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RESUMO

Trypanosoma cruzi ¢ um protozoario intracelular obrigatério causador da Doenca de
Chagas. A forma congénita da doenca ¢ representada pela passagem do parasito pela barreira
placentaria, caracterizando a doenga de Chagas congénita (DCC) que pode levar a sequelas
graves no feto em desenvolvimento. O tratamento atual ¢ feito com nifurtimox ou benzonidazol,
mas apresenta desvantagens por ndo serem totalmente eficazes e causarem efeitos colaterais,
sendo necessario a busca por novas estratégias terap€uticas. Nesse sentido, muitos estudos tém
demonstrado o potencial de diferentes compostos do género Copaifera no controle de doencas
parasitarias, no entanto, ndo existem estudos que demonstrem sua atividade antiparasitaria
contra 7. cruzi na interface materno-fetal humana. Assim, esse trabalho teve como objetivo
principal avaliar a agdo in vitro da 6leorresina (OR) e extrato hidroalcoolico das folhas (EH) de
Copaifera multijuga na infeccdo por Trypanosoma cruzi em células trofoblasticas humanas
vilosas (linhagem BeWo). Nos observamos que a OR e o EH diminuiram a viabilidade das
células e dos tripomastigotas de 7. cruzi apenas nas maiores concentracdes. Em adicdo, o
tratamento com ambos 0s compostos em concentracdes ndo citotdxicas reduziu a proliferacao
e liberagdo de tripomastigotas no sobrenadante. Além disso, observamos que o pré-tratamento
de tripomastigotas de 7. cruzi foi capaz de alterar a morfologia do parasito, comprometendo
sua capacidade de invadir e proliferar em células BeWo. Observamos também que o tratamento
com OR diminuiu a produgdo de ROS em células BeWo infectadas, enquanto que o EH induziu
um aumento. Assim, concluimos que a OR e o EH de C. multijuga foram eficazes no controle
da invasdo, proliferacdo e disseminacdo de 7. cruzi em célula BeWo, destacando o possivel

potencial terap€utico desses compostos para o tratamento da DCC.

Palavras chave: Tratamento fitoterapico, Copaiba, Placenta, Doenga de Chagas congénita.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is an obligate intracellular protozoan that causes Chagas disease.
The congenital form of the disease is represented by the passage of the parasite through the
placental barrier, characterizing congenital Chagas disease (CCD), which can lead to fetal
abnormalities and miscarriage. The current treatment is carried out with nifurtimox or
benznidazole, but they are not fully effective and cause side effects, being necessary to find out
new therapeutic strategies. In this sense, many studies have shown the potential of Copaifera
spp. in the treatment of parasitic diseases, however, there are no studies that demonstrate their
antiparasitic activity against 7. cruzi at the human maternal-fetal interface. Thus, we aimed to
evaluate the effect of oleoresin (OR) and leaf hydroalcoholic extract (EH) from Copaifera
multijuga on Trypanosoma cruzi infection in human villous trophoblast cells (BeWo lineage).
We observed that the OR and the EH reduced BeWo cells and 7. cruzi trypomastigotes viability
only at the highest concentrations. In addition, treatment with both compounds at non-cytotoxic
concentrations reduced the 7. cruzi proliferation and trypomastigotes release in the supernatant.
Furthermore, we observed that the pre-treatment of 7. cruzi trypomastigotes was able to cause
changes in the parasite's morphology, compromising its ability to invade and proliferate in
BeWo cells. We also observed that treatment with OR downmodulated ROS production in
infected BeWo cells, while EH upregulated ROS production. Thus, we conclude that the OR
and the EH from C. multijuga were effective in controlling the invasion, proliferation and
dissemination of 7. cruzi in BeWo cells, highlighting the therapeutic potential of these

compounds for the treatment of CCD.

Key-words: Herbal treatment, Copaiba, Placenta, Congenital Chagas disease.
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1. INTRODUCAO

1.1. Trypanosoma cruzi: caracteristicas gerais

Trypanosoma cruzi ¢ um protozoario intracelular obrigatorio hemoflagelado que
pertence a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae (RODRIGUES; GODINHO;
DE SOUZA, 2014), descoberto em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas, que descreveu
o vetor do parasito (insetos triatomineos), também conhecido popularmente na América Latina
como barbeiro, € o ciclo de vida da doenga, sendo posteriormente nomeada como doenca de
Chagas (DC) em sua homenagem (CHAGAS, 1909; BONNEY, 2014).

O ciclo de vida de T. cruzi é heteroxénico, ou seja, envolve um hospedeiro intermediario
(insetos triatomineos), € um hospedeiro definitivo, os mamiferos, como os humanos e mais de
120 espécies, tanto domésticos quanto selvagens (cdes, gatos, roedores e tatus)
(ECHEVERRIA; MORILLO, 2019). O parasito possui trés formas evolutivas, uma em cada
fase do ciclo: epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas (KEMMERLING et al., 2019;
RODRIGUES; GODINHO; DE SOUZA, 2014).

A transmissao de 7. cruzi pode ocorrer através do barbeiro, que ao sugar o sangue de
um hospedeiro pode liberar fezes contaminadas com o parasito no local da picada,
possibilitando a entrada de 7. cruzi pela pele ou uma superficie mucosa (ZUMA; DOS
SANTOS BARRIAS; DE SOUZA, 2021). No entanto, outras formas de infeccdo podem
ocorrer, como transfusdo de sangue, transplante de 6rgdo e medula Ossea, acidentes de
laboratorio, consumo de alimentos e bebidas contaminados e transmissdo congénita (RIOS et
al., 2020). A transmissdo oral pode estar associada principalmente com o consumo de bebidas
a base de frutas, 4gua ou vegetais contaminados com fezes do barbeiro, com o parasito completo
ou secre¢des de mamiferos infectados ou ainda pelo consumo de carne mal cozida de animais
infectados, ou sangue de alguns reservatorios do parasito, como o tatu (Dasypus spp.) (RUEDA,
2014).

No hospedeiro intermediario, 7. cruzi se desenvolve no intestino em uma forma
replicativa extracelular e ndo infecciosa, o epimastigota. Esses epimastigotas migram para a
regido do intestino posterior do triatomineo e se diferenciam em tripomastigota metaciclico,
que ¢ a forma infecciosa e ndo replicativa do parasito liberada nas fezes do vetor. Quando esses
tripomastigotas entram no organismo do hospedeiro mamifero através da ferida na pele ou
mucosas, eles infectam as células (principalmente o figado, intestino, bago, ganglios linfaticos,
SNC e musculos esqueléticos e cardiacos) e se diferenciam em amastigotas, que ¢ a forma

replicativa intracelular. Esses amastigotas no citoplasma da célula multiplicam e se diferenciam
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em tripomastigotas sanguineos, sendo liberados para o meio extracelular e para a corrente
sanguinea, se disseminando pelo corpo e infectando novas células (ECHEVERRIA;
MORILLO, 2019).

A membrana plasmatica do 7. cruzi ¢ composta por uma bicamada lipidica, na qual
varias proteinas estdo "imersas". Seus principais componentes sdo proteinas que estdo
distribuidas irregularmente devido ao seu deslocamento pela bicamada lipidica, e fosfolipidios,
tais como fosfatidilcolina (mais prevalente), fosfatidiletanolamina, e fosfatidilinositol, e em
menor quantidade esfingomielina, fosfatidilserina, cardiolipina, 4cido fosfatidico,
fosfatidilinositol fosfato e fosfatidilinositol bifosfato (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2007).

Na superficie externa observa-se um revestimento celular desenvolvido, trés vezes mais
espesso nos tripomastigotas do que nos epimastigotas. A presenca de acido sidlico associado a
glicopeptideos desempenha um papel importante na interacdo 7. cruzi/macrofago
(MARTINEZ-DIAZ et al., 2001). No lado interno da membrana, observam-se muitos
microtubulos, estendendo-se de uma extremidade a outra do flagelo (DANTAS; BARBOSA;
DE CASTRO, 2003).

O citoplasma do 7. cruzi apresenta diferentes organelas (DIAS; COURA, 1997; DE
SOUZA, 2008), dentre elas, a mitocondria tubular Unica, que apresenta paredes e cristas
irregulares, com aspecto que depende do estagio evolutivo analisado, tendo como elemento
limitante uma dupla membrana mitocondrial. A mitocondria apresenta intima relagdo com o
cinetoplasto, sendo na verdade considerados como a mesma estrutura, havendo continuidade
entre as paredes de ambas as organelas. O cinetoplasto, estrutura peculiar a ordem
Kinetoplastida, contém altas concentracdes do DNA extranuclear do parasito, conhecido como
cinetoplastico ou k-DNA. Ao contradrio de outras ordens de eucariotos, que apresentam cerca
de 1% do DNA celular na mitocondria, o 7. cruzi pode concentrar entre 16 a 30% de seu DNA
total no genoma mitocondrial (COURA, 2013).

Embora a reprodugdo do 7. cruzi seja principalmente clonal (ndo sexual), o parasito
apresenta uma ampla diversidade genética e bioquimica (ZINGALES et al., 2009). Um dos
esquemas de classificacdo utilizados atualmente sdo as unidades de tipagem discretas (DTUs),
baseadas em genotipagem multilocus, as quais foram denominadas Tcl - TcVI. Ademais, hé
alguns anos, isolados de 7. cruzi de morcegos brasileiros ndo agrupados em nenhuma das seis
DTUs foram descobertos, sendo entdo adicionado o genotipo Tcbat (MARCILI et al., 2009;
LIMA et al., 2015). Diferencas comportamentais e de viruléncia entre DTUSs sdo atribuidas a
interagdo entre o ambiente, o hospedeiro e o vetor (DE FUENTES et al., 2019). Sendo assim,

foi visto que Tcl ¢ a mais abundante e amplamente dispersa na Amazdnia, nas Américas (a
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infeccdo humana por Tcl é concentrada no norte da América do Sul e Central), podendo ser
encontrada em toda a distribuicdo do vetor triatomineo e também relacionada as espécies
silvestres e ciclos domésticos, além de estar associada a cardiomiopatia chagéasica em humanos
e meningoencefalite em pacientes imunocomprometidos (ZINGALES et al., 2012; ZINGALES
etal.,2018). Ja Tcll predomina no Leste e centro do Brasil (ZINGALES et al., 2012); associada
principalmente com ciclos de transmissdo domésticos, e presentes nos vetores Iriatoma
infestans ¢ Panstrongylus megistus. Frequentemente causa cardiomiopatia € mega sindromes

digestivas (megaesdfago e megacolon) (MESSENGER et al., 2015).

1.2. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC) ¢ uma zoonose originalmente localizada na América do Sul
e Central, mas devido a migragdo de pessoas infectadas, atualmente ¢ considerada uma doenga
mundial e um importante problema de satide publica também nos Estados Unidos, Canada,
Japio e Europa (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; RAMIREZ-TOLOZA et al., 2020; RIOS
etal.,2020). A Organizagdo Mundial da Satide (OMS) estima que cerca de 7 milhdes de pessoas
estejam infectadas em todo o mundo, e quase 100 milhdes estdo em risco de infeccao,
registrando a maioria dos casos em regides endémicas de 21 paises da América Latina (OMS,
2020).

Em 2005, a OMS reconheceu a doenca de Chagas como uma doenga tropical
negligenciada, o que levou a um maior reconhecimento da doenga como um problema de satide
publica internacionalmente. Desde o inicio da década de 1990, as medidas mais eficazes para o
controle da doenga de Chagas na América Latina tem sido programas de controle de vetores e
teste compulsorio em bancos de sangue (OMS, 2002). Na década de 1980 foi quando se
observou um pico da DC e estima-se que o nimero de mortes anuais caiu de 45.000 em 1990
para 2.000 mortes por ano atualmente, evidenciando que a DC permanece sendo um grave
problema publico de satide, apesar da significante diminui¢ao ao longo dos anos (OMS, 2002;
DIAS; PRATA; CORREIA, 2008; MONCAYO; SILVEIRA, 2009). Com as medidas de
controle da doenga, a prevaléncia diminuiu consideravelmente e a transmissdo vetorial foi
interrompida no Uruguai em 1997, no Chile em 1999 e em grande parte do Brasil em 2000
(OMS, 2002; SALVATELLA et al., 2014). No entanto, a frequéncia de transmissdo oral
aumentou em regidoes como a bacia amazonica (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012).

A DC apresenta duas fases clinicas: aguda e cronica. A fase aguda ¢ marcada por alta
parasitemia e dura de 2-3 meses, sendo assintomatica na maioria dos casos. No entanto, 10-

30% dos individuos infectados podem manifestar sintomas inespecificos durante a fase aguda,
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incluindo febre moderada, mal-estar, cefaleia, anorexia, diarreia, mialgia, linfadenopatia,
hepatomegalia, esplenomegalia, edema generalizado ou local (nos membros ou face), erupgao
cutanea, manifestagdes hemorragicas, ictericia, miocardite, taquicardia, arritmias, bloqueio
atrioventricular e, em pequena porcentagem, meningoencefalite (BOCCHI et al., 2017).

Em geral, se a transmissao foi vetorial, no local onde o barbeiro picou o hospedeiro, um
chagoma aparece, chamado “sinal de Romafia” se estiver localizado nas mucosas oculares.
Nesta fase, o parasito assume a forma tripomastigota e invade o figado, intestino, bago, ganglios
linfaticos, sistema nervoso central e musculos esqueléticos e cardiacos. Durante a fase aguda
da doenga, o acometimento miocardico ¢ causado principalmente pela invasdo do parasito no
tecido cardiaco, que desencadeia uma resposta imune ¢ inflamatdria grave (RASSI; RASSI;
MARIN-NETO, 2010; ECHEVERRIA; MORILLO, 2019). Além disso, hd uma teoria que diz
que a resposta inflamatdria associada a persisténcia da baixa parasitemia leva a uma resposta
autoimune ao tecido do coracdo, estabelecendo uma estimulagdo antigénica continua ou
imitando as proteinas do hospedeiro cardiaco (FERNANDES et al, 2017). A taxa de
mortalidade da doenca de Chagas aguda ¢ de 5 a 10%, geralmente devido a miocardite aguda
ou meningoencefalite, com a maioria das mortes ocorrendo em criangas pequenas (BONNEY,
2014).

Nos casos em que alguns parasitos nao sao eliminados pelo sistema imune, o individuo
assume a forma cronica da doenga, que permanece no individuo até o fim da vida. A maioria
segue assintomatico por décadas, mas cerca de 40% dos infectados desenvolvem patologias
cardiacas e/ou do trato digestivo (RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012; DA
COSTA et al., 2018).

Alguns sinais e sintomas de envolvimento cardiaco incluem anormalidades do
movimento da parede, bloqueio do ramo direito e/ou bloqueio fascicular anterior esquerdo,
bradicardia sinusal, arritmias atriais e ventriculares, disturbios da conducao atrioventricular e
intraventricular, como bloqueio de ramo direito e/ou bloqueio do fasciculo anterior esquerdo
(ROJAS et al., 2018). A presenca de batimentos ventriculares prematuros também € um achado
comum, que pode identificar populagdes de alto risco. As alteragdes digestivas sdo causadas
pela desnervacgao dos plexos autonomos do trato digestivo, que levam a disturbios na absor¢ao,
motilidade e secregdo, afetando consequentemente a coordenacdo motora e a dilatacdo,
resultando na formagao de mega visceras, principalmente megac6lon e megaesofago (RASSI;

RASSI; MARIN-NETO, 2010; ECHEVERRIA; MORILLO, 2019).
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Ademais, uma série de fatores, incluindo a genética do hospedeiro e do parasito, dose
infecciosa, via de transmissdo, numero de reinfecgdes, resposta imune inicial e tardia do

hospedeiro afetam o inicio, a gravidade e a apresentagcdo dos sintomas (AYO et al., 2013).

1.3. Doenca de Chagas congénita

A transmissdo materno-fetal de 7. cruzi caracteriza a DC congénita, que pode ocorrer
quando o parasito atravessa a barreira placentaria e atinge o feto em desenvolvimento. Na
América Latina, ocorrem mais de 15.000 casos de transmissdo congénita da doenca de Chagas
por ano (CARLIER et al., 2012).

O principal determinante biologico da transmissdo congénita € a parasitemia materna,
que pode chegar a 31% quando o T cruzi é detectavel por PCR, contudo, a transmissdo também
¢ possivel quando o PCR do sangue materno ¢ negativo (BUA et al, 2012; MURCIA et al.,
2013). Ademais, um resultado positivo de qPCR em gestantes infectadas com DC esta
associado a uma maior probabilidade de transmissdo e a niveis mais altos de subclasses de
anticorpos, levantando a hipotese de que a qPCR materna positiva para 7. cruzi (indicativa da
presenca de parasitos no sangue) pode levar a niveis mais altos de anticorpos IgG (ROCA et
al.,2021).

A maioria das mulheres em idade reprodutiva sdo cronicamente infectadas, sendo que
cerca de 5% transmitem, nascendo por ano aproximadamente 9.000 bebés infectados
(ANTINORI et al., 2017), além de ser possivel em qualquer fase da infec¢do materna (aguda
ou cronica), em cada gravidez de uma mulher infectada e até em geracdes sucessivas
(CARLIER; TRUYENS, 2011).

Apesar de 60% dos recém-nascidos nascerem assintomaticos, quando comparados com
os ndo infectados, eles apresentam baixo peso ao nascer, prematuridade e pontuagdes de Apgar
(analise da respiracdo, frequéncia cardiaca, irritabilidade reflexa, tonus muscular e cor da pele)
mais baixas. Em casos mais graves, pode ocorrer aborto, hepatoesplenomegalia, desconforto
respiratorio, anemia, miocardite, meningoencefalite e mega visceras. Além disso, alguns recém-
nascidos infectados apresentam sintomas graves que podem rapidamente levar a morte e correm
orisco de desenvolverem doengas cronicas incapacitantes e com risco ao longo da vida (RASSI;
RASSI; MARIN-NETO, 2010; ANTINORI et al., 2017, KEMMERLING et al., 2019). Os
graus de gravidade podem estar relacionados com a fase da gravidez em que ocorre a
transmissdo, inclusive durante o parto, com maior probabilidade de aborto espontaneo nas
transmissoes precoces durante as primeiras semanas de gestagdo (BERN; MARTIN; GILMAN,
2011).
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1.4. Resposta imunologica

A DC causa alteragdes no sistema imune do hospedeiro, principalmente durante a fase
aguda, mas pode se estender caso haja persisténcia do parasito na fase cronica. Na fase aguda,
a ativagao policlonal das células B e T ¢ inibida por processos de imunossupressao mediados
pela infecgdo parasitaria (DE BONA et al., 2018). Durante essa fase, a resposta imune inata é
crucial para controlar a infecgdo parasitaria e os receptores do tipo Toll (TLRs) sdo os principais
mediadores da resposta. Eles sdo proteinas transmembranas que fazem parte de um grupo de
moléculas que reconhecem padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs). Esses
receptores reconhecem ancoras de glicoproteinas semelhantes a mucina (GPI) na superficie do
patogeno (reconhecidos pelo TLR2, que atua como imunorregulador) e no DNA do parasito
(reconhecido por TLRY, sendo crucial para estabelecer a resposta do tipo Thl), levando a
producao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a. Além disso, o parasito secreta também
glicoinositolfosfolipidos (GIPLs), reconhecidos pelo TLR4. Ademais, foi visto que
camundongos que ndo expressam TLRs desenvolvem altos niveis de parasitemia e mortalidade,
além de uma baixa producao de citocinas (ZAMORA et al., 2017, CRISTOVAO-SILVA et al.,
2021).

Além disso, estudos recentes forneceram evidéncias experimentais sobre a participagao
do sistema inflamassoma atuando em sinergia com os citados TLR, para detectar o dano
intracelular causado pelo parasito, fortalecendo a ativagao da resposta imune contra o patdégeno.
Este mecanismo depende de moléculas adaptadoras que se ligam a caspase-1, produzindo
ativacdo de IL-1PB e IL-18 (SILVA et al., 2013; DEY et al., 2014).

O sistema complemento faz parte da imunidade inata atuando na primeira linha de
defesa do hospedeiro contra patdgenos e € composto por mais de 35 proteinas, podendo ser
ativado por trés vias: lectina, classica e alternativa (LIDANI et al., 2017). Assim que os
tripomastigotas atingem a corrente sanguinea do hospedeiro, a via da lectina e a via alternativa
sdo ativadas, uma vez que ambas nao dependem de respostas especificas de anticorpos
(CESTARI et al., 2013).

Foi descrito que a DC leva a uma diminui¢do da resposta proliferativa em linfocitos de
pacientes na fase cronica, que € atribuida a fatores imunossupressores capazes de reduzir a
producao de interleucina-2 (IL-2). Da mesma forma, foram descritas proteinas parasitarias que
modulam a atividade do sistema complemento, inibindo a C3 convertase. Outras hipoteses
sugerem que a infecc¢do pelo 7. cruzi pode induzir moléculas imunomoduladoras, como IL-10
e fator transformador de crescimento-f (TGF-B), que levam a falha na maturagdo de células

apresentadoras de antigenos, uma diminuicdo na apresentacdo de antigenos e, portanto,
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respostas celulares adaptativas (ZAMORA et al., 2017), desequilibrio entre células T efetoras
e reguladoras, e, finalmente, alteragdo na expressao de moléculas estimuladoras e citocinas.
Uma associagdo entre algumas DTUs e taxas mais baixas de transmissao congénita (por
exemplo, Tcll comparado com TcV no Brasil) também tem sido sugerida (LUQUETTI et al.,
2015). Por outro lado, uma resposta imune celular efetiva ao 7. cruzi parece ter papel relevante
nas infec¢des congénitas. A exposi¢do ao vetor estd associada a diminui¢do da parasitemia e
transmissao congénita, provavelmente porque a exposi¢ao frequente a vetores infectados induz
uma resposta imune Th1, que supera a polarizagcdo de Th2 induzida pela gravidez, que ¢ menos

eficaz (KAPLINSKI et al., 2015).

1.5. Diagnostico

Durante a fase aguda e na DC congénita, como a parasitemia ¢ alta, ¢ possivel que o
diagnostico seja feito pela deteccdo microscopica de tripomastigotas no sangue € em outros
fluidos corporais, como o liquido cefalorraquidiano (OMS, 2002; RASSI; RASSI; MARIN-
NETO, 2010; ZINGALES, 2018). Essa detec¢do no sangue ¢ feita através de métodos
parasitoldgicos diretos, como a da gota fresca (¢ examinada ao microscopio uma gota de sangue
do paciente), gota espessa (aplicar movimentos circulares na gota usando o canto da outra
lamina para desfibrina-la) ou esfregaco (a gota se espalha ao longo da lamina e ¢ corada pelo
método de Giemsa). Técnicas de concentragcdo de sangue também sdo usadas, como testes de
micro hematocrito ou Strout (MANDAL, 2014; SALAZAR-SCHETTINO et al., 2016;
CALLEJAS et al., 2022).

Também podem ser usados métodos parasitologicos indiretos, como hemocultura e
xenodiagnodstico (uso de vetores mantidos em laboratorio sob condi¢des controladas de
temperatura e umidade, livres de infecgdo parasitaria, que sdo depositados em um frasco coberto
com gaze e alimentado com o sangue do paciente com suspeita da doenca durante 20 minutos)
(ZINGALES, 2018).

O exame de PCR (reagdo em cadeia da polimerase) ¢ um teste de estrutura molecular
que se baseia na amplificacao das sequéncias do DNA do 7. cruzi. Contudo, sua sensibilidade
para o diagnostico da DC ¢ menor, devido as variagdes na carga parasitaria (MANDAL, 2014;
SALAZAR-SCHETTINO et al., 2016; CALLEJAS et al., 2022). No entanto, este teste pode
ser util para confirmar o diagndstico quando a sorologia € inconclusiva e para monitorar o
tratamento (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010, BERN, 2015). Além disso, PCR ¢ mais
sensivel do que hemocultura, xenodiagnostico e as técnicas de concentracdo, e tem se mostrado

muito Util no diagnostico da transmissao vertical (BUA et al., 2013; MURCIA et al., 2013).
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Em recém-nascidos, o diagnostico da DC ¢ crucial, porque eles t€ém 100% de chance de
cura. Para o diagnostico, os seguintes critérios devem ser atendidos: (1) ser filho de mae
soropositiva para 7. cruzi; (2) PCR positivo ou deteccao do parasito no sangue durante o
parto/nos primeiros meses de vida, e (3) deteccao de anticorpos anti-7. cruzi (IgG) a partir de
nove meses, pois neste momento os anticorpos maternos ja terdo desaparecidos (ALVAREZ-
HERNANDEZ et al., 2018).

Durante a fase cronica da doenga de Chagas, o diagndstico pode ser feito
sorologicamente por imunoensaio enzimatico, hemaglutinagdo indireta, imunofluorescéncia
indireta ou imunocromatografia para testar a presenca da imunoglobulina especifica G de T.
cruzi (IgG). Segundo a OMS, sdo necessarios dois testes sorologicos positivos diferentes para
confirmar um diagnoéstico de infec¢do por 7. cruzi (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010;
SALAZAR-SCHETTINO et al., 2016), uma vez que se observou notavel heterogeneidade entre
os resultados obtidos por diferentes métodos de teste e porque existe um risco consideravel de
obtencao de resultados falso-positivos com testes individuais devido a reatividade cruzada de
anticorpos anti-Z.cruzi com antigenos de espécies estreitamente relacionadas de
tripanossomatideos (SOUZA; NETO, 2012; BONNEY, 2014).

Além dos testes especificos para cada fase da doencga, em todos os casos € recomendado
um eletrocardiograma, uma radiografia do torax da proje¢do posteroanterior € um
ecocardiograma transtoracica para a avaliacdo clinica (SALAZAR-SCHETTINO et al., 2016;
LIDANI et al., 2019).

1.6. Tratamento

Em 1966, a Hoffmann - La Roche comercializou benzonidazol para tratar a doenga de
Chagas, e a Bayer fabricou o nifurtimox, em 1970. Entre 1970 e 1980, Zigman Brener relatou
avancos na imunologia e imunopatologia da doenca, e forneceu novos insights sobre a biologia
do parasito, resposta do hospedeiro e medidas de profilaxia (CALLEJAS et al., 2022).

Atualmente o tratamento de pessoas infectadas com 7. cruzi, incluindo recém-nascidos,
continua sendo feito com esses dois medicamentos: o benzonidazol (que funciona danificando
o DNA mitocondrial do parasito) e o nifurtimox (que induz o estresse oxidativo, inibindo o
crescimento de parasitos) (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010, ECHEVERRIA;
MORILLO, 2019). Ap6s a confirmacgao da infecg¢do por 7. cruzi, um dos medicamentos deve
ser administrado imediatamente, sendo que a taxa de controle da infeccdo varia em torno de
60% na infeccdo aguda, mas ndo ¢ tdo eficaz na infeccdo cronica (10-20%) (ALONSO-

PADILLA et al., 2019).
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Além disso, ambos podem causar efeitos colaterais que incluem hipersensibilidade,
depressao da medula 6ssea, toxicidade hepatica, alteragdes psiquicas e complicagdes digestivas
(MORILLA; ROMERO, 2015). Idealmente, o tratamento deve ser administrado por 60 dias,
mas nos casos em que ocorrem reacoes adversas, o tratamento deve ser reduzido para 30 dias
(SALAZAR-SCHETTINO et al., 2016; ALONSO-PADILLA et al., 2019). Em adigdo, os
possiveis efeitos teratogénicos ainda ndo foram elucidados, por isso a utilizacdo dessas drogas
nao ¢ recomendada para gestantes (CARLIER et al., 2011; OMS, 2020).

Nesse sentido, diante dos possiveis efeitos colaterais que os medicamentos atuais podem
causar, faz-se necessario a busca de novas formas terap€uticas para o tratamento da doenca de

Chagas (DE MORALIS et al., 2020).

1.7. Plantas medicinais com a¢ao antiparasitaria

As doencas parasitarias continuam sendo um importante problema de satide publica,
afetando centenas de milhdes de pessoas, especialmente nos paises tropicais em
desenvolvimento (TAGBOTO; TOWNSON, 2001). O poder de cura das plantas surgiu quando
as primeiras civilizagdes perceberam que algumas tinham principios ativos curativos que
passaram a ser utilizados no combate as doencas (BADKE et al. 2011).

Nas tltimas duas décadas, ocorreu um aumento no interesse por essas plantas e seus
produtos juntamente com um intenso crescimento do mercado de plantas medicinais no Brasil.
No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude divulgou que 65-80% da
populagdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como tnica forma
de acesso aos cuidados basicos de saude. As condi¢cdes de pobreza e a falta de acesso a
medicamentos, associados a facil obtencao e tradicdo do uso de plantas com fins medicinais
foram uns dos diversos fatores que motivaram esse contexto (FIRMO et al., 2012, ARAUJO et
al., 2015).

No Brasil, grande parte da comercializagdo de plantas medicinais ¢ feita em farmdacias
e lojas de produtos naturais, mas nao possuem certificado de qualidade e sdo produzidas a partir
de plantas cultivadas, o que descaracteriza a medicina que utiliza, quase sempre, plantas da
flora nativa. Portanto, a investigagdo e comprovacgao das propriedades biologicas para garantir
a eficdcia, seguranca e qualidade das plantas utilizadas ¢ de suma importancia (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

As plantas podem ser utilizadas como recursos terapéuticos de diversas formas: chas de
ervas, remédios caseiros, como extratos brutos ou compostos isolados em preparagdes

farmacéuticas e em medicamentos fitoterapicos (RATES, 2001). Segundo a Organizacao
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Panamericana de Saude, uma planta medicinal é (1) “qualquer planta usada para aliviar,
prevenir ou curar uma doenca ou alterar processos fisiologicos e patologicos”, ou (2) “qualquer
planta empregada como fonte de drogas ou seus precursores”. Uma preparagao fitofarmacéutica
ou medicamentos fitoterapicos ¢ todo medicamento manufaturado obtido exclusivamente de
plantas (partes aéreas e ndo aéreas, sucos, resinas e 6leo), em estado bruto ou como produto
farmacéutico (ARIAS, 1999). Estima-se que, em 1997, o mercado mundial de fitoterapicos
fosse de US$ 10 bilhdes, com crescimento anual de 6,5% (RATES, 2001).

O fato de os parasitos serem eucariotos como os seus hospedeiros ¢ uma limita¢do que
sempre deve ser lembrada quando se discutem as intimeras descobertas de que algum
medicamento ou extrato de uma planta medicinal ¢ ativo contra parasitos in vitro, pois para ser
medicinalmente util, a droga deve ter biodisponibilidade e ndo deve intoxicar o paciente
(WINK, 2012).

Nesse sentindo, diversos estudos tém demonstrado a a¢do antiparasitaria de um grande
numero de plantas, como por exemplo extratos brutos de Harungana madagascariensis,
Quassia africana e Brucea javanica e compostos puros individuais isolados de Picrolemma
spruce, Aspidosperma vargasi, Artemisia annua e Aspidosperma desmanthum com acgao
antiplasmodial muito eficaz (LEMMA et al. 2017).

Um estudo realizado por Ibraim e colaboradores (2014) demonstrou que plantas
medicinais africanas como Khaya senegalensis, Anona senegalensis, Acacia nilotica €
Azadirachta possuem um grande potencial tripanocida. Em adi¢do, um outro estudo revelou
que o extrato bruto etandlico e fragcdes de folhas de Piper arboreum (Piperaceae) possui
atividade antiparasitaria e citotdxica contra epimastigotas de 7. cruzi e promastigotas de L.
braziliensis (FIGUEREDO et al., 2014).

Portanto, de acordo com os aspectos acima levantados, ¢ de extrema relevancia
considerar compostos derivados de plantas como uma fonte de novas substancias bioativas para

o tratamento de doengas parasitarias, incluindo a DC conggénita.

1.8. Copaifera multijuga

O género Copaifera spp., também conhecido como copaiba, pau d’6leo, copaibeira,
entre outros nomes, pertence a familia Leguminosae e a subfamilia Caesalpinadeae. Pode ser
encontrado na Africa Ocidental, América tropical e no Brasil, desde a Floresta Amazonica até
a Mata Atlantica. No Brasil, desde o século X V1, tribos indigenas perceberam suas propriedades

anti-inflamatodrias e comecgaram a utiliza-la para fins medicinais (ARRUDA et al., 2019).



22

As espécies desse género podem ser arbustos ou arvores que chegam a atingir até 40
metros de altura, sendo possivel extrair de seu tronco a dleorresina, a qual provém de canais
secretores formados pela dilatagdao de espacos intercelulares, localizados em todas as partes da
arvore. Ela pode ser obtida através da perfuragdo no tronco da copaiba, utilizando um trado,
onde posteriormente insere-se um cano PVC no orificio e o 6leo escoa. Essa oleorresina tem
sido utilizada desde a época da chegada dos portugueses ao Brasil na medicina tradicional
popular para diversas finalidades, ¢ hoje ¢ um dos mais importantes produtos naturais
amazonicos comercializados, sendo também exportado para Estados Unidos, Franga, Alemanha
e Inglaterra (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009). J4 o extrato
hidroalcoodlico ¢ obtido das folhas secas de C. multijuga ao ar (200g, 40 °C por 48 h), que foram
moidas e depois extraidas exaustivamente por maceracdo com 1,2 L de etanol/H>O (7:3) a
temperatura ambiente por 48h para fornecer 50g de extrato hidroalcodlico de folhas de C.
multijuga ap6s liofilizagdo (PIMENTA et al., 2019).

O ¢6leo de copaiba era utilizado para curar feridas de guerreiros ap6és batalhas e para
passar no corddao umbilical de recém-nascidos (MACIEL et al., 2002; FRANCISCO, 2005).
Pelo que se sabe, tal conhecimento vem da observagdo do comportamento de alguns animais
feridos, que se esfregavam no tronco das arvores de copaiba, na busca da cicatrizar suas feridas
(MACIEL et al., 2002; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; FRANCISCO, 2005).

A Oleorresina de copaiba ¢ uma substancia natural composta de uma parte sélida
resinosa ndo volatil formada por acidos diterpénicos, responsavel por 55 a 60% da sua
constitui¢do, a qual se encontra diluida em uma outra parte volatil, o 6leo essencial, composto
por sesquiterpenos, mas sua composi¢ao pode variar em relagdo a concentracdo e natureza dos
diterpenos e sesquiterpenos de acordo com a espécies de copaiba (VEIGA JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005; CASCON; GILBERTO, 2000; DA TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018;
ARRUDA et al., 2019).

[ZUMI e colaboradores (2013) avaliaram a atividade de oito espécies da dleorresina de
copaiba contra 7. cruzi e observaram os efeitos citotéxicos em células de mamiferos e células
de parasitos. Foi demonstrado que todas as 6leorresinas de Copaifera exerceram efeitos em
todas as fases de vida do parasito, principalmente contra as formas replicativas. KIAN e
colaboradores (2018) mostraram a capacidade do 6leo de copaiba e do acido caurendico em
eliminar as formas de 7. cruzi em macrdéfagos infectados, provavelmente devido a sua agdo
direta sobre os parasitos.

Em um estudo realizado por Teixeira e colaboradores (2020), os autores demonstraram

que as Oleorresinas de C. reticulata, C. duckei, C. paupera e C. pubiflora foram capazes de
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controlar a infec¢do por 7. gondii através de modelos experimentais in vitro e ex vivo. Segundo
os autores, a 6leorresina mostrou eficiente atividade anti-7. gondii, através de uma agao direta
sobre os parasitos e pela modulacao da resposta imune do hospedeiro.

Essa espécie ¢ encontrada na Amazonia e tem sido estudada por demonstrar grande
potencial anti-inflamatorio, além de propriedade anti-carcinogénica e antimicrobiana
(PINHEIRO et al., 2017). Estudos fitoquimicos mostraram que o 6leo de C. multijuga ¢
composto pelos seguintes acidos graxos: acido palmitico (24,9%); acido oléico (35,3%); acido
linoleico (35,7%), acido ardquico (1,1%); &acido beénico (3,0%) e cumarinas (0,2%)
(CRAVEIRO et al., 1978).

Sendo assim, considerando as informagdes apresentadas acima, ¢ notavel que espécies
do género Copaifera apresentam elevado potencial biologico. Entretanto, ndo ha nada na
literatura cientifica até o momento sobre sua influéncia na infecgao por 7. cruzi em modelos de

interface materno-fetal humana.

1.9. Linhagem de células trofoblasticas humana: BeWo

O trofoblasto ¢ uma célula de origem fetal que possui uma diversidade de funcdes que
propiciam o sucesso gestacional, sendo responsavel pela adesdo e invasao do blastocisto no
endométrio, pela nutricdo do embrido e por formar a porcao fetal da placenta (FITZGERALD
et al., 2008).

Durante o processo de implantagdo, o trofoblasto se diferencia em duas subpopulagdes:
o citotrofoblasto e o sinciciotrofoblasto (CEBALLOS-POMARES et al., 2017). O
citotrofoblasto ¢ formado por células individualizadas, com alta capacidade proliferativa, se
dividindo em: trofoblasto viloso (importante para a troca de nutrientes e residuos entre a mae e
o feto) e extraviloso (responsavel pela migragao e invasdo na decidua) (MIDGLEY et al., 1963).
J& o sinciciotrofoblasto, ¢ uma camada multinucleada que forma a superficie externa dos vilos
placentarios e entra em contato direto com o sangue materno, sendo formado a partir de células
do citotrofoblasto (HUPPERTZ; GAUSTER, 2011; MAYHEW, 2014). Portanto, o trofoblasto
¢ uma importante barreira fisica que precisa ser mantida intacta a fim de proteger o organismo
contra o ataque de patdégenos (LIEMPI et al., 2014).

Diversos estudos in vitro sao realizados utilizando linhagens celulares pré-estabelecidas
para compreender melhor o papel do trofoblasto no ambiente materno-fetal. Um modelo celular
de trofoblasto humano muito utilizado sdo as células de coriocarcinoma humano (linhagem

BeWo), isoladas em 1968 por Pattillo e Gey, pois essas células mantém muitas caracteristicas
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tipicas de trofoblasto humano ao secretar hormonios como gonadotrofina coridonica humana

(hCG), hormonio lactdgenico placenario (hPL), progesterona e estradiol (WOLFE, 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas congénita tem se tornado um grave problema de saude publica
mundial, uma vez que ¢ a principal rota de novos casos em paises ndo endémicos para a doenga.
Sabe-se que o uso de medicamentos na fase cronica da doenga, além de nao ser tao eficaz (10-
20%), pode causar efeitos colaterais para a mae e os efeitos teratogénicos no feto ainda sao
pouco conhecidos. Portanto, faz-se necessario o estabelecimento de novas estratégias
terapéuticas para diminuir a transmissao vertical e garantir um tratamento seguro para a mae e
o feto.

Nesse sentido, alguns estudos demonstram o potencial antiparasitario de Copaifera spp.,
no entanto, ndo existem estudos na literatura mostrando o potencial tripanocida de nenhuma
espécie de Copaifera spp. no tratamento da doenca de Chagas congénita.

Assim, levando em consideracdo que o género Copaifera spp. demonstrou em estudos
prévios seu potencial antiparasitario, esse trabalho buscou avaliar o potencial terapéutico de
Copaifera multijuga na infec¢ao por Trypanosoma cruzi em células trofoblasticas humanas
vilosas (BeWo), um modelo celular bem estabelecido e utilizado para estudos da interface

materno-fetal humana.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a acdo in vitro da 6leorresina e
extrato hidroalcodlico de C. multijuga na infec¢do por Trypanosoma cruzi em células

trofoblasticas humanas vilosas (linhagem BeWo).

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar a citotoxicidade da oleorresina e do extrato hidroalcodlico de C. multijuga em
c¢lulas BeWo e nos tripomastigotas de 7. cruzi;

- Avaliar a proliferacdo intracelular de amastigotas de 7. cruzi em células BeWo tratadas
ou nao com odleorresina ou extrato hidroalcoolico de C. multijuga;

- Avaliar a liberag@o de tripomastigotas de 7. cruzi no sobrenadante de células BeWo
tratadas ou ndo com Oleorresina ou extrato hidroalcodlico de C. multijuga;

- Avaliar a invasao, proliferacdo e morfologia de tripomastigotas pré-tratados ou nao
com Oleorresina ou extrato hidroalcodlico de C. multijuga em células BeWo;

- Avaliar a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células BeWo

infectadas ou ndo e tratadas ou ndo com Oleorresina ou extrato hidroalcodlico de C. multijuga.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta da oleorresina e do extrato hidroalcodlico de C. multijuga

As amostras de oOleorresina e extrato hidroalcoolico das folhas de C. multijuga foram
fornecidas pelo Professor Doutor Carlos Henrique Gomes Martins do Departamento de
Microbiologia (DEMIC), Instituto de Ciéncias Biomédica (ICBIM) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). A autorizagdo para realizar estudos cientificos com plantas de espécies da
biodiversidade brasileira foram solicitadas ao Conselho de Autorizacdo e Informacado sobre
Biodiversidade (SIBIO/ICMBio/MMA/BRASIL) e Gestdio do Patriménio Genético
(CGEN/MMA/BRASIL).

A Oleorresina e o extrato hidroalcoodlico das folhas de C. multijuga foram coletados na
regido Norte do Brasil, no estado do Amazonas, cidade de Manacapuru. A 6leorresina foi obtida
através da perfuracao dos troncos das arvores usando uma broca de 27, € os exsudatos retirados
foram armazenados em garrafas de vidro. A amostra da o6leorresina foi filtrada em filtro
sintético de 25 um e armazenada a 15 °C até sua utilizacdo (SILVA et al., 2017). O extrato
hidroalcoodlico foi obtido das folhas secas de C. multijuga ao ar (200g, 40 °C por 48 h), que
foram moidas e depois extraidas exaustivamente por maceragdo com 1,2 L de etanol/H20 (7:3)
a temperatura ambiente por 48h para fornecer 50g de extrato hidroalcoolico das folhas de C.
multijuga ap06s liofilizacdo (PIMENTA et al., 2019).

Todo o material vegetal coletado foi identificado por Silvane Tavares Rodrigues no
Herbarium IAN (EMBRAPA, Amazdnia Oriental), Milton Groppo Junior no SPFR Herbarium
(Universidade de Sao Paulo) e Haroldo Cavalcante de Lima no Herbario do Jardim Botanico
do Rio de Janeiro (JBRJ) por comparacao direta com vales de herbario auténticos, de qual um

certificado de identidade taxondmica esta disponivel mediante solicitagao.

4.2. Cultivo de células e parasito

Células trofoblasticas humanas vilosas (linhagem BeWo) foram adquiridas do
“American Type Culture Collection” (ATCC, Manassas, VA, EUA) e cultivadas em frascos de
cultura de 75 cm? contendo meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 (Cultilab,
Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab) e
antibioticos (10.000 U/ml de penicilina e 10 mg/ml de estreptomicina) (Sigma Chemical Co.,
St Louis, MO, EUA) em estufa umidificadaa 37 °C e 5% de CO». De acordo com o Comunicado
N°13/2012, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFU (CEP) declara que
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projetos de pesquisa que envolvam células adquiridas comercialmente ndo necessitam de
aprovacao ética pelo comité (Anexo I).

Formas tripomastigotas de cultura de tecidos (TCT) da cepa Y de 7. cruzi foram
mantidas em células VERO em meio RPMI 1640 (Cultilab) suplementado com 2% de SFB
(Cultilab) e antibidticos (10.000 U/ml de penicilina e 10 mg/ml de estreptomicina) (Sigma) em
estufa umidificada a 37 °C e 5% de COx.

4.3. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade das células BeWo frente aos tratamentos com o6leorresina (OR) ou extrato
hidroalcéolico (EH) de C. multijuga foi verificada usando o ensaio colorimétrico de MTT [(3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltertrazolim brometo)], seguindo o protocolo descrito por
Mosmann (1983).

Células BeWo (1x10%200 pl) foram plaqueadas em placas de 96 pogos em meio com
5% de SFB por 18 horas em estufa a 37 °C e 5% de CO». Em seguida, as células foram tratadas
com a 6leorresina ou extrato hidroalcéolico de C. multijuga em diferentes concentragdes (4, 8,
16, 32, 64, 128 e 256 pg/mL) em meio RPMI com 5% de SFB por 72 horas. As concentragdes
escolhidas foram baseadas em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa (TEIXEIRA et al.,
2020; MARTINEZ et al., 2023). Além disso, as c€lulas foram tratadas com 0,38% de DMSO
diluido em meio RPMI com 5% de SFB, a concentracao de DMSO usada na maior concentragao
da OR e EH de C. multijuga (256 pg/mL). Em adi¢do, as células foram tratadas com
Benzonidazol (50 pM) como controle positivo, sendo a concentragdo escolhida baseada em
estudos prévios (VILLARREAL et al., 2005; MEJIA-JARAMILLO et al., 201 1). Como
controle negativo, as células foram tratadas somente com meio RPMI com 5% de SFB.

Apo6s 72 horas de tratamento, os sobrenadantes foram descartados e as células foram
incubadas com 10 pl de MTT (5 mg/mL) acrescido de 90 uL. de meio RPMI com 10% de SFB
em estufa durante 4 horas. Em seguida, foi acrescentado 100 pl de solugdo contendo dodecil
sulfato de sodio (SDS) 10% e N, N-dimetil formamida a 50% para solubiliza¢do dos cristais de
formazan e deixado overnight (MOSMANN, 1983). A densidade 6ptica (DO) foi obtida a 570
nm em leitora de microplacas (VersaMax ELISA Microplate Reader, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) e os resultados foram expressos como % de células viaveis (viabilidade
celular) em relacdo ao controle negativo (100% viavel). Foram realizados trés experimentos

independentes com oito replicadas.
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4.4. Ensaio de viabilidade de tripomastigotas de 7. cruzi

A viabilidade de formas tripomastigotas de 7 cruzi frente ao tratamento com dleorresina
e extrato hidroalcodolico de C. multijuga também foi verificada pelo ensaio de MTT como
descrito anteriormente, com pequenas modificacdes.

Formas tripomastigotas de T. cruzi (1x10%/50 uL) foram adicionadas em placas de 96
pogos em meio com 5% de SFB e em seguida foram tratados com OR ou EH de C. multijuga
em diferentes concentragdes (4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256 pg/mL) em meio RPMI com 5% de
SFB por 72 horas. Em adicdo, os parasitos foram tratados com Benzonidazol (50 uM) como
controle positivo. Como controle negativo, os parasitos foram tratados somente com meio
RPMI com 5% de SFB.

Ap6s 72 horas de tratamento, foram adicionados 10 pl de MTT (5 mg/mL) nas diferentes
condi¢des em estufa durante 4 horas. Em seguida, foi acrescentado 100 pl de SDS 10% e N, N-
dimetil formamida a 50% para solubilizac¢do dos cristais de formazan e deixados overnight. A
densidade optica (DO) foi obtida a 570 nm em leitora de microplacas (VersaMax ELISA
Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) e os resultados foram expressos
como % de tripomastigotas vidveis em relacdo ao controle negativo (100% viavel). Foram

realizados trés experimentos independentes com oito replicadas.

4.5. Ensaio de proliferacdo intracelular de 7. cruzi e liberacdo de tripomastigotas no
sobrenadante

A proliferacdo intracelular de 7. cruzi em células BeWo tratadas com oleorresina e
extrato hidroalcoolico de C. multijuga foi verificada através da coloragdo com Giemsa e anélise
ao microscopio de luz.

Células BeWo (4x10*500 ul) foram plaqueadas em placas de 24 pogos sobre laminulas
de vidro circulares (13 mm) em meio RPMI com 5% de SFB por 18 horas em estufa a 37 °C e
5% de CO2. Em seguida, as células foram infectadas com tripomastigotas de 7. cruzi na
propor¢ao de 1,3 parasitos por célula (1,3:1) para o ensaio de proliferacao, e 10 parasitos por
célula (10:1) para o ensaio de liberagao de tripomastigotas no sobrenadante, ambos em meio a
2% de SFB por 3 horas. Apos esse tempo, os pocos foram lavados duas vezes com PBS 1x para
a remog¢ao dos parasitos extracelulares, e as células foram tratadas com concentracdes nao
toxicas da OR (16 e 32 pg/mL) e EH (32 e 64 ng/mL) de C. multijuga em meio RPMI com 5%
de SFB por 72 horas. Como controles, as células foram infectadas e tratadas com Benzonidazol

(50 uM) ou apenas infectadas e tratadas com meio RPMI com 5% de SFB.



30

Apds o tempo de tratamento, o sobrenadante foi descartado, as laminulas foram lavadas
Ix com PBS e entdo fixadas com metanol por 10 minutos. Em seguida, as laminulas foram
lavadas 1x com PBS, seguido da coloragdo com Giemsa (diluido em 4gua destilada na
propor¢ao de 1:20) por 30 minutos. Posteriormente, as laminulas foram descoradas em cinco
lavagens com PBS 1x, e apds um tempo de secagem, as laminulas foram montadas em laminas
com Entellan. Em seguida, as células foram analisadas em microscépio de luz para determinar
o indice de infec¢do (numero de células infectadas a cada 200 células observadas
aleatoriamente) e a proliferagdo intracelular de 7. cruzi (nimero de amastigotas totais
observados nas células infectadas) (KIAN et al., 2018).

Paralelamente ao ensaio de proliferacdo de 7. cruzi, foi realizada a analise de liberagao
de tripomastigotas no sobrenadante. Apos 72 horas de tratamento, os sobrenadantes foram
coletados e analisados quanto ao niimero de tripomastigotas, e na placa foi adicionado meio
RPMI com 5% de SFB para analise da liberacao de tripomastigotas nos trés dias posteriores
(96, 120 e 144 horas), sendo o meio reposto a cada 24 horas. Os sobrenadantes coletados foram
centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos, ressuspensos em 20 pl de meio e entdo contados em
camara de Neubauer a quantidade de tripomastigotas liberados no sobrenadante (KIAN et al.,
2018).

Para ambos os ensaios, foram realizados trés experimentos independentes em

quadruplicata.

4.6. Ensaio de invasdo e proliferacio de tripomastigotas de 7. cruzi pré-tratados com
oleorresina e extrato hidroalcoolico de C. multijuga

A invasao e proliferacao de 7. cruzi pré-tratados com a dleorresina de C. multijuga em
células BeWo foi verificada através da coloragdo com Giemsa e andlise no microscopio de luz.

Células BeWo (4x10%/500 ul) foram plaqueadas em placas de 24 pocos sobre laminulas
circulares (13 mm) em meio RPMI com 5% de SFB por 18 horas em estufa a 37 °C e 5% de
COs. Em seguida, as células foram infectadas com tripomastigotas na propor¢ao de 10 parasitos
por célula (10:1) para o ensaio de invasdo, e 1,3 parasitos por célula (1,3:1) para o ensaio de
proliferacdo. Estes parasitos foram pré-tratados previamente por 1 hora com OR (16 e 32
pg/mL), EH (32 e 64 pg/mL), Benzonidazol (50 uM) ou meio com 2% de SFB. Apos 3 horas
de infecgdo, dois protocolos experimentais distintos foram analisados: (I) invasao: apos as 3
horas, os pogos foram lavados trés vezes com PBS 1x para a remoc¢do dos parasitos que nao
invadiram, e as células foram coradas com Giemsa; (II) proliferagcdo: apos as 3 horas, os pogos

foram lavados trés vezes com PBS 1x para a remogao dos parasitos extracelulares, e as células
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foram tratadas com meio a 5% de SFB por 72 horas, e posteriormente corados com Giemsa,
como ja descrito anteriormente.

Para os ensaios de invasdo e proliferacdo, as células foram analisadas em microscopio
de luz para determinar o indice de infeccao (nimero de c€lulas infectadas a cada 200 células
observadas aleatoriamente) e a invasdo/proliferacdo de 7. cruzi (nimero de amastigotas totais
observados nas células infectadas).

Para o ensaio de invasdo, foram realizados dois experimentos independentes em
quadruplicata, enquanto que para o ensaio de proliferacao foi realizado um experimento em

quadruplicata.

4.7. Ensaio de producao de espécies reativas de oxigénio

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células BeWo infectadas ou ndo
com T. cruzi e tratadas ou ndo com OR e EH de C. multijuga foi verificado pela sonda 2',7'
diacetato de diclorofluoresceina (H2DCF-DA, Invitrogen, D399) que na presenca de ROS
forma o composto fluorescente 2',7' diclorofluoresceina (DCF), como descrito anteriormente
(MARTINEZ et al., 2023).

Células BeWo (1x10%200 ul) foram plaqueadas em placas escuras de 96 pogos em meio
com 5% de SFB por 18 horas em estufa a 37 °C e 5% de COz. Em seguida, as células foram
infectadas ou ndo com tripomastigotas de 7. cruzi na propor¢do de 1,3 parasitos por célula
(1,3:1) em meio a 2% por 3 horas. Apods esse tempo, os pogos foram lavados duas vezes com
PBS 1x para a remog¢ao dos parasitos extracelulares, e as células foram tratadas ou ndo com a
OR (16 e 32 pg/mL) ou EH (32 e 64 pg/mL) de C. multijuga, e BZN (50 uM) por 72 horas.
Como controles, as células foram infectadas ou nao com 7. cruzi e tratadas com meio a 5% de
SFB.

Apos o tempo de tratamento, o sobrenadante foi descartado, os pogos foram lavados 1x
com PBS e entdo incubados com a sonda ROS (10 uM diluido em PBS 1x com 10% de SFB)
por 45 min a 37 °C e 5% de COz no escuro. Como controle positivo da reagdo, células BeWo
foram tratadas previamente a incubagao da sonda com 3% de peroxido de hidrogénio (H20»,
diluido em PBS 1x) por 30 minutos. Apods o tempo, a sonda foi retirada, os pogos foram lavados
1x com PBS, e foi adicionado 100 pl de PBS 1x nos pogos para leitura. A intensidade média da
fluorescéncia de DCF foi detectada em leitora de microplacas (GlomaMax Discover System,
Promega, Madison, WI, USA) em comprimentos de onda de excitagdao e emissao de 488 nm e
522 nm, respectivamente. Foram realizados trés experimentos independentes com oito

replicatas.
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4.8. Analise da morfologia de tripomastigotas tratados com OR e EH de C. multijuga por
microscopia eletronica de varredura

A morfologia de tripomastigotas de 7. cruzi tratados com OR ou EH de C. multijuga foi
analisado por microscopia eletronica de varredura, como descrito anteriormente (COGO et al.,
2012).

Formas tripomastigotas de 7. cruzi (1x107/1000 mL) foram tratadas com OR (32 pg/mL)
ou EH (64 pg/mL) de C. multijuga, BZN (50 uM) ou meio com 2% de SFB por 1 hora. Apds o
tempo, o tratamento foi retirado, os parasitos foram lavados 1x com PBS e entdo fixados em
solugdo de Karnovsky contendo paraformaldeido a 2% e glutaraldeido 2,5% em tampao
cacodilato de s6dio 0,1 M por 2 horas. Ap6s o tempo, os parasitos foram lavados 2x com tampao
cacodilato de so6dio 0,1M e pos fixados com tetroxido de 6smio (OsO4) a 1% por 1 hora. Em
seguida, os parasitos foram lavados 2x com tampao cacodilato de sdédio 0,1M, e 10 puL de
parasito foi adicionado sobre laminulas circulares e deixados overnight a temperatura ambiente
para secagem. Posteriormente, as laminulas com os parasitos foram desidratadas em alcoois
com concentragdes crescentes (50, 70, 80, 90, 95 ¢ 100%, 5 minutos em cada), e entdo foram

analisadas em microscopio eletronico de varredura (Tescan, VEJA 3 LMU).

4.9. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o GraphPad Prism Sofware versao 9
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Todos os dados foram expressos como média
+ erro padrao da média (SEM). As diferengas entre os grupos foram avaliadas pelo teste One-
Way ANOVA ou Two-Way ANOVA (quando apropriado) com poés-teste de comparacao
multipla de Bonferroni para os dados paramétricos ou teste de Kruskall-Wallis com pos-teste
de comparagdo multipla de Dunn para dados ndo paramétricos. As diferengas estatisticas foram

consideradas significativas quando P < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. O tratamento com Oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. multijuga
foram téxicos para as células BeWo e tripomastigotas de 7. cruzi apenas nas maiores
concentracoes

O ensaio de MTT foi realizado com o objetivo de avaliar a possivel citotoxicidade da
Oleorresina e do extrato hidroalcodlico das folhas de C. multijuga em células BeWo e
tripomastigotas de 7. cruzi.

Em células BeWo, nos observamos que o tratamento com a oleorresina diminuiu a
viabilidade celular apenas nas concentragdes de 64, 128 ¢ 256 pg/mL em relagdo as células
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tratadas apenas com meio (meio) ( P < 0,0001) (Figura 1A), enquanto que o extrato

hidroalcoodlico das folhas diminuiu a viabilidade das células apenas nas concentragdes de 128
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(" P=0,0002) e 256 pg/mL (" P <0,0001) em relagcdo as células tratadas apenas com meio
(meio) (Figura 1B). O tratamento com BZN nao alterou a viabilidade celular se comparado as
células tratadas apenas com meio (Figuras 1A, B).

Nos tripomastigotas, nds observamos que o tratamento com BZN (P = 0,0179), bem

P <0,0001) diminuiram a

EEEE

como as concentragdes de 64, 128 e 256 pg/mL da 6leorresina (
viabilidade em relagdo aos tripomastigotas tratados apenas com meio (meio) (Figura 1C).
Além disso, nds observamos que as concentragdes de 64 (*P=0,0164), 128 e 256 ug/mL (**#P
<0,0001) foram mais efetivas em diminuir a viabilidade em relagdo aos tripomastigotas tratados
com BZN (Figura 1C). Em relacdo ao extrato hidroalcoodlico das folhas, nds observamos que

P <0,0001), bem como BZN (*P
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as concentracdes de 64 (P = 0,0009), 128 e 256 pg/mL (
= 0,0125) também diminuiram a viabilidade em relacdo aos tripomastigotas tratados apenas
com meio (meio) (Figura 1D). Em adicdo, nds observamos que as concentracdes de 128 e 256
png/mL do extrato hidroalcoolico das folhas foram mais efetivas em diminuir a viabilidade em
relagdio aos tripomastigotas tratados com BZN (***P < 0,0001) (Figura 1D).

Baseado nesses resultados, nds escolhemos duas concentragdes ndo toxicas para as

células BeWo de cada composto para a realizacao dos experimentos posteriores. Para a OR,



34

foram escolhidas as concentragdes de 16 e 32 ng/mL, enquanto que para o EH as concentragdes

de 32 e 64 ng/mL foram escolhidas.
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Figura 1: Viabilidade de células BeWo e tripomastigotas tratadoes com OR ou EH de C. multijuga. Células
BeWo e tripomastigotas de 7. cruzi foram tratadas com a 6leorresina (A, C) ou extrato hidroalcoolico (B, D) de
C. multijuga por 72 horas e entdo submetidos ao ensaio de MTT. Os dados foram apresentados como % de
células/tripomastigotas viaveis (viabilidade celular) em relagdo as células/tripomastigotas ndo tratados (meio,
100% de viabilidade). Diferencgas entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way ANOVA com pos teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni. Diferengas significativas em relagdo as células/tripomastigotas tratados com
meio ("P) ou tratadas com Benzonidazol (*P). Foram realizados trés experimentos independentes com oito

replicatas.

5.2. O tratamento com odleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. multijuga
reduziram a proliferacio intracelular de 7. cruzi em células BeWo

Realizamos o ensaio de proliferagdo intracelular para avaliar o impacto do tratamento
com Oleorresina e extrato hidroalcoolico das folhas de C. multijuga em células BeWo infectadas
com 7. cruzi.

Nos observamos que o tratamento com a 6leorresina nas concentragdes de 16 (‘P =
0,0262) e 32 ug/mL (P = 0,0473), bem como o extrato hidroalcéolico nas concentragdes de 32
("P = 0,0343) ¢ 64 pg/mL (P = 0,0031) diminuiram o nimero de células infectadas por T.
cruzi em relagdo as células infectadas e nao tratadas (Figura 2A). Em adicao, n6s observamos
que o tratamento com a 6leorresina nas concentragdes de 16 ("P = 0,0185) e 32 pg/mL (P =

0,0036), bem como o extrato hidroalcéolico nas concentragdes de 32 (P = 0,0038) e 64 pg/mL
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(" P=0,0003), além do BZN (" P =0,0008) diminuiram o nimero de amastigotas nas cé¢lulas
infectadas em relacdo as células infectadas e ndo tratadas (meio) (Figura 2B).
Fotomicrografias representativas de células BeWo (Figuras 2C-H) sao mostradas, onde
¢ possivel observar um grande nimero de amastigotas no citoplasma de células BeWo
infectadas e ndo tratadas (C) em relagdo as células infectadas e tratadas com BZN (D), OR 16

(E) e 32 pg/mL (F), EH 32 (G) e 64 pg/mL (H).
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Figura 2: Ensaio de proliferacio intracelular de 7. cruzi em células BeWo tratadas com OR e EH de C.
multijuga. Células BeWo foram infectadas por 7. cruzi durante 3 horas e posteriormente tratadas por 72 horas
com as concentragdes ndo toxicas da oOleorresina (16 e 32 pg/mL) ou extrato hidroalcodlico das folhas de C.
multijuga (32 e 64 pg/mL). O nimero de células infectadas (A) foi analisado em microscopio de luz para
determinar o indice de infec¢do (nimero de células infectadas a cada 200 células observadas aleatoriamente) e a
proliferacdo intracelular de 7. cruzi (B) (nimero de amastigotas totais observados nas células infectadas).
Diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way ANOV A com pds teste de comparagdes multiplas
de Bonferroni ou teste Kruskal-Wallis com pos teste de comparacdes multiplas de Dunn. Diferencas significativas
em relacfio as células infectadas e ndo tratadas (meio) (“P). Foram realizados trés experimentos independentes em
quadruplicata. Fotomicrografias representativas de células BeWo infectadas com 7. cruzi e ndo tratadas (C),
tratadas com Benzonidazol (D), tratadas com 6leorresina 16 pg/mL (E) e 32 pg/mL (F), ou extrato hidroalcoolico
das folhas 32 pg/mL (G) e 64 pg/mL (H). As setas indicam amastigotas de 7. cruzi no citoplasma de células BeWo.

Barra de escala: 50 um.

5.3. O tratamento com oOleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. multijuga
reduziram a libera¢io de tripomastigotas no sobrenadante de células BeWo

Para avaliar o impacto do tratamento com 6leorresina e extrato hidroalcoolico das folhas
de C. multijuga na liberagao de tripomastigotas no sobrenadante, foi realizado a contagem de
tripomastigotas de 7. cruzi no sobrenadante nos tempos de 72, 96, 120 e 144 horas apos a
infecgao.

Em rela¢do a OR, nds observamos que ambos tratamentos e o0 BZN foram capazes de
diminuir a liberacao de tripomastigotas em todos os tempos em relagdo as células infectadas e
ndo tratadas (meio), sendo estatisticamente diferente nos tempos de 96 (BZN: “P = 0,0139; 16
ug/mL: P =0,0166; 32 ug/mL: "P = 0,0157) e 144 horas (BZN: ~"P = 0,0004; 16 ug/mL: “P
=0,0388; 32 pg/mL: P =0,0072) (Figura 3A).

Em relagdo ao EH, nds observamos que ambas concentragcdes diminuiram a liberagao
de tripomastigotas também em todos os tempos em relacao as células infectadas e ndo tratadas
(meio), sendo estatisticamente diferente no tempo de 96 horas (32 ug/mL: ~*P = 0,0036; 64

*P =0,0002), enquanto que o BZN diminuiu nos tempos de 96 (*"P = 0,0005) e 144
horas ("*P =0,0003) (Figura 3B).

pg/mL:



37

A B
Dieormesina Exiralo hidroalcodlico das folhas
n ]
E 1005 'E 1044
— e —

m =
= 804 BZN (50 uM) ) 80 BN (50 )
2 — 16 pgriL E — 32 it
E 5 i 83 i E 5 a0 -
a E 32 pgimil 3 E o= 4 pgimi
B B -
T oM T 2% g
3 2 . 1
Ln 20 E 204 A —
a
E L] * r - -'E [} '.":'rf T T
-t T2 86 120 t44 = ] = 120 144

Horas pda-ieccio Horas pés-infecgio

Figura 3: Contagem de tripomastigotas de 7. cruzi no sobrenadante de células BeWo tratadas com OR e
EH de C. multijuga. O sobrenadante de células BeWo infectadas e tratadas com o6leorresina (16 e 32 pg/mL) e
extrato hidroalcodlico das folhas (32 e 64 pg/mL) de C. multijuga foram coletados apds 72 horas de tratamento,
bem como apds 96, 120 e 144 horas apos a infecgdo, e contados na cdmara de Neubauer quanto ao numero de
tripomastigotas no sobrenadante. Os dados foram apresentados quanto ao numero de tripomastigotas no
sobrenadante x10°/mL. Diferengas entre os grupos foram analisadas pelo teste Two-Way ANOVA com pos teste
de comparagdes multiplas de Bonferroni. Diferengas significativas em relagdo as células infectadas e ndo tratadas

(meio) (“P). Foram realizados trés experimentos independentes em quadruplicata.

5.4. O pré-tratamento de tripomastigotas de 7. cruzi com Oleorresina e extrato
hidroalcooélico das folhas de C. multijuga altera a morfologia do parasito, comprometendo
sua capacidade de invadir e proliferar em células BeWo

Para avaliar se o pré-tratamento com Oleorresina e extrato hidroalcoolico das folhas de
C. multijuga tem acao direta sobre os tripomastigotas de 7. cruzi, realizamos o ensaio de invasao
e de proliferacdo intracelular, bem como avaliamos a morfologia do parasito por microscopia
eletronica de varredura.

No ensaio de invasao, nds observamos que o pré-tratamento dos parasitos com ambas
concentragdes da OR ("*P < 0,0001) e do EH (*P < 0,0001), bem como o BZN (""P =
0,0002), diminuiram o numero de células infectadas por 7. cruzi em relagdo aos parasitos que
ndo foram tratados (meio) (Figura 4A). Em adicdo, ambas concentragdes da OR e EH, além do
BZN, diminuiram o nimero de amastigotas em relacao as células infectadas com parasitos nao
tratados (meio) (*"P < 0,0001) (Figura 4B).

Em relacdo ao ensaio de proliferagdo, nds observamos que o pré-tratamento dos
parasitos com ambas concentragdes da OR (16 pg/mL: “"P = 0,0002; 32 pg/mL: ™ P <
0,0001), do EH ("P < 0,0001), e BZN ("™*P < 0,0001) diminuiram o numero de células

R

infectadas por 7. cruzi em relacao aos parasitos que ndo foram tratados (meio) (Figura 4C).

Além disso, ambas concentragdes da OR e EH, bem como o BZN, também diminuiram o
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niimero de amastigotas em relacdo as células infectadas com parasitos ndo tratados (meio) (" P
<0,0001) (Figura 4D).

Imagens de microscopia eletronica de varredura de formas tripomastigotas sdo
mostradas (Figuras 4E-H), onde ¢ possivel observar parasitos ndo tratados com morfologia
normal (E), tratados com BZN e apresentando um inchaco no corpo do parasito (F), tratados
com 32 pg/mL da OR e apresentando um arredondamento/diminui¢do no corpo do parasito e
diminui¢ao do flagelo (G), e tratados com 64 ng/mL do EH e apresentando uma tor¢ao no corpo

do parasito (H).
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Figura 4: Invasio, proliferacio e morfologia de tripomastigotas de 7. cruzi pré-tratados com OR e EH de
C. multijuga. Células BeWo foram infectadas por 7. cruzi previamente pré-tratados por 1 hora com 6leorresina
(16 e 32 pg/mL) e extrato hidroalcoolico das folhas (32 e 64 ng/mL) de C. multijuga e analisados quanto a
capacidade de 7. cruzi invadir (A, B) e proliferar (C, D). A porcentagem de invasao/proliferagdo do parasito foi
analisada em microscopio de luz para determinar o indice de infeccdo (nimero de células infectadas a cada 200
células observadas aleatoriamente) e a invasao/proliferagdo de 7. cruzi (nimero de amastigotas totais observados
nas células infectadas). Diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way ANOVA com pos teste
de comparagdes multiplas de Bonferroni. Diferengas significativas em relagdo as células infectadas com parasitos
ndo tratados (meio) (*P). Foram realizados dois experimentos independentes em quadruplicata no ensaio de
invasdo e um experimento em quadruplicata no ensaio de proliferacdo. Imagens representativas de microscopia
eletronica de varredura de formas tripomastigotas de 7 cruzi ndo tratadas (E), tratadas com BZN (F), tratadas com

OR 32 pg/mL (G), e tratadas com EH 64 pg/mL (H). Barra de escala: 2 um.
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5.5. O tratamento com oOleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. multijuga
modularam a producio de ROS em células BeWo

Apo6s avaliarmos a diminuicao da proliferacdo de 7. cruzi em células BeWo tratadas
com OR e EH de C. multijuga, no6s avaliamos se esses dois compostos alterariam a produgao
de ROS em células infectadas ou nao e tratadas.

Nas células ndo infectadas, noés observamos que a concentracdo de 32 pg/mL da OR
(**P=0,0004) e ambas concentra¢des do EH (32 pg/mL: #*P=0,0078; 64 ug/mL: *P=0,0133)
apresentaram uma menor producdo de ROS em relagdo as células tratadas com benzonidazol
(Figura 5A).

Na presenca de infeccdo, células BeWo apenas infectadas (P = 0,0232) ou infectadas e
tratadas com ambas concentragdes do EH (32 pug/mL: P = 0,0006; 64 pg/mL: **P <0,0001)
aumentaram a produ¢do de ROS em relagdo as células nao infectadas e ndo tratadas (meio nao
infectado) (Figura 5B). Em adicdo, células infectadas e tratadas com BZN (4P =0,0258) e OR
32 pug/mL (%P = 0,0276) diminuiram a producio de ROS em relagdo as células apenas
infectadas (meio infectado), enquanto que o EH 64 pg/mL induziu um aumento (4P = 0,0125)
(Figura 5B). Além disso, ambas concentra¢cdes do EH (32 pug/mL: #*P = 0,0006; 64 pg/mL:
###p < 0,0001) tiveram uma maior produgdo de ROS em relagdo as células infectadas e tratadas

com BZN (Figura 5B).
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Figura 5 — Anélise da producio de ROS em células BeWo. Células BeWo foram infectadas ou ndo por 7. cruzi
durante 3 horas e posteriormente tratadas ou ndo por 72 horas com as concentragdes nao toxicas da 6leorresina (16
e 32 pug/mL) ou extrato hidroalcodlico das folhas de C. multijuga (32 e 64 pg/mL). As células foram incubadas
com a sonda 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (HoDCF-DA) e a produgdo de ROS foi medida por
fluorescéncia em leitora de placas e expressa como intensidade de fluorescéncia mediana (MFI). Diferencas entre
os grupos foram analisadas pelo teste One-Way ANOVA com pos teste de comparagdes multiplas de Bonferroni.
Diferencas significativas em relacdo as células niio infectadas (meio ndo infectado) (“P), células apenas infectadas
(4P), e células infectadas ou ndo e tratadas com BZN (*P). Foram realizados trés experimentos independentes com

oito replicatas.
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6. DISCUSSAO

A transmissdo materno-fetal de 7. cruzi caracteriza a Doenca de Chagas Congénita
(DCC), que ocorre quando o parasito atravessa a barreira placentaria e atinge o feto em
desenvolvimento, podendo causar, em casos graves, sintomas que podem rapidamente levar a
morte e ao risco de desenvolvimento de doengas cronicas incapacitantes e com risco ao longo
da vida (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010; ANTINORI et al., 2017; KEMMERLING et
al., 2019). Na América Latina, ocorrem mais de 15.000 casos de transmissdo congénita da
Doencga de Chagas por ano (CARLIER et al., 2012).

Em relagdo ao tratamento, apds a confirmagdo da infecg¢do por 7. cruzi, benzonidazol
ou nifurtimox devem ser administrados imediatamente, sendo que a taxa de controle da infec¢ao
varia em torno de 60% na infec¢do aguda, mas ndo € tdo eficaz na infecgdo cronica (10-20%)
(ALONSO-PADILLA et al., 2019). Além disso, ambas as drogas podem causar uma série de
efeitos colaterais para a gestante (MORILLA; ROMERO, 2015) e os possiveis efeitos
teratogénicos ainda ndo foram elucidados, por isso a utilizagdo dessas drogas ¢ contraindicada
para gestantes (CARLIER et al., 2011; OMS, 2020). Nesse sentido, a busca por ferramentas
terapéuticas alternativas que sejam eficazes e seguras para a mae e o feto se faz necessaria.

Neste contexto, muitos estudos tém demonstrado o potencial de diferentes compostos
de plantas do género Copaifera no controle de doengas parasitarias (PIERI, 2012; ALVES et
al., 2017; TEIXEIRA et al., 2020; MARTINEZ et al., 2023). Assim sendo, este estudo busca
avaliar o impacto da 6leorresina e do extrato hidroalcodlico das folhas de C. multijuga na
infec¢do por 7. cruzi em modelo de interface materno-fetal humana. Nos utilizamos células
BeWo como modelo de células trofoblasticas humanas vilosas, a qual ¢ considerada um
excelente modelo experimental para o estudo de DCC in vitro (LIEMPI et al., 2015, MEDINA
et al.,2018; TRIQUELL et al., 2018).

Inicialmente, para avaliar o impacto da Oleorresina e do extrato hidroalcodlico das
folhas de C. multijuga em células BeWo, verificamos a viabilidade das células tratadas com
diferentes concentragcdes de ambos compostos. Nossos resultados mostraram que células BeWo
tratadas com a dleorresina e extrato hidroalcoolico exibiram viabilidade celular reduzida apenas
nas maiores concentragdes. Em concordancia com nossos resultados, um estudo de Alves e
colaboradores (2017) buscou avaliar a genotoxicidade da odleorresina de C. multijuga em
hepatdcitos de camundongos, e foi visto que apenas na maior concentragao ela causou algum
dano. Em um estudo recente do nosso grupo de pesquisa, a 6leorresina e o extrato hidroalcoolico
de C. multijuga também foram toxicos para as células BeWo e HTR-8/SVneo apenas em

maiores concentra¢des (MARTINEZ et al., 2023).
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Além disso, também avaliamos a viabilidade dos compostos de C. multijuga
diretamente nos tripomastigotas de 7. cruzi e observamos que, assim como para as células,
ambos 0s compostos também foram toxicos apenas nas maiores concentragdes (OR: 16 e 32
ug/mL; EH: 32 ¢ 64 pg/mL). E importante destacar que essa diminui¢do na viabilidade dos
tripomastigotas foi maior que o tratamento com o benzonidazol, e apesar do tratamento
convencional ser mais efetivo na fase aguda da doenga (cerca de 60%) onde hé a presenca de
tripomastigotas na corrente sanguinea, estudos demonstram que o parasito desenvolveu
mecanismos de resisténcia a essa droga (CAMPOS et al., 2014; VELA et al., 2021; LIMA et
al., 2023), destacando a importancia por novas estratégias terapéuticas que sejam eficazes
também na fase aguda da infecgdo.

Em seguida, para avaliar a proliferacdo intracelular do parasito, tratamos as células
BeWo infectadas com 7. cruzi por 72 horas com concentragdes nao toxicas da 6leorresina e do
extrato hidroalcoolico das folhas de C. multijuga. Nossos dados mostram que ambos 0s
compostos foram capazes de diminuir a proliferagdo intracelular de 7. cruzi em células BeWo.
Corroborando com nossos dados, Izumi e colaboradores (2012) mostraram que terpenos
presentes em Oleorresinas de Copaifera spp. promoveram alteragdes no metabolismo oxidativo,
induziram autofagia e diminuiram a proliferacdio de formas replicativas de 7. cruzi,
principalmente em amastigotas. Em outro trabalho, Izumi e colaboradores (2013) avaliaram o
efeito da oleorresina de oito espécies de Copaifera, incluindo C. multijuga, contra todas as
formas evolutivas de 7. cruzi, e observaram um efeito potente de inibi¢do sobre todas as formas
evolutivas do parasito. Outro estudo demonstrou que a dleorresina e o acido caurenoico de C.
martii diminuiram significativamente a taxa de infec¢do e proliferacdao das formas amastigotas
de T. cruzi em macréfagos peritoneais murinos € em células HeLa (KIAN et al., 2018),
destacando o potencial tripanocida desses compostos.

Uma vez dentro da célula, os amastigotas iniciam a replicacdo no citoplasma da célula
hospedeira, se diferenciam novamente em tripomastigotas, € sao posteriormente liberados para
o meio extracelular, podendo infectar novas células e disseminar pelo organismo. Visto que o
tratamento com a OR e EH diminuiu o niimero de amastigotas nas células BeWo, nos
perguntamos se a diferenciacdo e consequentemente a liberacdo de tripomastigotas seria
comprometida. Nossos dados mostram que, apesar de ndo haver diferenga estatistica nos tempos
de 72 e 120 horas, houve uma tendéncia em diminuir a liberagdo de tripomastigotas no
sobrenadante, sugerindo uma acdo direta desses compostos no parasito que podem

comprometer sua capacidade de infectar novas células e disseminar pelo organismo.



42

Para testar essa hipdtese, nos realizamos ensaios de invasao e prolifera¢do pré-tratando
tripomastigotas por 1 hora. Nossos dados mostram que o parasito pré-tratado teve uma menor
capacidade de invadir e proliferar em células BeWo. Um estudo recente mostrou que compostos
naturais podem afetar diferentes estruturas em 7. cruzi e Leishmania spp., € ha a hipotese de
que a mitocondria seja um alvo estratégico para induzir a morte do parasito (LAZARIN-
BIDOIA et al., 2022). Para avaliar se a OR e EH de C. multijuga poderia estar alterando a
morfologia de 7. cruzi, nds analisamos formas tripomastigotas pré-tratadas por 1 hora em
microscopio eletronico de varredura, e observamos que ambos compostos induziram alteragdes
morfoldgicas no corpo do parasito, como encurtamento do corpo ¢ do flagelo e tor¢do do
parasito, o que pode explicar sua dificuldade em invadir e proliferar dentro da célula. Na
literatura ¢ relatada a capacidade de Copaifera spp. em causar alteragdes estruturais em
diferentes protozoarios, como a fusdo de membranas em 7. gondii comprometendo sua
capacidade replicativa (TEIXEIRA et al., 2020), ruptura da membrana plasmatica, retragao do
flagelo e arredondamento de Leishmania spp (SANTOS et al., 2013; DE MORAES et al.,
2018), bem como ruptura da membrana plasmatica e formacdo de vactiolos membranosos em
T. cruzi (IZUMI et al., 2012; IZUMI et al., 2013). Esses achados sdo importantes para a
descoberta de organelas e moléculas alvo do parasito para avaliar o possivel uso terapéutico
desses compostos, sendo necessarios estudos mais aprofundados para descobrir quais moléculas
presentes nesses compostos que possuem propriedades antiparasitarias.

Apds demonstrarmos o efeito de C. multijuga diretamente sobre os tripomastigotas e
amastigotas de 7. cruzi, buscamos avaliar a agdo da 6leorresina e do extrato hidroalcoolico na
modulagdo de espécies reativas de oxigénio em células BeWo, e se isso poderia estar
contribuindo para o controle da proliferacao de 7. cruzi. N6s observamos que na presenca da
infeccdo ha um aumento na producdo dessa molécula em relagdo as células ndo infectadas, e
sabe-se que ROS pode favorecer a infec¢do por 7. cruzi na célula hospedeira e contribuir para
a patologia da doenga de Chagas, mas os mecanismos envolvidos nesse processo sao pouco
compreendidos (MALDONADO et al., 2020; PAIVA; MEDEI; BOZZA, 2018). Por outro lado,
o tratamento com BZN e a maior concentragdo da OR (32 pg/mL) diminuiu essa produgdo em
relacdo as células infectadas, enquanto que a maior concentracao do EH (64 pg/mL) aumentou
em relagdo as células infectadas.

E conhecido que 6leorresinas de Copaifera spp. possuem atividades anti-inflamatorias
(DA TRINDADE; DA SILVA; SETZER, 2018), entdo ¢ plausivel que atuem diminuindo a
producdo de ROS. Em concordancia com esses achados, Teixeira e colaboradores (2020)

observaram que quatro espécies de Copaifera reduziram a producao de ROS em células BeWo
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infectadas por 7. gondii e ainda sim foi capaz de controlar a proliferacdo do parasito. Em outro
estudo, Kian e colaboradores (2018) demonstraram que o tratamento com Oleorresina de C.
martii reduziu a produ¢ao de ROS em macrofagos infectados por 7. cruzi, também sendo capaz
de controlar a proliferacao do parasito, destacando que um dos mecanismos antiparasitarios
promovidos por Copaifera spp. € através da inducdo de uma resposta anti-inflamatoria, sendo
importante para uma gestacdo bem-sucedida, uma vez que uma resposta inflamatoria
exacerbada pode causar desequilibrio gestacional, levando ao aborto espontaneo. Em adigao,
no contexto da infec¢do por 7. cruzi, essa diminui¢do de ROS pode contribuir para o controle
da proliferag¢do do parasito.

Por outro lado, o EH induziu um aumento na produ¢do de ROS em relagao as células
apenas infectadas. Mesmo sendo compostos da mesma espécie, € plausivel que possam gatilhar
diferentes mecanismos intracelulares, uma vez que a composi¢ao quimica de cada composto
varia entre espécies e mesmo dentro do mesmo espécime (ARRUDA et al., 2019). Sabe-se que
ROS sao produzidas principalmente nas mitocondrias e em niveis basais desempenham papéis
essenciais para a fisiologia celular, porém em altas concentragdes essas moléculas podem
induzir estresse oxidativo, causando a oxida¢do de macromoléculas, principalmente lipidios,
proteinas e DNA, podendo desencadear a morte celular (KIRKINEZOS; MORAES, 2001).
Apesar de ROS contribuir com a proliferacdo de 7. cruzi, Lazarin-Bidoia e colaboradores
(2013) demonstraram que o eupomatenoide-5 (isolado das folhas de Piper regnellii) induziu
um desequilibrio oxidativo nas trés formas evolutivas de 7. cruzi, especialmente
tripomastigotas, refletido por uma diminui¢@o na atividade da tripanotiona redutase e aumento
na formag¢ao de ROS, sendo essas alteracdes eventos chave na inducao da morte do parasito por
varias vias, incluindo apoptose, necrose e autofagia. Assim, € possivel sugerir que o aumento
da producdo de ROS induzido pelo EH pode contribuir parcialmente para o controle da
proliferacdo de 7. cruzi em células BeWo, mas o efeito tripanocida promovido pelo EH esteja
mais relacionado com uma agao direta desse composto no parasito do que a modulagao positiva

de ROS.



44

7. CONCLUSAO

Considerando nossos resultados, nds concluimos que a O6leorresina e o extrato
hidroalcoolico das folhas de Copaifera multijuga foram eficazes no controle da invasao,
proliferagdo e disseminacao de 7. cruzi em células BeWo, sendo esse fenomeno relacionado
com uma agdo direta no parasito, bem como a modulacdo da produc¢do de ROS nas células
BeWo, destacando o potencial desses compostos como estratégias terapéuticas alternativas para
o tratamento da doenca de Chagas congénita. No entanto, estudos mais detalhados sdo
necessarios para avaliar quais moléculas bioativas presentes nesses compostos apresentam
atividade antiparasitaria, além de avaliar as alteracdes ultraestruturais nas formas amastigotas e
epimastigotas, modulacdo da resposta imune mediada por citocinas, bem como experimentos

em modelo ex vivo da interface materno fetal humana.
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AS PESQUISAS CUJOS DADOS SERAO OBTIDOS EXCLUSIVAMENTE COM O

USO DE [:ELUI_;&S- ADQUIRIDAS COMERCIALMENTE NAO NECESSITAM DE
ANALISE ETICA POR UM CEP.

EXEMPLOS DESSAS CELULAS: HeLa; BeWo: JEG-3; HTR-8; HFF; Caco-2.

Uberliindia, (4 de maio de 2012,
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Profe. Dra. Sandm Terezinha de Farias Furtado
Coordenadom do CEP/UFU



