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Dedico este trabalho a todas as pessoas
gravidas as quais, possivelmente, necessitem
de fazer terapia anti 7. gondii, que possam em

um futuro proximo, usufruir de seus frutos.
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“The nitrogen in our DNA, the calcium in our
teeth, the iron in our blood, the carbon in our
apple pies were made in the interiors of
collapsing stars. We are made of starstuff. *’

“’I've been running on stardust... for so long...

)

It’s strange, but it’s true...’

- Carl Sagan, Cosmos.

- Lana del Rey, Wildfllower Wildfire.



RESUMO

Toxoplasma gondii ¢ um parasita intracelular obrigatério capaz de ultrapassar a barreira
placentaria, causando a toxoplasmose congénita, doenga com graves complicagdes para o feto.
O tratamento convencional para essa condi¢do ¢ a associagdo de sulfadiazina e pirimetamina, a
qual possui efeitos colaterais graves, logo, ¢ eminente a necessidade de se pesquisar novos
farmacos e alternativas terapéuticas para o tratamento dessa doenca. Tendo em vista isso, 0
presente estudo visou verificar a acdo de doscompostos sintéticos, o RVI 30 e o RVI 33 na
infeccdo por 7. gondii em linhagens celulares humanas trofoblasticas. Os compostos foram
testados na linhagem humana trofoblastica BeWo, para avaliar sua toxicidade através do teste
de viabilidade celular. Posteriormente as células foram submetidas aos testes de proliferagao,
invasdo e reversibilidade da infeccdo por 7. gondii, sendo tratadas com os compostos como
tratamento alternativo, no qual, os resultados foram obtidos por ensaios colorimétricos e
expressos em porcentagem em relacdo as células ndo tratadas ou tratadas convencionalmente.
Ao final das anélises estatisticas, foi visto que estes compostos reduziram, significativamente,
a proliferacdo e a invasdo do parasita de forma dose dependente, e ambos RVIs foram capazes
de reduzir de forma irreversivel a proliferacdo intracelular do protozoario. Através desses
resultados, pode-se concluir que esses compostos sao novas possiveis estratégias para controlar
a infeccdo por 7. gondii em células da interface placentaria humana. Frente a isso, € necessario
investigar os mecanismos acionados pelos RVIs, assim como a resposta imune e possiveis

mudancas morfologicas na estrutura dos parasitos.

Palavras-chave: Toxoplasmose congénita; Tratamentos alternativos; Trofoblasto.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite capable of surpass the placental
interface, causing the congenital toxoplasmosis, a disease that causes severe complications to
the fetus. The conventional treatment for this condition is the association of sulfadiazine plus
pyrimethamine that has harsh side effects, evidencing the need to research about new medicine
and therapeutic alternatives to treat this disease. In sight of this, the present study aimed to
verify the action of the synthetic compounds, RVI 30 and RVI 33 within the scenario of 7.
gondii infection in trophoblastic cell lineages. The two composts were tested in human
trophoblast lineage BeWo, to evaluate its toxicity through the viability assay. Afterwards, the
cells were subjected to the proliferation, invasion and reversibility tests during 7. gondii
infection, treated with the compounds as the alternative treatment, wherein the results were
obtained with colorimetric assays and expressed as percentage in comparison with the no
treatment cells or treated with the conventional drugs. By the end of the statistical analyses, the
compounds significantly reduced proliferation and invasion of the parasite by a dose-dependent
manner, and both RVIs were able to reduce irreversibly the intracellular proliferation of the
protozoan. These results conclude that these composts are new possible strategies to control the
T. gondii infection in the placental interface cells. In counterpart, it is necessary to investigate
the mechanisms triggered by the RVIs, as well as the immune response and possible

morphological changes in the structure of the parasites.

Keywords: Congenital toxoplasmosis, alternative treatments, trophoblast.
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INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii e epidemiologia da infeccao

Toxoplasma gondii ¢ um protozodrio parasita intracelular obrigatorio pertencente ao filo
Apicomplexa. Varios estudos mostram que cerca de um ter¢o da populacao global esta infectada
por este protozoario (TORGERSON; MASTROIACOVO, 2013).

Responsavel por causar a toxoplasmose, 7. gondii possui trés estagios infectantes:
esporozoitos, bradizoitos e taquizoitos. Os esporozoitos provém dos oocistos liberados nas
fezes dos felideos infectados, os bradizoitos podem ser ingeridos na carne malcozida de
diversos hospedeiros intermediarios, como aves, bovinos e suinos, € os taquizoitos podem ser
transmitidos por transfusdo sanguinea (SHEFFIELD; MELTON, 1968; KIM; WEISS, 2004).

O T. gondii pode atravessar a barreira placentdria, infectando o feto e causando a
toxoplasmose congénita, forma muito grave da doenga que pode afetar o desenvolvimento
normal da crianca na gestagdo, podendo ocasionar abortos, ma formagdes congénitas, entre
outros problemas (GRANT, 1996).

O parasito possui um ciclo heteroxénico, ou seja, infecta o hospedeiro intermediério, no
qual realiza reproducdo assexuada, e um hospedeiro definitivo (felideos), onde faz a reprodugao
sexuada. Esse ultimo acontece nas células epiteliais intestinais dos felideos, as quais liberam os
oocistos juntamente com as fezes, que apos a esporulacdo se torna infectante para o ser humano
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; KOCHANOWSKY; KOSHY, 2018).

A toxoplasmose ¢ uma doenga negligenciada. A partir da vigilancia das doengas de
transmissao hidrica e alimentar, foram constatados 25 surtos da toxoplasmose entre 2015 e
2020, sendo que dentre eles, foram notificados cinco 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

De acordo com estudos epidemioldgicos em 2019, em Ivaipord no Parand, Brasil, foi
revelado que em uma certa amostragem, cerca de 73% da populacdo testada apresentava
anticorpos anti-7.gondii, sendo que aproximadamente 68% das mulheres nessa mesma
amostragem, consideradas em idade reprodutiva também apresentava os anticorpos (MAREZE
etal., 2019).

J& outro estudo de 2011, demonstrou que no Brasil cerca de 5 a 23 casos de infecc¢ao
congénita de toxoplasmose por 10.000 nascimentos (DUBEY ef al., 2012). Em Minas Gerais a
partir de dados coletados de 2009 a 2013, 235 recém-nascidos de uma amostra de 146.307 eram
suspeitos para a toxoplasmose congénita e 190 foram confirmados (DUBEY et al., 2021).

A epidemiologia mundial da toxoplasmose varia bastante, mas em quase todos os dados

obtidos, a infec¢do se mostra presente, inclusive na sua forma congénita. E visto que na
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Colombia, as infecgdes se assemelham ao padrio encontrado no Brasil. J4 na Africa, a partir de
dados coletados no Marrocos, cerca de 4 a 8 nascimentos a cada 10.000 sao criancas infectadas
congenitamente com o parasito. Em muitos paises, como na Asia e em outros paises das
Américas Central e do Sul ndo se tem muitas informacgdes a cerca desses dados (EL BISSATI
etal.,2018; DUBEY etal., 2021).

Além disso, o Toxoplasma gondii classicamente possui trés cepas clonais diferentes,
tipos I, II e III, diferenciadas através de uma eletroforese de enzimas-multilocus (HOWE;
SIBLEY, 1995). Varios estudos ja mostram que hd uma diversidade clonal nas diferentes
regides do mundo e até mesmo dentro dessas, como por exemplo, no Brasil, onde varias cepas
clonais estdo juntas em grandes grupos denominados Brl, Brll, Brlll e BrIV (PENA et al.,
2008). O que torna o estudo epidemiologico e de tratamento da doenca mais extenso e

trabalhoso.

1.2. Resposta imune a 7. gondii e perfil imunologico na gestaciao

Nos estagios iniciais da infec¢do, a primeira linha de defesa ¢ a imunidade inata, onde
as células dendriticas, macrofagos e neutrdfilos atuam liberando IL-12 a partir do
reconhecimento via receptores do tipo Toll (TLRs), induzindo a sintese e liberagdo de IFNy,
principalmente a partir das células natural-killers (NKs) (FISCH; CLOUGH; FRICKEL, 2019).
As células T também possuem um importante papel nas reinfecgdes ou reativacao das infecgdes
cronicas, sendo que os linfocitos T CD8+ produzem grande parte do IFNy para o combate
nesses cenarios, € os linfocitos auxiliares T CD4+ sdo importantes para auxiliar as células
citadas anteriormente e controlar a homeostasia e inflamagdao (WANG ef al., 2004; SANA et
al., 2022).

Citocinas como MIF e a IL-6 demonstram uma importante atuagdo no combate frente a
T. gondii. A citocina MIF (fator de inibi¢do de migracdo de macrdfagos), em altas
concentragoes, ¢ capaz de reduzir a transmissdo vertical do parasito, tendo em vista que no
primeiro trimestre da gestacdo estd presente em doses elevadas, enquanto no terceiro trimestre
estd em doses reduzidas, e isso relacionado com o fato de que quanto maior o tempo de gestacao,
maiores as chances da transmissdo acontecer (DE OLIVEIRA GOMES et al, 2011;
BARBOSA et al., 2014).

Entretanto, a IL-6 também ¢ de suma importancia tanto no controle da proliferagdao do
parasito, quanto no sucesso da gestacdo. Ela ¢ uma importante citocina no inicio da gestagao,
no processo de implantag@o e nos seus estagios iniciais (OLIVEIRA et al., 2021). Como ja foi

visto, camundongos nocaute para essa citocina demonstraram uma susceptibilidade mais
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elevada frente uma infeccdo com o Toxoplasma gondii, além de uma possivel resposta imune
descontrolada e letal para os animais, demonstrando sua importancia tanto na defesa quanto na
regulacao da resposta imune (JEBBARI et al., 1998).

Em contrapartida a esse perfil Th1l assumido frente a infec¢ao, durante a gravidez, um
perfil de resposta Th2 ¢ preferivel, e as células da interface placentaria, as células trofoblasticas,
sdo importantes devido a producdo de citocinas com perfil anti-inflamatorio, como as I1L-4, IL-
5 e IL-10, além de fatores de crescimento transformador (TGF-B1). Todas essas auxiliam no
processo normal e sucesso da gestacdo, como a adesdao do blastocisto, invasao e implantagao
do endométrio e a diferenciacdo celular (RAGHUPATHY, 2001; OLIVEIRA et al., 2021).

Essa relagdo de perfil de resposta imune preferivel para a gestagao e perfil de resposta
frente ao parasito ¢ de suma importancia, pois as citocinas produzidas por esses perfis atuam
modificando a atuagdo de certas células no progresso saudavel da gravidez, por exemplo, as
células NK, quando em contato com essas proteinas atuam de formas diferentes, sendo uma
célula de extrema importancia para esse percurso correto da gestacdo.(KING et al., 1997;

JABRANE-FERRAT, 2019; ZHANG; WEI, 2021).

1.3. Tratamentos alternativos e RVIs

O tratamento convencional para a toxoplasmose ¢ dado pela associacdo de dois
farmacos, a sulfadiazina (SDZ) e pirimetamina (PYR), onde ambos vao atuar em sinergia
inibindo a sintese de pirimidinas em 7. gondii, as quais sdo utilizadas para sua sobrevivéncia e
replicacdo. Esse ¢ o principal tratamento recomendado para mulheres gravidas. Porém, essa
associacao apresenta alguns efeitos colaterais, como supressao da medula 6ssea, deficiéncia de
acido folico, toxicidade hematoldgica e hipersensitividade, que podem levar a interrup¢ao do
tratamento, além de poder causar efeitos teratogénicos no feto (MONTOYA; LIESENFELD,
2004; JAFARPOUR AZAMI et al., 2021). Nesse cendrio, ¢ relevante considerar compostos
alternativos para o tratamento da toxoplasmose congénita.

Alguns estudos ja avaliam compostos naturais para serem utilizados nas células
placentérias, a fim de substituir esses medicamentos que possuem efeitos colaterais e causam a
interrup¢do da medicalizacdo. Como exemplo, um estudo que avaliou a atuacdo de 6leoresinas
extraidas da Copaifera sp, uma arvore presente nas Américas e na Africa, contra o 7. gondii,
demonstrando que esses compostos reduziram o parasitismo nas células trofoblasticas
(TEIXEIRA et al., 2020).Assim como a enrofloxacina, um antibidtico e o toltrazuril, um
coccidicida que também demonstraram efeitos anti 7. gondii nos trofoblastos (DA SILVA,

Rafaela J. et al., 2017).
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Além dos compostos naturais, existem os compostos sintéticos, que utilizam como base
outras formulas quimicas as quais ja demonstraram uma atividade antiparasitaria, como em
estudos os quais demosntraram que a 4-tiazolidina e seus derivados, que contém bases
sulfonadas e nitrogenadas, possuem atividade anti-7. gondii, ¢ em alguns casos, obtiveram
resultados melhores do que os tratamentos classicos para toxoplasmose (TENORIO et al., 2005;
MOLINA et al., 2021).

Tendo em vista que esses compostos podem ser alternativas para o tratamento
convencional da toxoplasmose e¢ da toxoplasmose congénita, foram desenvolvidos pelo
Instituto de Quimica da UFU dois compostos sintéticos, 0o RVI 30 e o RVI 33, que sdo similares
aos citados acima, incluindo as bases nitrogenadas e sulfonadas, para serem testados frente a

infecgdo in vitro de T. gondii em células trofoblasticas BeWo.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que a forma congénita da toxoplasmose ¢ um grave problema de satde
publica no Brasil e em outras regides do mundo, torna-se extremamente necessario investigar
o papel de novas formas terapéuticas mais eficazes € com menos efeitos colaterais para a
infeccao congénita por 7. gondii.
Ainda n3o ha dados na literatura cientifica sobre as funcdes destes compostos nas fungdes
antiparasitarias em células trofoblésticas. Os resultados obtidos com este projeto poderdo
propiciar conhecimentos essenciais na elaboracao de futuras formas terapéuticas contra 7.
gondii na gestacdo, reduzindo significativamente as taxas de toxoplasmose congénita e

impactando consideravelmente na qualidade de vida das criancas infectadas congenitamente.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:
Avaliar a influéncia terapéutica dos RVI 30 e RVI 33 em células trofoblasticas BeWo

infectadas por 7. gondii.

3.2. Objetivos especificos:

e Avaliar a viabilidade celular em células BeWo tratadas com diferentes concentragdes
dos RVIs;

e Avaliar a proliferacdo intracelular de 7. gondii em células BeWo tratadas ou ndo com
concentracdes nao toxicas dos RVIs;

e Avaliar a invasdo de taquizoitos de 7. gondii pré-tratados com os RVIs nas células
BeWo;

e Avaliar o possivel efeito irreversivel dos RVIs na proliferacao intracelular de 7. gondii

em células BeWo.
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4 METODOLOGIA

4.1. Cultura das células BeWo

Células trofoblasticas vilosas humanas (BeWo) foram mantidas em frascos de cultura
em meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 100 U/mL de
penicilina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma)
e 10% de soro bovino fetal (FBS) (Cultilab) em uma incubadora umidificada a 37°C e 5% de
COs. O Comité de Etica da Universidade Federal de Uberlandia, MG, Brasil, comunica que
estudos realizados com linhagens celulares adquiridas comercialmente ndo necessitam de

aprovagao ética por este comité (Protocolo n°® 13/2012).

4.2. Manutenc¢ao dos parasitos

Os taquizoitos de 7. gondii utilizados foram do clone 2F1, derivados da cepa RH
altamente virulenta e expressando o gene da B-galactosidase, que foram cedidos pelo Dr.
Vernon Carruthers da Escola de Medicina da Universidade de Michigan (EUA). O parasita foi
mantido em frascos de cultura contendo células BeWo em meio RPMI 1640 suplementado com

penicilina, estreptomicina e 2% de FBS a 37°C e 5% de CO..

4.3 Diluicao dos compostos

Ambos os compostos, RVI30 e RVI33, foram cedidos geltilmente pela Profa. Dra.
Amanda Danuello Pivatto, do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia. Os
mesmos foram diluidos em DMSO (Dimetilsuféxido) a 0,8% para a realizagdo dos ensaios. Por
questdes de protecao (sigilo) de dados, as formulas quimicas ndo puderam ser disponibilizadas
neste presente trabalho, pois estdo em processo de apresentacdo cientifica em periddico
internacional. Apos essa divulgacdo primaria na literatura, serd possivel divulgar as formulas

quimicas destes compostos no artigo cientifico oriundo deste trabalho.

4.4. Ensaio de viabilidade celular

O ensaio colorimétrico de sal de tetrazolio (MTT) foi realizado na célula BeWo. Para
este fim, as células foram adicionadas em placas de cultura contendo 96 pogos
(3x10%/200uL/pogo) em meio RPMI 1640 com 10% de SFB a 37°C e 5% CO», por 12 horas.
As células foram tratadas nas concentragdes de 200uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM,
6,250 uM, 3,125 uM, 1,56 uM e 0,78 uM, tanto para RVI30 quanto para RVI33, apds 24 h de

tratamento, tiveram os sobrenadantes removidos e as células incubadas com 10 pL. de MTT (5
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mg/mL) mais 90 pL de meio com 10% SBF por 4 h nas mesmas condi¢des da cultura. A
solubilizacao dos cristais de formazan ocorreu através da adigao de uma solug¢ao contendo 10%
de dodecil sulfato de sddio (SDS, Sigma) e 50% N,N-dimetilformamida (Sigma) por 30 min. E
por fim foram mensuradas as densidades opticas a 570 nm em um leitor de placa (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, Mclean, VA, EUA). Os dados foram expressos pela
porcentagem de células vidveis em comparagdo com as células ndo tratadas (100% de

viabilidade).

4.5. Ensaio de proliferacio intracelular de 7. gondii

As células BeWo foram adicionadas em placas de cultura de 96 pogos (3x10%200
uL/poco) em meio RPMI 1640 com 10% de FBS a 37°C e 5% de COz. Apds 24 h, as células
foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii (clone 2F1) na proporc¢ao de 3 parasitos por célula
(3:1) por 3 h para permitir a infeccdo adequada das células. Em seguida, os pogos passaram por
uma lavagem para retirada de parasitos extracelulares e as células tratadas com as concentragdes
pré-definidas nao toxicas dos RVIs, por adicionais 24 h. Associacao de sulfadiazina e
pirimetamina (200ug/ml SDZ + 8ug/ml PYR) foi usada como controle positivo. Paralelamente,
as células foram processadas para o ensaio de proliferacdo intracelular de 7. gondii pela reagao
colorimétrica de B-galactosidase, conforme os estudos prévios do grupo (BUCKNER et al.,

1996; FONSECA-BERZAL et al., 2018).

4.6. Ensaio de invasio parasitaria

Células BeWo foram adicionadas em placas de 96 pogos (3x10*/200 uL/pogo) em meio
RPMI 1640 com 10% de FBS a 37°C e 5% de CO: e infectadas apos 24 h com taquizoitos de
T. gondii (clone 2F1) previamente tratados por 1 h com os RVIs, na propor¢ao de 3 parasitos
por célula (3:1), seguido de incubacdo por 3 h para permitir a infeccdo adequada das mesmas.
Associagdo de sulfadiazina e pirimetamina foi usada como controle positivo. Apos isso, 0s
pocos foram lavados para retirada de parasitos extracelulares e as células processadas para o
ensaio de invasdo de 7. gondii pela reacdo colorimétrica de B-galactosidase, conforme estudos

prévios do nosso grupo (BUCKNER et al., 1996; FONSECA-BERZAL et al., 2018).
4.7. Ensaio de reversibilidade

As células BeWo foram adicionadas em placas separadas de 96 pocos (3x10%/200
uL/pogo) em meio RPMI 1640 com 10% de FBS a 37°C e 5% de CO2. Em seguida, as células

foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii (clone 2F1) na propor¢ao de 3 parasitos por célula
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(3:1), seguido de incubagdo por 3 h para permitir a infec¢do adequada das mesmas. Em seguida,
os pocos foram lavados para retirada de parasitos extracelulares e as células tratadas com os
RVIs, em diferentes concentragdes, por adicionais 24 h. A associacdo de sulfadiazina e
pirimetamina foi usada como controle positivo. Apds 24 h de infeccdo e tratamento, o
sobrenadante contendo tratamento dos pocos de uma das placas foi retirado, os pogos lavados
com PBS e adicionado novo meio RPMI 1640 livre de tratamento e incubado por mais 24 h.
Paralelamente, na outra placa, o sobrenadante com tratamento foi retirado e realizou-se o ensaio
colorimétrico de beta-galactosidase com 24h de infeccdo. Apos este periodo, o ensaio de [3-
galactosidase foi realizado conforme descrito anteriormente e a avaliagdo de possivel

reversibilidade realizada (BUCKNER et al., 1996; FONSECA-BERZAL et al., 2018).
4.8. Analise estatistica

Os dados foram analisados com média e erro padrao usando o programa GraphPad
Prisma versao 8.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA) de trés experimentos
independentes realizados em oito replicatas. As diferencas entre os grupos foram analisadas
pelo teste ANOV A com comparagdes multiplas de Bonferroni em casos de testes paramétricos;
casos ndo pareados foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis e pds teste de Dunns; e as
comparagdes entre as condicdes pares realizadas pelo teste ¢ de Student. As diferencas

estatisticas foram consideradas significantes quando P < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Toxicidade dos RVIs

Primeiro buscamos avaliar quais concentragoes dos compostos RVI30 e RVI33 seriam
toxicos para as células BeWo. Para isso o teste de viabilidade celular (MTT) foi realizado na
placa de 96 pogos nas concentragdes de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, ¢ 0,78 uM,
bem como controle em DMSO (0,8%), e outra apenas com meio de cultura com a finalidade
de avaliar quais concentragdes seriam viaveis para o tratamento das células.

A reducdo de viabilidade celular foi observada nas células tratadas com o RVI30 nas
concentragdes de 200, 100 e S0uM (P < 0,05) em comparacao com células ndo tratadas (meio)
ou tratadas com DMSO a 0,8% (Fig. 1A). Por outro lado, o tratamento de células com o RVI33
ocasionou reducdo da viabilidade celular a partir da concentragdo de 25uM (P < 0,05) em
comparag¢do com células ndo tratadas (meio) ou tratadas com DMSO a 0,8% (Fig. 1B). Por fim,
as células tratadas com DMSO n3o mostraram qualquer alteracdo na viabilidade celular em

relacdo as células nao tratadas.

5.2 Ensaio de proliferacao intracelular de 7. gondii nas células BeWo

Ao analisar os efeitos do RVI 30 sobre as células BeWo, todas as concentracdes
escolhidas foram capazes de diminuir o parasitismo nessas células em relagdo a células nao
tratadas (P<0.05). Em adigao, foi possivel observar que a concentracao de 25uM foi mais eficaz
em reduzir o parasitismo quando comparado com o tratamento convencional (SDZ+PYR)
(P<0.05) (Fig.2A). Quanto ao RVI 33, todas as concentragdes foram capazes de reduzir a

proliferacdo do parasito em comparagao as células nao tratadas (Fig. 2B).

5.3 Ensaio de invasao por 7. gondii

Os resultados observados ao tratar os taquizoitos com o RVI 30 ou 33 nas células BeWo
foram de que as dosagens de 6,25 e 12,5 uM reduziram, significativamente, a invasdo do
parasito quando comparado com células ndo infectadas e com associacdo de pirimetamina e

sulfadiazina (P<0.05) (Fig. 3A e B).
5.4 Ensaio de reversibilidade parasitaria
De acordo com nossos resultados anteriores, as concentragoes de 6,25 e 12,5 foram as

concentragdes que melhor controlaram o parasitismo e ndo foram toxicas para a célula apos 24

h de tratamento em comparagdo com o grupo ndo tratado (controle). Curiosamente a
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concentragdo de 12,5uM de ambos compostos foi capaz de manter niveis baixos do parasitismo
mesmo ap6s a remogao do tratamento (P<(.05). Porém, a concentragdo de 6,25uM de ambos

RVIs ndo manteve niveis baixos de taquizoitos de 7.gondii (Figura 4A,B).

6 DISCUSSAO

Destaca a importancia de se estudar novas formas de tratamento para a toxoplasmose
congénita devido a sua capacidade de infectar o feto e alterar o seu curso normal de
desenvolvimento, levando a ma formagdes e até mesmo ao aborto, além de efeitos colaterais
que levam ao abandono do tratamento (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

A partir desses dados, varios estudos tem sido feitos utilizando compostos naturais e
compostos sintéticos para avaliar sua atividade frente ao 7. gondii, como a 6leo resina de
Copaifera sp, composto natural que demonstrou efeitos anti-7. gondii promissores (TEIXEIRA
et al., 2020), e os estudos envolvendo derivados das 4-tiazolidinas, compostos sintéticos os
quais também demonstraram atividade antiparasitaria (TENORIO etal.,2005; MOLINA et al.,
2021). Tendo em vista isso, os compostos produzidos pelo Laboratério de Compostos
Bioativos, do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) foram
testados no Laboratdrio de Imunofisiologia da Reprodugado do Insituto de Ciéncias Biomédicas,
também da UFU para avaliar seu potencial anti-7. gondii.

Os dois compostos, RVI 30 e 33 tem efeitos na linhagem celular BeWo esses efeitos sdo
vistos primeiramente nos testes de viabilidade celular, demonstrando que as concentracdes de
50, 100 e 200 uM foram toxicas. a viabilidade comecou a diminuir a partir de 25 uM, mas a
viabilidade reduzida nao foi considerada toxica.

Esses dados de alteracdo na fisiologia das células ¢ confirmado pelos testes de
prolifera¢do intracelular de 7. gondii, onde os compostos demonstraram uma atividade
supressora na proliferacdo parasitaria em células previamente infectadas. Ressaltando que o
RVI 30 além de ter reduzido a proliferacdo em relacdo ao tratamento padrao (SDZ+PYR),
apresentou um efeito antiparasitario superior ao tratamento concencional quando aplicado a
25uM. O RVI 33 também teve um efeito antiparasitario, mas nao foi mais eficiente se
comparado ao tratamento classico (SDZ+PYR). Com os resultados dos testes de invasdo
parasitaria, ¢ possivel inferir também que os compostos apresentaram alguma atividade sobre
os parasitos diretamente, tendo em vista que apos trata-los com ambos RVIs, na linhagem

BeWo sua invasao celular foi diminuida, mais do que o tratamento convencional, nas dosagens
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de 6,25 ¢ 12,5 uM. Por fim, ¢ sabido que a associagdo convencional SDZ+PYR ¢ capaz de
reduzir irreversivelmente a proliferacdo intracelular do parasito, € nossos experimentos
sugerem que o tratamento com doses mais altas do composto foi mais eficaz do que quando
tratamos com concentragdes muito baixas, de modo que permite a irreversibilidade do
fendmeno de controle parasitario, como foi visto que ambos RVIs nas células também

apresentaram o mesmo efeito irreversivel quando aplicados a 12,5 uM.

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa ja demonstraram outras formas alternativas
para redugdo da infecg¢do placentaria por 7. gondii, quando verificamos que Oleorresinas de
diversas espécies de Copaifera reduziram a infec¢do em células BeWo, HTR8/SVneo e vilos
placentédrios humanos de terceiro trimestre (DA SILVA et al., 2017; MARTINEZ et al., 2023).
Em adig¢do, também concluimos em estudos prévios que compostos capazes de inibir a
ciclooxigenase 2 (COX2) também foram capazes de controlar a infec¢do por 7. gondii em
c¢lulas BeWo, HTR8/SVneo e vilos placentarios humanos a termo (DE SOUZA et al., 2021).

Portanto, nosso grupo de pesquisa tem experiéncia em testes de novos possiveis
farmacos contra infeccdo por 7. gondii na interface materno-fetal humana. Os compostos,
geralmente, modulam a resposta imune da célula hospedeira e podem causar alguma alteracao
ultra-estrutural no parasito e/ou na propria célula hospedeira. Teixeira et al (2020) e Da Silva
et al (2017) verificaram que 6leorresinas de Copaifera e enrofloxacina induziram prejuizo na
citocinese de 7. gondii, bem como alteracio na dupla membrana do taquizoito. E possivel
especular que ambos RVI30 e RVI33 possam induzir as mesmas alteragdes ultra-estruturais,
pois quando taquizoitos foram pré-tratados por 1h com os compostos, houve redu¢ao da invasao
nas células BeWo.

Para avaliar de fato como os compostos atuam tanto nas células quanto nos parasitos,

serdo necessarios outros testes como os de microscopia eletronica e dosagem de citocinas.
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7 CONCLUSAO

ApoOs os testes realizados, foi demonstrado que os compostos mostraram atividade
antiparasitaria, sendo capaz de diminuir a proliferacao e invasao nas células BeWo. Como visto
nos experimentos nas células BeWo, os compostos foram capazes de reduzir a proliferacao do
T. gondii de forma irreversivel e superior a associagdo de sulfadiazina e pirimetamina
(SDZ+PYR), ndo permitindo que apos a retirada do tratamento, o parasito volte a proliferar.

Tendo em vista os resultados analisados, os compostos se mostraram boas alternativas
a associacdo de sulfadiazina e pirimetamina contra as infeccdes de 7. gondii nas células
placentarias. Apesar disso, ainda ¢ necessario realizar dosagens de citocinas comos
sobrenadantes coletados para avaliar o perfil de resposta imune das células frente aos parasitos
apos os tratamentos. Uma avaliagdo de topografia célular e do parasito também se v€ necessaria,
assim como a avaliagdo do metabolismo celular frente os compostos. Por fim. testes ex vivo
com vilos placentarios humanos e in vivo em modelos animais murinos, sao necessarios a fim

de comprovar a eficacia dos compostos no tratamento da toxoplasmose congénita.
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Figura 1 (A e B): Ensaio de viabilidade celular. Células BeWo foram cultivadas em placas de 96 pogos por 24 h,
tratadas ou ndo com concentragdes crescentes dos compostos RVI30 (A) ou RVI33 (B) por adicionais 24 h, e
submetidas ao ensaio de viabilidade celular pelo MTT. Como controle, células foram tratadas com DMSO a 0,8%
ou apenas meio de cultura (controle). Diferencas estatisticas em relagdo ao controle (*) ou a DMSO (&). Diferengas
significativas foram determinadas pelo One-way ANOVA com compara¢des multiplas de Bonferroni e pds-teste

de Dunns. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.
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Figura 2 (A e B): Ensaio de proliferagdo intracelular de 7. gondii. Células BeWo foram cultivadas em placas de
96 pogos por 24 h, infectadas na propor¢ao 3:1 com taquizoitos de 7. gondii por 3 h, posteriormente tratadas ou
ndo com concentragdes crescentes nao toxicas dos compostos RVI30 (A) ou RVI33 (B) por adicionais 24 h, e
submetidas ao ensaio colorimétrico de beta-galactosidase para quantificacdo da carga parasitaria. Como controle
positivo, combinag@o de sulfadiazina mais pirimetamina (SDZ+PYR) foi utilizada e, como controle negativo,
apenas meio de cultura foi adicionado (controle). Diferengas estatisticas em relag@o ao controle (*) ou a SDZ+PYR
(&). Diferengas significativas foram determinadas pelo One-way ANOVA com compara¢des multiplas de

Bonferroni e pds-teste de Dunns. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.
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Figura 3 (A e B): Ensaio de proliferagdo intracelular de 7. gondii. Células BeWo foram cultivadas em placas de
96 pocos por 24 h, infectadas na propor¢do 3:1 com taquizoitos de T. gondii pré-tratados por 1 h com RVI30 (A)
ou RVI33 (B) durante 3 h, e submetidas ao ensaio colorimétrico de beta-galactosidase para quantificagdo da carga
parasitaria. Como controle positivo, combinagao de sulfadiazina mais pirimetamina (SDZ+PYR) foi utilizada e,
como controle negativo, apenas meio de cultura foi adicionado (controle). Diferengas estatisticas em relagdo ao
controle (*) ou a SDZ+PYR (&).Diferengas significativas foram determinadas pelo One-way ANOVA com
comparacdes multiplas de Bonferroni e pos-teste de Dunns. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando P<0,05.
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Figura 4 (A e B): Ensaio de proliferagao intracelular de 7. gondii. Células BeWo foram cultivadas em placas de
96 pogos por 24 h, infectadas na propor¢ao 3:1 com taquizoitos de 7. gondii por 3 h, posteriormente tratadas ou
ndo com concentragdes crescentes nao toxicas dos compostos RVI30 (A) ou RVI33 (B) por adicionais 24 h, e
submetidas a dois procedimentos diferentes: numa das placas, o meio com tratamento foi retirado e substituido por
meio de cultura livre de tratamento por adicionais 24 h; e na outra placa o meio foi retirado, permanecendo 24 h
de tratamento ¢ as células processadas para analise da carga parasitaria. Como controle positivo, combinagdo de
sulfadiazina mais pirimetamina (SDZ+PYR) foi utilizada e, como controle negativo, apenas meio de cultura foi
adicionado (controle). Diferengas estatisticas em relag@o ao controle (*) ou a SDZ+PYR (&). Diferenga estatistica
entre as dosagens de 6,25 e 12,5 (%). Diferencas significativas foram determinadas pelo One-way ANOVA com
comparagdes multiplas de Bonferroni e pos-teste de Dunns. As diferengas foram consideradas estatisticamente

significativas quando P<0,05.



