção de parasitas extracelulares e tratadas ou não com extrato etanólico ou oleorresina 
de C. multijuga por 24 h. Células não tratadas e não infectadas (meio), células não tratadas e 
infectadas (meio Tg) e uma combinação 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 não 
com taquizoítos de T. gondii seguido de tratamento por 24 h com extrato etanólico ou 
oleorresina de C. multijuga. SDZ + PYR, apenas meio (meio) ou apenas infecção (meio Tg) 
foram usados como controles. Após, as células foram incubadas com a sonda diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceína (H 2 DCF-DA), a produção de ROS foi medida por citometria de 
fluxo e os dados expressos como intensidade de fluorescência média (MFI) (G-H). Os 
resultados foram expressos como média ± desvio padrão de três experimento realizado em cinco 
repetições. Diferenças significativas detectadas pelo One-way ANOVA, pós-teste de 
comparações múltiplas de Bonferroni. *P < 0,01, **P < 0,001, ***P < 0,0001 ou ****P < 
0,00001 em relação ao meio (para células não infectadas) ou ao meio Tg (para células 
infectadas). &P < 0,05 em relação a SDZ + PYR (para células não infectadas ou infectadas). 
#P < 0,05 entre meio Tg e meio. 
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Figura 8 
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Figura 9. Viabilidade dos vilos coriônicos humanos após os tratamentos.  

Os explantes vilosos foram tratados por 24 h com concentrações de (256, 128 e 64 µg/mL), 
SDZ+PYR (150 e 200 µg/mL) e meio de cultura isolado (grupo controle/grupo não tratado). 
(A) Ensaios de MTT com explantes de vilosidades e viabilidade tecidual são mostrados em 
porcentagens (% de viabilidade por incorporação de MTT). (B) os sobrenadantes foram 
coletados e usados para medir os níveis 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, são mostrados nesta figura. As imagens representativas dos 
tratamentos com oleorresina e extrato etanólico mostram apenas uma concentração de 256 
µg/mL. Os dados são expressos como média ± desvio padrão de experimentos realizados em 
oito réplicas. Diferenças significativas detectadas pela One-way ANOVA, pós-teste de 
comparações múltiplas de Bonferroni estatisticamente signifcativas quando P<0,05). Cortes 
histológicos corados com hematoxilina-eosina (HE) mostra células sinciciotrofoblásticas (setas 
pretas) e mesênquima (*). Barra de escala: 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

61 
 

Figura 9 
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Figura 10. Proliferação intracelular de T. gondii em vilos coriônicos humanos infectados.  

Os explantes de vilosidades humanas foram infectados com taquizoítos de T. gondii por 24 h, 

seguido de tratamento por mais 24 h com 256 e 128 µg/mL de oleorresina e extrato etanólico 

SDZ+PYR (150+200 μg/mL) e meio de cultura sozinho (grupo controle/grupo não tratado). A 

proliferação intracelular de T. gondii em explantes de vilosidades foi medida pelo ensaio de β-

galactosidase, e o número de taquizoítos foi expresso em porcentagem (% de proliferação de T. 

gondii), do que o não tratado/infectado (grupo controle) foi considerado como 100% 

proliferação do parasito. Os dados são expressos como média ± desvio padrão de experimentos 

realizados em seis réplicas. * Comparação entre células infectadas/não tratadas. Diferenças 

significativas detectadas pela One-way ANOVA, as diferenças pós-teste de comparações 

múltiplas de Bonferroni foram consideradas quando P<0,05. 
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