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RESUMO

Toxoplasma gondii ¢ um parasito intracelular obrigatorio causador da
toxoplasmose. Para individuos imunocompetentes, esta infeccdo ¢, geralmente,
assintomatica. Em gestantes, porém, a toxoplasmose congénita apresenta maior
gravidade, e ¢ ocasionada pela passagem de taquizoitos pela barreira placentaria,
atingindo, entdo, o feto. Neste contexto, a infec¢do pode gerar graves sequelas no
desenvolvimento embrionario. O tratamento convencional ¢ feito a partir da combinagdo
de dois farmacos, sulfadiazina e pirimetamina, mas ¢ dificultado pela toxicidade do
medicamento e por seus efeitos colaterais, especialmente nos primeiros meses da
gestacdo. Assim, ¢ fundamental a busca por outras estratégias terap€uticas com destaque
para os fitoterapicos e plantas medicinais, os quais podem apresentar menos reagoes
adversas ao longo do tratamento. Nesse sentido, muitos compostos de diferentes espécies
vegetais tém sido estudados, e estes ensaios mostram seus diversos potenciais
terapéuticos. A roma (Punica granatum L.) esta presente em diversos estudos que
evidenciam sua atividade antifungica, antiviral, antimetastitica e anti-inflamatoria.
Entretanto, ainda ndo ha estudos que demonstrem sua atividade contra 7. gondii,
especialmente na interface materno-fetal. Desta maneira, o presente trabalho teve como
objetivo a avaliag¢do dos efeitos in vitro do extrato hidroalcoolico da casca do fruto de P.
granatum na infecgdo por 7. gondii em células trofoblasticas humanas extravilosas (HTR-
8/SVneo), em etapas iniciais e tardias. Foi avaliada a citotoxicidade do composto em
diferentes concentragdes, no qual foi observado que somente a maior concentracao foi
toxica para as células, ao passo que as demais concentragdes ndo-toxicas controlaram a
proliferacdo intracelular do parasito. Ademais, o pré-tratamento de taquizoitos de 7.
gondii com o extrato alterou a morfologia do parasito, dificultando sua invasdo e
proliferacdo. Além disso, o tratamento com este composto também mostrou uma reacao
antiparasitaria irreversivel. Isto posto, através destes estudos foi possivel concluir que o
tratamento com o extrato hidroalcodlico de P. granatum foi eficaz no controle da
infeccdo, o que demonstra seu possivel potencial terapéutico no tratamento desta

infecgao.

Palavras-chave: Toxoplasmose congénita. Tratamento fitoterapico. Toxoplasma gondii.

Extrato de Punica granatum. HTR-8/SVneo.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that causes toxoplasmosis.
In immunocompetent individuals, this infection is usually asymptomatic. However, in
pregnant women, congenital toxoplasmosis is more severe and is caused by the passage
of tachyzoites through the placental barrier, reaching the fetus. In this context, the
infection can cause several damages in the embryo development. The conventional
treatment involves a combination of two drugs, sulfadiazine and pyrimethamine, but is
impaired by the medication's toxicity and its side effects, especially in the early stage of
pregnancy. Thus, it is essential to explore other therapeutic strategies, especially
phytotherapy and medicinal plants, which may have less adverse reactions throughout the
treatment. In this sense, many compounds from different plant species have been studied,
showing therapeutic potentials. Pomegranate (Punica granatum L.) is present in many
studies highlighting its antifungal, antiviral, anti-metastatic, and anti-inflammatory
activities. However, there are no studies showing its activity against 7. gondii, especially
in the maternal-fetal interface. Therefore, this study aimed to evaluate the in vitro effects
of the hidroalcoholic extract from the peel of P. granatum fruit on T. gondii infection in
human extravillous trophoblastic cells (HTR-8/SVneo), in early and late stages. The
cytotoxicity of the compound at different concentrations was evaluated, and it showed
that only the highest concentration was toxic to the cells, while the others non-toxic
controlled the intracellular parasite proliferation. Furthermore, pre-treating 7. gondii
tachyzoites with the extract changed the parasite's morphology, hindering its invasion and
proliferation. In addition, the treatment with this compound also showed an irreversible
antiparasitic reaction. Therefore, these studies concluded that treatment with the
hidroalcoholic extract of P. granatum was effective in the infection control, proofing its

potential therapeutic value in the treatment of the infection.

Key-words: Congenital toxoplasmosis. Herbal treatment. Toxoplasma gondii.

Pomegranate extract. HTR-8/SVneo.
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1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii: caracteristicas gerais e ciclo de vida

Toxoplasma gondii ¢ um protozoario cosmopolita e parasito intracelular
obrigatorio de varios animais homeotérmicos, como seres humanos (DUBEY, 2010;
TENTER et al., 2000). O sucesso evolutivo desta espécie ¢ garantido, dentre outros
fatores, por seu comportamento generalista, ou seja, por sua capacidade de infectar

diferentes tipos celulares de diferentes hospedeiros (SOUZA, 2010; TONG et al., 2021).

No Brasil, 7. gondii foi primeiramente descrito por Splendore, em 1908, e, no
mesmo ano, Nicolle e Manceaux descreveram a presenga de taquizoitos nos tecidos de
um roedor africano, Ctenodactylus gundi (DUBEY, 2009). Em 1909, Nicolle e Manceaux
também denominaram o género Toxoplasma, cujo nome se refere ao formato de meia-lua
do taquizoito (DUBEY, 1998; FORTES, 1993; SOUZA, 2010). T. gondii pertence ao filo
Apicomplexa, cuja caracteristica do grupo € a presenga do complexo apical em sua regido
anterior, a qual se caracteriza por um conjunto de organelas especializadas formadas pelo
conoide, micronemas, roptrias, anel polar, granulos densos e microtibulos provenientes
do citoesqueleto, as quais secretam ativamente proteinas e lipideos, responsaveis pela
adesdo e invasdo do parasito na célula hospedeira (DUBEY, 1998; CARRUTHERS,
2002; BLADER et al., 2015; NEVES; 2016). Sendo um parasito intracelular obrigatorio,
este organismo conta com este sistema de invasao muito eficiente, garantindo sua

transmissdo e sobrevivéncia nas células hospedeiras (TEO et al., 2007).

Em relagdo a morfologia, 7. gondii apresenta trés formas evolutivas infectantes:
taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos (SOUZA, 2010; NEVES, 2016), e seu ciclo de
vida ¢ heteroxeno facultativo, com uma fase sexuada, presente em seus hospedeiros
definitivos (géneros Felis e Lynx), e uma fase assexuada em seus hospedeiros paraténicos
ou intermediarios, como humanos e outros animais de sangue quente (NEVES, 2016), os
quais podem ser infectados pelo consumo de carne crua contaminada contendo cistos ou

agua e alimentos contaminados com oocistos maduros (REY, 2001).

Os taquizoitos, como ja mencionado, possuem uma forma de arco, estdo presentes
na fase aguda da infec¢do e sdo de proliferagdo rapida. Ja os bradizoitos, de morfologia
semelhante aos taquizoitos, constituem a forma cistica da doenga; sdo de multiplicagdo

lenta e, devido a sua resisténcia ao sistema imune, podem passar longos periodos
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encistados nos tecidos do hospedeiro (SOUZA, 2010). Em casos de imunossupressdo do
individuo, os bradizoitos podem retornar a atividade, mudando-se em taquizoitos e
culminando na reagudizagdao da doenca. Os esporozoitos, por sua vez, sao abrigados
dentro dos oocistos, os quais sdo liberados ainda imaturos junto as fezes do hospedeiro
definitivo, tornando-se infectantes em situagdes ambientais favoraveis (DUBEY, 1998;

JEFFERS et al., 2018; SOUZA, 2010).

A infeccao por Toxoplasma gondii pode ocorrer pelo contato direto com as fezes
de gatos ou outros felideos infectados, pela ingestdo de oocistos presentes em dgua ou
alimentos contaminados, como carnes cruas ou malpassadas contendo os cistos teciduais
(bradizoitos), por transplante de 6rgdos ou transfusdo sanguinea de doadores infectados
(NEVES, 2016). Apos a ingestdo, os cistos contendo bradizoitos ou oocistos cheios de
esporozoitos sao rompidos no estdmago, liberando os parasitos que penetrardo na mucosa
do intestino delgado e se mudardo em taquizoitos, os quais parasitam ativamente varias
células do organismo, reproduzindo-se e proliferando por endodiogenia, reproducdo
assexuada na qual as células-filhas s3o formadas no interior da célula-mae. Assim, novos
taquizoitos serdo liberados na corrente sanguinea e irdo parasitar outras células. Durante
a infeccdo, podem ser formados cistos no tecido nervoso e nos musculos, culminando na

cronificagdo da doenga (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Nos felinos (hospedeiros definitivos) ocorre a fase sexuada. ApoOs a ingestdo de
cistos contendo bradizoitos pelos felinos, hé a liberacao de parasitos na mucosa gastrica,
0s quais migram para o epitélio intestinal e se replicam por esquizogonia e formam
esquizontes. O nucleo dos esquizontes inicia lentamente sua individualizagdo através da
divisdo da membrana plasmadtica, originando os merozoitos. Estes, por sua vez, dao
origem aos gametas e, havendo fecundagdo, formam os oocistos. Apds cair na luz
intestinal, os oocistos, os quais abrigam os esporozoitos, sdo liberados para o meio
ambiente juntamente com as fezes destes animais (MONTOYA; LIESENFELD, 2004;
ROBERT-GANGNEUX, 2014; AL-MALKI, 2021). Para os seres humanos, além das
vias de transmissdo ja citadas, ha também a transmissdo vertical, isto ¢, da mae para o

feto (JONES et al., 2003; TONG et al., 2021).

1.2 Toxoplasmose

Toxoplasma gondii é o agente causador da toxoplasmose, uma importante doenga
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de ampla prevaléncia e distribui¢do, acometendo cerca de um ter¢o da populagdo mundial
(YAN, 2016; TONG et al., 2021). Na América Latina e paises tropicais africanos, por
exemplo, a prevaléncia ¢ alta, podendo variar de 30 a 90% (ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012; DUBEY et al., 2014). A transmissdo pode ocorrer por ingestio dos
oocistos em dgua e alimentos contaminados, transplante ou transfusdo sanguinea de
doadores infectados, ou por via transplacentdria, da mae para o feto (TENTER, 2000;
SOUZA, 2010; NEVES, 2016).

Os sintomas da toxoplasmose sdo variaveis. Na fase aguda, por exemplo, a
disseminagdo ¢ rapida; febre, dores musculares, dores de cabeca e alteragcdes da visdo
devido a presenca de parasitos na retina podem aparecer. Além disso, a alta concentragdo
de parasitos no sangue colabora para um alto indice de disseminacdo pelo organismo.
Neste periodo, a doenca torna-se perigosa para individuos imunodeficientes e durante a
gestacdo (TENTER, 2000; MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Para individuos
imunocompetentes, por sua vez, seu sistema imunoldgico age encistando os bradizoitos,
culminando na fase cronica da doenga, que ¢, geralmente, assintomatica (MONTOYA;

LIESENFELD, 2004).

Um outro fator que interfere na manifestacio de sintomas ¢ a variedade de cepas,
as quais podem ser mais ou menos virulentas (SIBLEY ef al., 2009). A linhagem clonal
tipo I estd geralmente associada a manifestagdes de doengas oculares graves. A linhagem
II, por sua vez, estd presente em casos de infeccdo cronica, infec¢do congénita € em
pacientes imunodeficientes; ja a cepa tipo III esta presente em outros animais: € em
humanos ¢ normalmente assintomética (SIBLEY et al., 2009). H4, ainda, algumas cepas,
denominadas recombinantes ou exéticas, que sdo encontradas principalmente na Africa e
América do Sul, e estdo relacionadas com toxoplasmoses ocular e congénita

(PETERSEN, 2007; DUBEY, 2012).
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Ciclo de vida de Toxoplasma gondii

= -

Cocistos

1\—-—--'-—“-\ fecals

Transmissao
transplacentaria

Clstos teciduals

Fonte: MSD Manuals

1.3 Toxoplasmose congénita

A toxoplasmose congénita ¢ vista como uma das formas mais graves da doenca e
a incidéncia global chega a cerca de 190 mil casos por ano (TORGERSON,
MASTROIACOVO, 2013). No estado de Minas Gerais, ha uma prevaléncia del3 casos
(recém-nascidos) a cada 10.000 nascimentos (CARELLOS et al., 2013). Apesar de sua
importante funcao protetora, a barreira placentaria pode ndo resistir a infec¢ao, e os
taquizoitos podem atravessa-la (JEFFERS er al., 2019) e infectar o feto, devido a
imunossupressao natural decorrente da gravidez (JONES et al., 2003). Alguns estudos
mostram que a reativagdo da doenca pode ocorrer durante a gravidez e, neste caso, pode
resultar em efeitos adversos para feto em desenvolvimento (CARLIER et al., 2012). A
infec¢do prévia ou durante a gestacdo pode prejudicar a saude do feto, podendo causar

danos no sistema nervoso, retinocoroidite, hidrocefalia, calcificacOes intracranianas,
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crescimento fetal prejudicado e até a perda gestacional (JONES et al., 2003; FALLAHI
etal.,2018).

Quando a mae ¢ infectada no primeiro trimestre de gestagdo, as chances de
infec¢do do feto sdo mais baixas, mas a doenca ¢ mais severa nesta idade. Por outro lado,
quando a infecgdo se da no terceiro trimestre, os riscos de transmissao ao feto sdo maiores,
ao passo que o comprometimento fetal ¢ menor (DUNN et al., 1999; JONES et al., 2003).
No inicio da gestagao, a barreira placentaria atinge uma espessura de 50-100 pm e diminui
progressivamente para 2,5-5 pm no final da gravidez, o que facilita a invasdo de
patogenos nos trofoblastos (BLASZKOWSKA; GORALSKA, 2014; HOO; NAKIMULI;
VENTO-TORMO, 2020). Em adi¢do, a medida em que a gestagdo evolui, a camada de
trofoblastos vilosos se torna descontinua e diminui sua capacidade proliferativa, tornando
a camada de sinciciotrofoblasto mais fina e descontinua, o que diminui a barreira
placentaria (CARLIER ef al., 2012; ROBBINS et al., 2012). O feto, o recém-nascido e o
lactente jovem com infec¢cdo congénita por 7. gondii podem apresentar complicacdes
associadas a infeccdo, como complicacgdes na retina que podem chegar a idade adulta. Os
bebés diagnosticados com toxoplasmose congénita no pré-natal sdo tratados no pos-natal,
independentemente de o tratamento da mae ter sido realizado ainda na gravidez

(TORQUATO, 2022).

1.4 Tratamento

Uma vez diagnosticada a infec¢do sem que os taquizoitos tenham, ainda, infectado
o feto, ¢ indicada & gestante o uso de espiramicina, um antibidtico que previne a
transmissao ao feto (REMINGTON et al., 2010; SERRANTI; BUONSENSO;
VALENTINI, 2011; PEYRON et al., 2017). Porém, este medicamento nao ¢ capaz de
atravessar a placenta e, portanto, ndo se torna eficaz quando a infec¢do congénita ¢é
confirmada (MONTOYA; REMINGTON, 2008).

Neste contexto, as drogas de primeira escolha s3o uma combinacdo de
sulfadiazina e pirimetamina com suplementagdo de acido folinico, e estes medicamentos
desempenham uma atividade sinérgica contra a replicagdo do taquizoito, através da
inibi¢do sequencial de enzimas como a dihidropteroato sintase (DHPS)e dihidrofolato
redutase (DHFR). Estas proteinas, por sua vez, sdo responsaveis pela sintese de
compostos de folato, muito importantes na formacao de acidos nucleicos e consequente

replicagdo do parasito (ANDERSON, 2005; DOLIWA et al., 2013). Existem, ainda,
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drogas de segunda, terceira e quarta escolhas, respectivamente, como sulfadoxina +
pirimetamina, com suplementacdo de acido folinico, a associacdo entre sulfametoxazol,
trimetoprim e espiramicina e azitromocina + pirimetamina com a suplementacao de acido
folinico (VALENTINI et al., 2015; PEYRON, 2019).

Apesar da fundamental importancia do tratamento convencional para o controle
da infecgdo, estes medicamentos podem ser toxicos, além da eficacia restrita a fase aguda
da doenca (MONTOYA; REMINGTON, 2008). Além disso, estudos mostram que 7.
gondii possui um potencial adaptativo, o que culmina em parasitos resistentes a agao dos
farmacos convencionalmente utilizados (SILVA et al., 2017). Ademais, ha muitos efeitos
adversos descritos: o uso de pirimetamina durante o primeiro trimestre de gestagcdo ndo ¢
indicado por ser um medicamento que apresenta efeitos teratogénicos, como supressao
da medula 6ssea, anemia, leucopenia e hipersensibilidades (MONTOYA; REMINGTON,
2008; OZ, 2014; PETERSEN apud. MARTINEZ, 2023). Neste contexto, o tratamento
para toxoplasmose congénita ainda ¢ limitado, afetanto a qualidade de vida e a satde da

gestante e do feto (TEIXEIRA et al., 2020)

Portanto, em decorréncia dos efeitos adversos causados pelo tratamento
convencional, ¢ importante considerar o estudo e o desenvolvimento de tratamentos
alternativos. Novos estudos apontam azitromicina com potencial terapéutico na
interface materno-fetal (FRANCO et al., 2011; CASTRO-FILICE et al., 2014;
RIBEIRO et al., 2017; FRANCO et al., 2019) e enrofloxacina e toltrazuril também
tém sido vistos como estratégias alternativas para prevenir ou tratar a toxoplasmose
congénita em modelos experimentais como primeiros estudos destas formas
alternativas (SILVA et al., 2017). Além destes, nanoparticulas também tém sido
estudadas como alternativas eficazes no combate a proliferacdo parasitdria em

modelos experimentais (COSTA et al., 2021).

Adicionalmente, produtos naturais também tém sido estudados e demonstram
um potencial promissor para o tratamento contra toxoplasmose (PORTES et al., 2012;
LEESOMBUN, 2019; TEIXEIRA et al., 2020; MARTINEZ et al., 2023; TEIXEIRA
et al., 2023; TEIXEIRA et al., 2023;), especialmente por suas atividades

antiparasitarias e baixa toxicidade para as células.
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1.5 Plantas medicinais com atividade antiparasitaria

O uso de plantas para fins medicinais estd presente na sociedade desde a
antiguidade. No entanto, o mercado fitoterapico teve uma queda com o advento das
industrias farmacéuticas, estimulando o uso de farmacos sintéticos (RATES, 2001). No
entanto, com o aprimoramento das tecnologias de exploracdo e isolamento dos compostos
das plantas, tem sido observada uma poténcia na medicina fitoterapica, além da
significativa reducdo da toxicidade dos compostos, aumentando sua eficiéncia em
diversos tratamentos (GADELHA et al., 2013). Nesse sentido, a busca por ferramentas
terapéuticas alternativas, principalmente na linha de fitoterapicos e produtos naturais, tém
ganhado aten¢do; isto porque, além dos efeitos promissores observados, estes
medicamentos sao menos toxicos € podem diminuir os efeitos colaterais associados ao

tratamento convencional (SHARIF, et al., 2016).

A nivel mundial, segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
aproximadamente 80% da populagdo mundial faz uso de plantas medicinais para o
tratamento de diversas patologias e, deste nimero, muitos paises em desenvolvimento
dispdem somente destes compostos para o tratamento, em decorréncia da pobreza ou falta
de acesso a outros medicamentos, uma vez que plantas medicinais sdo de facil obtenc¢do
e uso tradicional, por meio de chas, infusdes, extratos brutos e medicamentos fitoterapicos

(RATES, 2001; FIRMO et al., 2012).

Segundo a Anvisa, uma planta € considerada medicinal quando possui substancias
que, quando administradas ao ser humano, podem prevenir, curar ou tratar doencas. No
Brasil, a comercializagdo de plantas medicinais ¢ feita, de modo geral, em farmécias,
feiras livres e lojas de produtos naturais, mas, na maioria das vezes, ndo 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, ¢
fundamental o estudo e a comprovagdo das propriedades bioldgicas para garantir a
eficacia, seguranca e qualidade das plantas e de seus tratamentos derivados (VEIGA

JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

As atividades terapéuticas de plantas medicinais sdo associadas as atividades de
seus compostos contra infecgdes diversas. Por exemplo, Raphanus sativus, Cuminum
cyminum, € Ceratonia siliqua ja ttm demonstrado a¢des antiparasitarias contra 7. gondii

em estudos in vitro (ELAZAB; ARAFA, 2022). Outro estudo demonstrou o potencial
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anti-Toxoplasma do O6leo essencial de Allium sativum em estudos in vitro e in vivo,
constatando um efeito profilatico e uma importante redugdo na carga parasitaria, além de
promover o sistema imunoldgico inato em camundongos frente a infec¢ao por 7. gondii.
Ademais, extratos diversos de Punica granatum tém apresentado atividades
antimetastaticas e antitumorais, além de um importante combate ao estresse oxidativo em
células trofoblésticas (CHEN et al., 2012) e combate a neurotoxoplasmose in vivo (CHEN

et al.,2020).

As atividades terapéuticas de Punica sao atribuidas, ademais, a seus compostos e
propriedades diversas. Neste contexto, compostos fendlicos, por exemplo, podem
apresentar propriedades antiinflamatorias e antioxidantes. Estas substancias sao oriundas
do metabolismo vegetal, e estdo presentes na maioria de seus frutos. A insercdo dessas
plantas na dieta pode contribuir para a redu¢do do desenvolvimento de alguns tipos de
cancer e doengas inflamatorias, cardiovasculares e neurodegenerativas (FISCHER et al.,

2011).

P

Portanto, de acordo com estes aspectos, ¢ importante considerar compostos
derivados de plantas como uma fonte de novas substincias bioativas com potencial
biotecnoldgico para o tratamento de doencas parasitarias, incluindo a toxoplasmose
congénita, tornando expressivo o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas a

partir destes vegetais no tratamento desta infec¢ao.

1.6 Punica granatum L.

A roma (Punica granatum L.) pertence a ordem Myrtales e a familia Lythraceae
e seu género foi classificado pela primeira vez em 1753 por Linnaeus. E uma planta nativa
da Pérsia, embora se discuta sua origem na Asia, particularmente no Ird, de onde se
disseminou para o restante do planeta (SIMMONDS, 1976; HARLAN, 1992). Ha duas
espécies que compdem o geénero, Punica granatum e Punica protopunica, sendo esta
ultima endémica da ilha de Socotra, no Iémen (DE LIMA; LOPES; RIBEIRO, 2021) e o
parente mais proximo da roma cultivada. Punica nana, por sua vez, ¢ uma outra forma de

Punica granatum e tem sido tratada como uma terceira espécie do género

(MELGAREJO; MARTINEZ, 1992).

Romas sdo cultivadas em muitos paises e seu potencial médico tem sido explorado

em diversas areas (SANTIAGO et al., 2014; VENUSOVA et al., 2021). As multiplas
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propriedades terapéuticas de P. gramatum incluem potenciais antiflingicos,
antibacterianos, antiinflamatorios e antimetastaticos (ABDOLLAHZADEH, 2011;
VENUSOVA et al., 2021). Essas atividades t€ém sido atribuidas aos polifenois muito
presentes no mesocarpo e na casca do fruto, com destaque para a punicalagina, um tanino
hidrolisavel de grande potencial antioxidante e combatente de radicais livres (FISCHER,
2011; SANTIAGO et al., 2014; ROCHA et al., 2018). Recentemente, a roma tem sido
observada em tratamentos para muitas doengas, incluindo diabetes, obesidade,
Alzheimer, artrite, vaginites, infertilidade masculina e tumores diversos
(ABDOLLAHZADEH, 2011; MODAEINAMA et al., 2015; EGHBALI, 2021; SINGH
et al.,2023). A punicalagina também mostrou estimular a apoptose de células cancerosas
(SEPEHR et al., 2012; MODAEINAMA et al., 2015; KETA et al., 2020), inibindo o seu
crescimento e proliferacdo, e a modulacdo de respostas inflamatoérias (BIALONSKA,
2010; LIN et al., 2013). Além disso, tem sido observado um importante papel como um
antiviral de amplo espectro, uma vez que age na interagdo virus-célula hospedeira

(MORADI et al., 2019; SALLES et al., 2021).

A casca do fruto de P. granatum demonstra uma elevada concentragdo de
polifendis, os quais representam a classe predominante de fitoquimicos presentes nos
frutos de roma, consistindo principalmente em taninos hidroliséveis. Estes compostos
fendlicos podem ser muito benéficos, por meio de sua capacidade de captura de radicais
livres e potencial antioxidante. Entre eles, estdo os taninos hidrolisaveis, que estdo
principalmente localizados na casca e no mesocarpo da roma (FISHER ez al., 2010). Esses
taninos, por sua vez, possuem dois subtipos: os galotaninos e os elagitaninos
(MONTEIRO et al., 2005), e a punicalagina, um tanino hidrolisavel pertencente aos
elagitaninos, ¢ destaque nos estudos relacionados ao seu potencial terapéutico para
diversas doengas virais, apoptose de c¢lulas trofoblasticas e células tumorais (CHEN e¢

al.,2012; LIN et al., 2013; KETA et al., 2020; VENUSOVA et al., 2021).

Um outro estudo de Tan e colaboradores (2020) demonstrou que a uritolina-A,
um metabdlito intestinal produzido a partir do consumo de alimentos ricos em
elagitaninos, mostrou-se eficaz como neuroprotetor ao reduzir a carga parasitaria de 7.
gondii em cistos encefélicos em camundongos infectados pelo parasito, além de melhorar
a percepcao de risco frente a estimulos predatorios, configurando-se como um promissor
tratamento natural para o tratamento de neurotoxoplasmose em estagios agudos e

cronicos da infeccao.
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Além disso, o extrato da casca da romd, onde estes compostos estdo
abundantemente presentes, também tem sido estudado por sua eficiente atividade
antimicrobiana (MAHMOOD et al., 2021), além de induzir apoptose em células
cancerosas (KETA et al., 2020) e neutralizar o estresse oxidativo induzido por
antibioticos e lesdes testiculares em ratos (EL-DEMERDASH et al., 2023), quanto
reduzir apoptose em células trofoblasticas humanas, mostrando-se importante para a

manuten¢do da barreira placentaria (CHEN et al., 2012).

Apesar de estudadas e aplicadas em diversos tratamentos, as atividades e
potenciais biologicos de Punica granatum ainda s3o pouco explorados, principalmente
em relacdo a toxoplasmose congénita. Além disso, ndo ha nada na literatura cientifica até
o momento evidenciando sua influéncia na infec¢do por 7. gondii em modelos de

interface materno-fetal humana.

1.7 Populacoes celulares da placenta

A placenta humana ¢ um importante 6rgao fetal responsavel pela nutri¢do, trocas
gasosas e eliminagdo de excretas fetais (CORREA et al., 2006), ¢ é composta por
vilosidades flutuantes e de ancoragem. E importante que seu bom funcionamento seja
garantido, pois esta estrutura também ¢ uma barreira fisica fundamental para proteger o
feto contra a acdo de patogenos (LIEMPI ef al., 2014; ANDER; DIAMOND; COYNE,
2019), e lesdes teciduais podem causar intercorréncias fetais (TRAVERS; SCHMIDT,
1991 apud. CORREA et al., 2006).

O trofoblasto, por sua vez, ¢ uma célula de origem fetal que apresenta varias
fungdes, as quais promovem o sucesso gestacional, além de ser responsavel pela adesao
e invasdao do blastocisto no endométrio, pela nutricdo do embrido, pela regulagdo
hormonal e por formar a por¢do fetal da placenta (FITZGERALD et al., 2008;
POLLHEIMER; KNOFLER 2018). Além disso, estas células participam efetivamente da
comunica¢do na interface materno-fetal e da produgcdo de moléculas sinalizadoras e

mediadores quimicos (BARBOSA et al., 2014).

Durante o processo de implantagdo, o trofoblasto se diferencia em duas
subpopulagdes: o sinciciotrofoblasto e o citotrofoblasto (WHARTON et al., 1993;
CEBALLOS-POMARES et al., 2017). O sinciciotrofoblasto ¢ uma camada

multinucleada com limites celulares nao definidos que forma a superficie externa dos
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vilos placentérios e entra em contato direto com o sangue materno, e se forma a partir de
células do citotrofoblasto (HUPPERTZ; GAUSTER, 2011; MAYHEW, 2014). O
citotrofoblasto, por sua vez, ¢ formado por células individualizadas, com elevada
capacidade proliferativa, e também se divide em: trofoblasto viloso, fundamental para a
troca de nutrientes e residuos entre mae e feto, e trofoblasto extraviloso, que ¢ responsavel

pela migragdo e invasao na decidua materna (MIDGLEY et al., 1963).

Neste contexto, diversos estudos in vitro sdo realizados a partir do uso de
linhagens celulares trofoblésticas pré-estabelecidas, buscando, enfim, compreender o
papel do trofoblasto no ambiente materno-fetal e a resposta imune na gravidez,
principalmente na presenga de 7. gondii. Células HTR-8/SVneo sdo representantes de
trofoblasto extraviloso humano e foram geradas a partir de isolados de trofoblasto
extraviloso de placentas de primeiro trimestre. Posteriormente, elas foram transfectadas
com um plasmideo contendo o antigeno T do virus simio 40 (SV40) (GRAHAM et al.,
1993).

Esta linhagem celular apresenta propriedades semelhantes ao trofoblasto primario,
e sdo altamente susceptiveis a infec¢do por 7. gondii, apresentando, também, produgao
de progesterona semelhantes as células trofoblasticas de primeiro trimestre, sendo assim,
muito relevantes para o estudo da relagdo materno-fetal (MALASSINE; FRENDO;
EVAIN-BRITON, 2003; BENIRSCHKE; BURTON; BAERGEN, 2012). Portanto, a
linhagem de células trofoblasticas extravilosas HTR-8/SVneo foi estudada neste trabalho
devido a sua alta susceptibilidade a infec¢do por 7. gondii, além de constituir um
importante eixo entre a mae e o feto, o qual pode ser um canal de passagem de taquizoitos
pela interface materno-fetal, alcangcando, neste caso, o feto e podendo culminar na

infeccao congénita.

2. JUSTIFICATIVA
A toxoplasmose congénita ¢ um grave problema de satude publica a nivel mundial

e pode comprometer gravemente o desenvolvimento fetal, podendo causar desde danos
neuroldgicos no feto até o aborto. Além disso, sabe-se que ndo existem medicamentos
capazes de curar esta infeccdo, uma vez que estes sdo eficazes apenas na fase aguda da
doenga, e o tratamento convencional pode gerar severos efeitos colaterais, tanto para a

gestante quanto para o feto. Em adi¢@o, ainda ndo existem vacinas contra a toxoplasmose,
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além do surgimento de novas cepas de 7. gondii, as quais se mostram resistentes ao
tratamento convencional (SILVA et al., 2017).

A luz de trabalhos ja publicados, observa-se varios estudos que exploram os
potenciais  anti-inflamatorios, antiparasitarios, antivirais, antifungicos e até
antimetastaticos da roma (Punica granatum L.). Entretanto, sua atividade ainda ndo foi
estudada frente a infec¢do placentaria por 7. gondii. Portanto, o presente trabalho ¢
justificado por investigar tais potenciais do extrato de P. granatum além de buscar novas
estratégias terap€uticas para prevenir ou minimizar as taxas de infec¢ao por este parasito,
atuando como um possivel tratamento para a doencga, além de avaliar a agdo do extrato na

infeccdo por 7. gondii em células HTR-8/SVneo, colaborando, assim, para o

enriquecimento da bibliografia relacionada a interface materno-fetal.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a agdo in vitro do extrato hidroalcoolico da casca do fruto de Punica
granatum L. frente a infec¢do experimental por taquizoitos de Toxoplasma gondii em

células trofoblasticas humanas extravilosas (HTR-8/SVneo).

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a citotoxicidade do extrato hidroalcodlico do fruto de P. granatum em
células HTR-8/SVneo;

b) Avaliar a proliferacdo intracelular de 7. gondii em células HTR-8/SVneo
tratadas ou ndo com o extrato hidroalcodlico de P. granatum;

c¢) Avaliar a invasdo, proliferagdo e morfologia de 7. gondii pré-tratado com o
extrato hidroalcoolico de P. granatum L. em células HTR-8/SVneo;

d) Avaliar se o extrato hidroalcodlico de P.granatum possui um impacto

irreversivel na proliferacao de 7. gondii mesmo apds a remocao do tratamento.



23

4. METODOLOGIA
4.1 Extrato hidroalcodlico da casca do fruto de P. granatum L.

O extrato hidroalcodlico de Punica granatum foi gentilmente cedido pela
professora Dra. Enyara Resende Moraes, Instituto de Biotecnologia (IBTEC) da
Universidade Federal de Uberlandia, Campus Patos de Minas (Minas Gerais, Brasil). O
extrato foi mantido em microtubos de 500ul, a concentracao de 221.300 mg/mL (solucao-
mae) e a temperatura de 4°C, fechados e ao abrigo de luz. Para cada experimento,
previamente a sua realizacdo, foram feitas solucdes prévias, nas quais o extrato
hidroalcoolico era diluido a concentracao de 1000 pug/mL (solucdo-mae + meio RPMI).

A determinagdo das concentragdes seguiu a ordem massa/volume (pg/mL).

4.2 Cultivo de células

As células trofoblasticas humanas extravilosas de linhagem HTR-8/SVneo foram
cedidas pela professora Dra. Estela Bevilacqua, da Universidade de Sao Paulo (USP, Sao
Paulo, Brasil). As células foram mantidas em cultura no Laboratorio de Imunofisiologia
da Reprodug¢do da Universidade Federal de Uberlandia e, uma vez descongeladas, foram
cultivadas em frascos de 75c¢cm? contendo meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 (Cultilab, Campinas, Brasil), suplementadas com antibioticos (10.000 U/ml de
penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e
soro fetal bovino (SFB, 5%). As células foram incubadas em estufa umidificada, a
temperatura de 37°C e 5% de CO2 (BARBOSA et al., 2008; BARBOSA et al., 2014). De
acordo com o Comunicado N°13/2012, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEP) da UFU declara que projetos de pesquisa que envolvam células

adquiridas comercialmente ndo necessitam de aprovacao ética pelo comité (Anexo I).

4.3 Cultivo do parasito
Taquizoitos de 7. gondii (cepa RH, clone 2F1) expressando a enzima J-

galactosidase foram mantidos em células HTR-8/SVneo cultivadas em meio RPMI (2%
de SFB), em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO> (BARBOSA et al., 2014;
TEIXEIRA et al., 2020).
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4.4. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular de HTR-8/SVneo frente ao tratamento com extrato
hidroalcoolico de P. granatum 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 HTR-8/SVneo (1,5%10* /200 pL) foram plaqueadas em
placas de 96 pogos em meio com 10% de SFB por 24 horas em estufa a 37 °C e 5% de
COas. Apos este periodo, as células foram tratadas com o extrato hidroalcodlico de P.
granatum em diferentes concentracdes (5, 10, 20, 40, 60, 100 e 250 pg/mL). As
concentragdes utilizadas foram baseadas em estudos prévios que usaram o extrato da
casca do fruto de P. granatum (ALI et al., 2014; MODAEINAMA et al., 2015; KETA et
al.,2020). Além disso, as células foram tratadas com 0,1125% de DMSO diluido em meio
RPMI com 10% de SFB, o que corresponde a concentragdo de DMSO usada na maior
concentragdo do extrato hidroalcodlico de P. granatum (250 pg/mL). As células foram
tratadas com sulfadiazina e pirimetamina (SDZ + PIR; 100 + 4 pg/mL) como controle
positivo da reagdo (COSTA et al., 2021). Como controle, as células foram somente
tratadas com meio 10% de SFB.

Ap0s 24 horas de tratamento, os sobrenadantes foram desprezados e as células
foram incubadas com 10 pL. de MTT (5mg/mL) e 90 uL de meio RPMI (10% SFB) em
estufa a 37°C e 5% COa. Apo6s 4h, foi acrescentado 100 uL de uma solugdo que contém
10% de dodecil sulfato de sdédio (SDS) e N, N-dimetilformamida a 50% para solubilizar
os cristais de formazan, incubando a placa overnight (MOSMANN, 1983). Em seguida,
a leitura foi realizada em uma leitora de microplacas (VersaMax ELISA Microplate
Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) e a densidade 6tica (OD) foi obtida a
um comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem (%)
de células vidveis, viabilidade celular, comparando cada condi¢do ao grupo controle, o
qual expressa 100% de viabilidade celular. Foram realizados dois experimentos

independentes com oito replicadas.

4.5 Proliferacio intracelular de 7. gondii

Apos a avaliacao da citotoxicidade do extrato hidroalcoodlico da casca do fruto de
P. granatum L., através do ensaio do MTT em células HTR-8/SVneo, foram escolhidas
as concentracdes nao toxicas e foi avaliada, entdo, a proliferacdo intracelular de 7. gondii

nestas células. Células HTR-8/SVneo (1,5x10* células/200uL) foram plaqueadas em
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meio RPMI 10% SFB em placas de cultura de 96 pocos e incubadas em estufa umidificada
a 37°C e 5% COz. Apds 24 horas, as células foram infectadas com taquizoitos de 7.
gondii, na propor¢ao de 3 parasito por célula (3:1). Apos 3 horas de infec¢do, as células
foram lavadas uma vez com PBS 1x estéril para remog¢do dos parasitos extracelulares, e
tratadas com as concentragdes nao-toxicas do extrato hidroalcodlico da casca do fruto de
P. granatum (5, 10, 20, 40, 60, 100 pg/mL) por 24 horas nas mesmas condi¢des em estufa.
Em paralelo, como controle positivo da reacdo, um grupo de células foi tratado com
sulfadiazina e pirimetamina (SDZ + PIR: 100 + 4 ug/mL) (DA SILVA et al., 2017).
Adicionalmente, células HTR-8/SVneo infectadas por 7. gondii e ndo tratadas (meio

RPMI 10% SFB) foram utilizadas como controles negativos.

A proliferacdo intracelular de 7. gondii foi analisada por meio do ensaio
colorimétrico de B-galactosidase (TEO et al., 2007; BARBOSA et al., 2014). Apos as 24
horas de tratamento, as placas foram centrifugadas e o sobrenadante foi desprezado.
Foram adicionados 100 pL/pogo de tampao de lise (RIPA) [SOmM de Tris-HCI, 150mM
de NaCl, 1% de Triton X-100, 1% de deoxicolato de sodio € 0.1% de dodecil sulfato de
sodio (SDS); pH 7.5], e a placa foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Em
seguida, foram adicionados 160 uL de tampao de ensaio (100mM de tampao fosfato, pH
7,3, 102mM de B-mercaptoetanol, 9mM de MgCl2) e, por fim, 40 pL. de CPRG
(clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo). A placa foi incubada a temperatura
ambiente, ao abrigo de luz, e, posteriormente, lida em uma leitora de microplacas
(VersaMax ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), na
qual a atividade enzimatica foi medida em densidade otica em um comprimento de onda

de 570nm.

A proliferacao intracelular de 7. gondii foi analisada e comparada com base em
uma curva padro de referéncia contendo taquizoitos livres em diluigdo seriada, de 1x10°
a 15,625x10%, com dados expressos em porcentagem. Assim, a média do controle (células
infectadas e ndo tratadas) representa o total (100%) de proliferacao. Portanto, cada
condicdo sera comparada com tal valor de referéncia (TEIXEIRA ef al., 2020). Foram

realizados trés experimentos com oito repeti¢des.
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4.6. Ensaio de invasao e proliferacao de taquizoitos de 7. gondii pré-tratados com o
extrato hidroalcooélico de P. granatum

Células HTR-8/SVneo (1,5x10* células/200uL) foram plaqueadas em meio RPMI
10% SFB em duas placas de cultura de 96 pocos e incubadas a 37°C em estufa
umidificada a 5% de CO». Apds 24 horas, taquizoitos de 7. gondii foram pré-incubados
em microtubos por 1 hora a 37°C e 5% de COz com trés concentragdes do extrato
hidroalcoodlico de P. granatum (40, 60 e 100 pug/mL), as quais apresentaram uma melhor
inibicdo da proliferagdao intracelular do parasito. Nestas mesmas condigdes, de modo
paralelo, os taquizoitos foram pré-incubados com SDZ + PIR em concentragdes de 100 +
4 pg/mL ou, para o grupo nao tratado, pré-incubados apenas com meio de cultura (RPMI,
2% SFB). Em seguida, os microtubos contendo os parasitos foram centrifugados a 2000
rotagdes por minuto (RPM) por 7 minutos, e ressuspendidos em meio RPMI 10% SFB.
Posteriormente, as células HTR-8/SVneo foram infectadas pelos parasitos, pré-tratados

ou nao, na proporcao 3:1, por 3 horas.

Apo6s o periodo de infec¢dao, dois protocolos experimentais distintos foram
analisados: (I) invasdo: apos as 3 horas, uma placa foi lavada uma vez com PBS 1x, para
a remocao dos parasitos extracelulares, e foi realizado o ensaio de B-galactosidase, ja
descrito anteriormente, com o objetivo de analisar a taxa de invasdo do parasito; (II)
proliferacdo: apds as 3 horas, a outra placa foi lavada com PBS 1x para a remocao dos
parasitos extracelulares, e as células foram tratadas com meio RPMI a 10% de SFB por
24 horas. Apos este periodo, foi realizado o ensaio de B-galactosidase para obter a taxa

de proliferag¢do do parasito.

Células HTR-8/SVneo infectadas e tratadas apenas com meio RPMI (controle
negativo), representaram crescimento de parasitos ndo inibido. A média de células ndo
tratadas corresponde a 100% de proliferagdo parasitdria para cada ensaio. Os demais
valores foram comparados a este grupo, e os dados demonstraram em porcentagem de
invasdo ou de proliferacdo de 7. gondii. Foram realizados trés experimentos

independentes, em oito replicadas.

4.7 Ensaio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
O ensaio de microscopia eletronica de varredura foi realizado com o objetivo de

observar os efeitos do extrato hidroalcoodlico de P. granatum na morfologia dos
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taquizoitos de 7. gondii. Para tanto, os parasitos foram cultivados e foram pré-tratados
com uma concentracao do extrato de P. granatum, a qual apresentou um maior controle
da invasao e proliferacao do parasito. Paralelamente, taquizoitos também foram pré-
tratados com SDZ + PIR (100 + 4 pg/mL) e o grupo controle, por sua vez, foi tratado com
meio RPMI a 2% de SFB. Os taquizoitos foram incubados com os respectivos tratamentos

por 1 hora a 37°C e 5% de COa.

ApOs este periodo, o tratamento foi retirado e os parasitos foram lavados 1x com
PBS. Em seguida, foram fixados em solu¢do de Karnovsky contendo paraformaldeido
(2%) e glutaraldeido (2,5%) em tampao cacodilato de sodio (0,1M). Apds 2 horas, os
parasitos foram lavados 2x com tampao cacodilato de sodio 0,IM e pos fixados com
tetroxido de 6smio (OsO4) a 1% por mais 1 hora. Entdo, os parasitos foram lavados 2x
com tampao cacodilato de s6dio 0,1M (MAGNO et al., 2005; PORTES et al., 2012).
Adiante, foram aliquotados 10 pL de parasito e colocados sobre laminulas de vidro
circulares previamente depositadas em placa de cultura de 24 pogos, a qual foi incubada
a temperatura ambiente overnight até a secagem. Posteriormente, foi realizado o processo
de desidratacao, através da adi¢dao de concentragdes crescentes de alcool (50 70, 80, 90,
95 ¢ 100%, 5 minutos em cada). Apos a adi¢do de alcool absoluto, enfim, as amostras

foram analisadas no microscopio eletronico de varredura (Tescan, VEJA 3 LMU).

4.8 Ensaio de reversibilidade

Para verificar a manuten¢do dos efeitos antiparasitarios do extrato hidroalcodlico
de P. granatum na proliferacdo de 7. gondii, foi realizado o ensaio de reversibilidade
(TEIXEIRA et al., 2020). Células HTR-8/SVneo (1,5%10* células/200 pL) foram
plaqueadas em placas de 96 pocos, em meio RPMI a 10% de SFB e incubadas em estufa,
como ja descrito. Apds 24 horas, as células foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii
(3:1) por 3 horas e, em seguida, lavadas com PBS 1x para remover o excesso de parasitos
extracelulares. Entdo, foram realizados dois protocolos: (1) células HTR-8/SVneo foram
tratadas com extrato hidroalcoolico de P. granatum em diferentes concentracoes (40, 60
e 100 pg/mL), ou com SDZ + PIR (100 + 4 pg/mL), ou com meio RPMI, todos por 24
horas em estufa umidificada (37°C e 5% CO»). Posteriormente, foi realizado o ensaio de
B-galactosidase, como acima descrito, avaliando a proliferacdo intracelular de
taquizoitos; e (2) células ja infectadas por 7. gondii, cultivadas nas mesmas condigdes

descritas em (1), e apos 24 horas de tratamento foram lavadas com PBS 1x e incubadas
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com meio RPMI 10% SFB por mais 24 horas nas mesmas condigdes. Em seguida,

também foi feito o ensaio de B-galactosidase.

Finalmente, foi medida a taxa de reversibilidade percentual (%) do tratamento 24
horas apds a sua remogdo, em comparacdo com o grupo ndo tratado (100% de
reversibilidade) e a condigdo de tratamento correspondente em 24 horas de tratamento.

Foram realizados dois experimentos independentes em oito repetigoes.

4.9 Analise estatistica

As andlises foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism® Version 9.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), submetendo os dados a testes de
normalidade e, quando paramétricos, foram comparados usando o One-way ANOVA
com poés-teste de comparagdes multiplas por Bonferroni. Para valores considerados
significativos, os valores de P <0,05. Todos os dados foram expressos como média = erro

padrao da média (SEM).

5. RESULTADOS
5.1 O extrato hidroalcoolico da casca do fruto de P. granatum foi téxico para as
células apenas na maior concentracio

O ensaio de MTT foi realizado com o objetivo de avaliar a possivel
citotoxicidade do extrato hidroalcoodlico da casca do fruto de P. granatum L. testado
em células HTR-8/SVneo em diferentes concentracoes (5, 10, 20, 40, 60, 100, 250
pg/mkL).

Ap0s 24 horas, foi observado que o tratamento com o extrato hidroalcoolico
reduziu significativamente a viabilidade celular apenas na concentrag¢do de 250ug/mL,
quando comparado ao controle (células tratadas apenas com meio) (" P = 0,0020)
(Figura 1). Além disso, observou-se que o diluente utilizado, DMSO, na concentracao
de 0,1125%, nao foi capaz de diminuir a viabilidade das células em relagdo as células
ndo tratadas (Figura 1). Células HTR-8/SVneo tratadas com a associagdo de
sulfadiazina e pirimetamina (100 + 4 pg/mL, respectivamente) ndo apresentaram

reducdo da viabilidade celular quando comparado com células ndo tratadas (Figura

1.
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Figura 1 — Viabilidade de células HTR-8/SVneo tratadas ou nido com extrato hidroalcodlico de
Punica granatum. Células HTR-8/SVneo foram tratadas por 24 horas em diferentes concentragdes (5,
10, 20, 40, 60, 100 e 250 pg/mL) com extrato hidroalcodlico da casca do fruto de P. granatum. Os
dados foram apresentados como % de células viaveis (viabilidade celular) em relagdo as células tratadas
com meio RPMI, 10% SFB (100% viaveis). As células também foram tratadas com sulfadiazina +
pirimetamina (SDZ + PIR; 100 + 4 pg/mL, respectivamente) e DMSO 0,1125% (porcentagem presente
na maior concentragdo do extrato). Foram realizados dois experimentos em oito repeti¢cdes. Diferencas
entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way ANOVA com pos teste de comparagdes multiplas
por Bonferroni. Diferengas significativas em relagdo as células tratadas com meio. As diferengas foram

consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.

5.2 O extrato hidroalcodlico da casca do fruto de P. granatum reduziu a proliferaciao
intracelular de 7. gondii em células HTR-8/SVneo

No ensaio de viabilidade celular, foram estabelecidas as concentragdes de extrato
hidroalcoodlico de P. granatum que nao foram citotoxicas para células HTR-8/SVneo.
Entdo, o ensaio de prolifera¢do intracelular foi realizado para avaliar o impacto do
tratamento com extrato hidroalcoolico da casca do fruto de P. granatum em células HTR-
8/SVneo infectadas com taquizoitos de 7. gondii. Foi observado que o tratamento com o
extrato hidroalcoolico nas concentra¢des estudadas, 5 (""P = 0,0032), 10 ("P = 0,0156),
20 ug/mL (7P = 0,0242), reduziu a proliferacio intracelular do parasito em relaco as
células infectadas e ndo-tratadas (Figura 2), com destaque para as concentragdes de 40
(""P=0,0012), 60 (P <0,0001), e 100 ("*P <0,0001) ug/mL. Além disso, SDZ + PIR
(100 + 4 pg/mL) também reduziram a proliferacdo de 7. gondii, em comparagao as células

sokokok

tratadas com meio ( P<0,0001). Estes resultados demonstram que o extrato
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hidroalcodlico de P. granatum apresentou um efeito antiproliferativo contra 7. gondii em

células HTR-8/SVneo.
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Figura 2: Ensaio de proliferacio intracelular de 7. gondii em células HTR-8/SVneo tratadas com
extrato hidroalcooélico de P. granatum. Células HTR-8/SVneo foram infectadas por 7. gondii por 3 horas
e posteriormente tratadas por 24 horas com as concentra¢des nao toxicas do extrato (5, 10, 20, 40, 60, 100
pg/mL) hidroalcoolico da casca do fruto de P. granatum. Como controle, células HTR-8/SVneo foram
tratadas somente com meio, considerando 100% de proliferagdo. As células infectadas também foram
tratadas com sulfadiazina + pirimetamina (SDZ + PIR; 100 + 4 pg/mL, respectivamente). A proliferagdo
intracelular de 7. gondii foi analisada por meio do ensaio colorimétrico de B-galactosidase e foi expressa
em porcentagem. Os dados foram expressos como média + erro padrio da média (SEM). Diferencas
significativas foram determinadas pelo One-way ANOVA e pos-teste de comparagdo multipla de

Bonferroni. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.

5.3 O pré-tratamento de taquizoitos de 7. gondii altera sua morfologia,
comprometendo sua capacidade de invasao e proliferacido intracelular em células
HTR-8/SVneo

Para avaliar o impacto do pré-tratamento com extrato hidroalcoolico da casca do
fruto de P. granatum sobre os taquizoitos de 7. gondii, foi realizado o ensaio de invasao
e proliferacao intracelular, além da avaliacado da morfologia do parasito por microscopia

eletronica de varredura (MEV).

As trés concentragdes de 40, 60 e 100 pg/mL foram escolhidas com base nos

resultados do experimento de proliferacdo intracelular. No ensaio de invasdo, foi

ko

observado que o pré-tratamento dos parasitos com as concentragdes de 40 (P =10,0004),

60 ("*P <0,0001) e 100 pg/mL (

koofeokok

P <0,0001) do extrato, diminuiu a porcentagem de
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invasdo de taquizoitos em células HTR-8/SVneo quando comparado ao controle ndo-
tratado (Figura 3A). Além disso, o pré-tratamento dos taquizoitos nestas concentragdes
do extrato hidroalcodlico também controlou o percentual de proliferagdo intracelular em
relagdo ao controle tratado somente com meio RPMI (Figura 3B). Por outro lado, o pré-
tratamento de 7. gondii com SDZ + PIR (100 + 4 pg/mL) ndo diminuiu a invasdo ¢ até
induziu o aumento da invasdo do parasito em células HTR-8/SVneo ("'P = 0,0032)
(Figura 3A). Porém, analisando o percentual de proliferacao intracelular de 7. gondii, a
combinagio SDZ + PIR, na mesma concentragdo, controlou as taxas de proliferagao ("P

=0,0305), comparado ao controle ndo tratado (Figura 3B).

Para o ensaio de microscopia eletronica de varredura, taquizoitos de 7. gondii
foram pré-tratados por 1 hora com o extrato hidroalcodlico de P. granatum na
concentragdo de 60 pg/mL, a qual foi escolhida pela andlise dos resultados nos
experimentos de proliferagdo, com as células infectadas e posteriormente tratadas, e de
invasdo e proliferacdo com taquizoitos de 7. gondii pré-tratados com o extrato
hidroalcodlico de P. granatum. Em seguida, foram feitas as etapas subsequentes ja
descritas. As imagens obtidas através deste ensaio mostraram que ndo ha alteracdes
morfoldgicas no grupo controle, correspondente ao parasito ndo tratado (meio RPMI 2%
SFB) (Figura C). Para os parasitos tratados com SDZ + PIR (100 + 4 pg/mL), também
ndo foram observadas grandes alteracdes morfologicas (Figura D), apenas um aspecto
de tor¢do no corpo do parasito; ao passo que, para os taquizoitos pré-tratados com o
extrato hidroalcoodlico de P. granatum, houveram alteragdes morfoldgicas (Figuras E, F,
G, H). Em (E) ¢ possivel observar uma diminui¢do ou retracao do corpo do parasito, num
aspecto de perda ou deplecdo de volume, além de uma estrutura semelhante a orificio
(PORTES et al., 2012). Também se observa um aspecto de tor¢ao do parasito em (E) e
(G). Em (E, F) h4, também, uma estrutura semelhante a orificio (setas), além da secre¢ao
de vesiculas extracelulares (cabega de setas), as quais podem surgir também em situagdes
de estresse, e também podem ser vistas em (E, F, G, H). Em (H) ¢ possivel observar dois
taquizoitos, os quais mostraram a morfologia corporal alterada, apresentando, além das
vesiculas extracelulares, algumas reentrancias na membrana. Deste modo, percebe-se que
as alteragdes morfologicas causadas pela acao do extrato hidroalcoodlico da casca do fruto
de P. granatum, podem ter impedido ou dificultado a invasdo dos taquizoitos de 7. gondii

e a sua proliferacao intracelular.
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Figura 3: Ensaio de invasao, proliferacio intracelular e morfologia de taquizoitos de 7. gondii pré-
tratados com extrato hidroalcodlico de P. granatum. Células HTR-8/SVneo foram infectadas por
taquizoitos de T. gondii previamente pré-tratados por 1 hora com extrato hidroalcodlico da casca do fruto
(40,60 e 100 ng/mL) de P. granatum. Foi analisada a porcentagem de invasdo (A) e proliferacdo (B) através
do ensaio de B-galactosidase. Diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way ANOVA
com pos-teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. As diferengas significativas sdo em relagdo as
células infectadas com parasitos ndo tratados (meio). Foram realizados trés experimentos independentes
em oitoplicata. Imagens representativas de microscopia eletronica de varredura de taquizoitos de 7. gondii
ndo tratados (C), tratados com SDZ + PIR (100 + 4 pg/mL) (D), ¢ tratados com extrato hidroalcoodlico a 60
pg/mL (E, F, G, H). As setas evidenciam as estruturas semelhantes a orificio, e as cabegas de seta

evidenciam as vesiculas extracelulares. Barra de escala: 2 pm.

5.4 Concentracoes do extrato hidroalcoolico de P. granatum mantiveram seu efeito
antiproliferativo

Para determinar se os efeitos antiparasitarios promovidos pelo extrato
hidroalcodlico de P. granatum seriam reversiveis, células HTR-8/SVneo foram tratadas
com o extrato por 24 horas. Apds este periodo, as monocamadas celulares foram lavadas

com PBS 1x e incubadas com meio livre de tratamento (RPMI, 10% SFB) por mais 24
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horas. Em paralelo, foi quantificada a porcentagem de proliferagdo parasitaria intracelular

apos as 24 horas de tratamento, a fim de obter uma linha de base para comparacao.

Para células HTR-8/SVneo, foram escolhidas as concentragdes de 40, 60 ¢ 100
pg/mL do extrato hidroalcodlico, as quais, conforme demonstrado anteriormente
(Figuras 2 e 3), reduziram a invasdo e prolifera¢do intracelular de 7. gondii. Os dados
obtidos mostram que as concentracgdes de 60 (**P=0,0003) e 100 pg/mL (**P <0,0001)
controlaram a proliferacao de 7. gondii, quando comparadas as células tratadas somente
com meio (Figura 4). Ademais, a combinagdo SDZ + PIR também reduziu a prolifera¢ao
parasitaria (© P <0,0001) em relagio ao grupo controle (células nio tratadas).
P =0,0001),

além de controlarem a proliferacdo intracelular de 7. gondii, também mantiveram seu

koskokok

Interessantemente, as concentragdes de 60 ("P = 0,0284) e 100 pg/mL (

efeito antiproliferativo 24 horas ap6s a remog¢ao do tratamento (Figura 4). Neste
contexto, SDZ + PIR também apresentou efeito irreversivel (" P < 0,0001) (Figura 4).
Esses resultados demonstram que as duas concentragdes acima mencionadas mantiveram

seu efeito antiproliferativo mesmo apos a remogao do tratamento.
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Figura 4: Avaliacio da manutenciao dos efeitos antiparasitarios do extrato hidroalcodlico de P.
granatum através do ensaio de reversibilidade. Células HTR-8/SVneo infectadas com 7. gondii foram
tratadas com 40, 60 e 100 pg/mL do extrato hidroalcoolico de P. granatum, SDZ + PIR (100 + 4pg/mL)
ou apenas meio (RPMI, 10% SFB) por 24 horas, seguido pela remocdo do tratamento por mais 24 horas. A
proliferacdo dos parasitos com 24 horas de tratamento foi determinada como uma linha de base para a
comparagdo. A taxa de reversibilidade em porcentagem (Reversibilidade do tratamento, %) foi determinada
usando o teste de B-galactosidase para avaliar a capacidade de recuperacao do parasito frente ao tratamento,
e o grupo controle foi considerado como 100% de reversibilidade. Foram realizados dois experimentos

independentes com oito repeti¢des. Os dados foram expressos como média = erro padrao da média (SEM).
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Diferengas significativas foram determinadas pelo One-way ANOVA e pos-teste de comparag@o multipla

de Bonferroni. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.

DISCUSSAO

A toxoplasmose ¢ uma doenga parasitaria importante e ¢ considerada um
problema de satde publica global. Segundo Moura e colaboradores (2018), apesar da alta
prevaléncia, fatores como habitos de higiene e de manuseio e ingestdo de alimentos,
clima, temperatura e populagdo de gatos também podem interferir na prevaléncia da
infec¢do. No Brasil, estudos que analisaram o perfil soroepidemiologico da toxoplasmose
mostraram que a infec¢do ha uma prevaléncia de casos em cerca de 80% da populacdo
adulta, e a diversidade genética das cepas do parasito presentes no territorio nacional
promovem diferencas nas formas clinicas da doenca (RODRIGUES NIL, et al., 2022).

A toxoplasmose congénita ¢ uma das formas mais graves da doenca, causando
severas complicacdes na gestacdo, como danos neurologicos e oculares no feto,
malformagoes e, até mesmo, aborto (JONES et al., 2003; KIEFFER; WALLON, 2013).
Nesse sentido, o diagndstico precoce e o tratamento eficiente sdo fundamentais para a
reducdo das consequéncias da doenga nesse publico (TORQUATO ef al., 2022). Nesse
sentido, o tratamento convencional para toxoplasmose congénita, apesar da grande
importancia clinica para o controle da infeccao, esta relacionado a sérios efeitos colaterais
causados tanto na mae quanto no feto, além da eficécia restrita a fase aguda da doenca
(VIJAYALAXMI; VIJAYALAXMI, 2000, MONTOYA; LIESENFELD, 2004;
MONTOYA; REMINGTON, 2008).

Muitos estudos t€ém demonstrado o potencial terapéutico de Punica granatum L.
no tratamento de diversas doencas, incluindo doengas parasitarias (ELTAYSH et al.,
2022). No entanto, ainda ndo ha estudos que relacionem o tratamento com o extrato
hidroalcoolico (EH) da casca do fruto de P. granatum com a atividade de 7. gondii,
especialmente na infeccao placentéria e interface materno-fetal. Deste modo, o presente
estudo buscou avaliar os efeitos do EH no controle da infec¢@o por 7. gondii em células
trofoblasticas humanas extravilosas (linhagem HTR-8/SVneo), consideradas excelentes

modelos experimentais para estudos relacionados a toxoplasmose congénita (DE

SOUZA, et al., 2021).

Inicialmente, para analisar o impacto do extrato hidroalcoolico da casca do fruto

de P. granatum em células HTR-8/SVneo, foi realizado um ensaio de viabilidade das
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células tratadas com diferentes concentracdes do extrato. O ensaio de MTT foi realizado
para determinar a viabilidade das células e os resultados mostraram que células HTR-
8/SVneo tratadas com o extrato hidroalcodlico exibiram viabilidade celular reduzida
apenas na maior concentragdo. Modaeinama e colaboradores (2015), demonstraram que
o extrato da casca do fruto de P. granatum em células da linhagem HUVEC’s ndo
comprometeram sua viabilidade. Este mesmo trabalho evidencia, também, a necessidade
de ampliar os estudos avaliativos da citotoxicidade dos extratos diversos de P. granatum
em diferentes linhagens celulares. Nesse contexto, o presente estudo também se mostra
importante para acrescentar as analises em relacdo a toxicidade do extrato em outros tipos
celulares com destaque para os trofoblastos extravilosos, como a linhagem HTR-
8/SVneo, uma vez que o extrato hidroalcoolico da casca do fruto de P. granatum foi

toxico para essas células apenas na maior concentragao testada.

Em seguida, células HTR-8/SVneo foram infectadas com 7. gondii por 3 horas e
tratadas com diferentes concentragdes nao toxicas do extrato hidroalcoolico da casca do
fruto de P. granatum. O tratamento convencional, a partir da combinacdo de SDZ + PIR,
controla a prolifera¢do intracelular do parasito. Observou-se, ademais, que o extrato se
mostrou efetivo no controle da proliferacdo intracelular do parasito, com destaque para
as concentracgdes de 40, 60 e 100 pg/mL, quando comparado ao grupo controle (100% de
proliferacdo; grupo ndo tratado). Em concordancia com este trabalho, alguns estudos
demonstram que extratos diversos de P. granatum apresentam efeitos contra a atividade
de alguns patégenos. Um estudo recente mostrou que o extrato polifendlico da casca de
P. granatum, administrado em células infectadas por trofozoitos de Giardia lamblia,
inibiu o crescimento proliferativo do protozoario por comprometer sua capacidade de
adesdo, a qual ¢ fundamental para a patogénese e, por consequéncia, para a proliferacdao
parasitaria. (PALOMO-LIGAS ef al., 2022). Similarmente, Tan e colaboradores (2020)
demonstraram que a uritolina-A, metabolito produzido no intestino a partir do consumo
de elagitaninos, os quais sd3o muito presentes na roma (P. granatum), possui efeitos
neuroprotetores e ainti-neurotoxoplasmose in vitro € in vivo, colaborando tanto para a
diminui¢do de cistos cerebrais em camundongos infectados, quanto para a melhoria de

sua percepcao de risco, a qual € comprometida pela neurotoxoplasmose.

T. gondii ¢ um protozodrio intracelular obrigatério de ampla distribuicao
geografica, com destaque para sua capacidade de infectar uma grande variedade de

células nucleadas (DUBEY et al., 2008). Para que o estabelecimento da infeccdo seja
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bem-sucedido, sdo necessarias uma boa adesdo, invasdo e proliferagdo do parasito na
célula hospedeira (HALL et al., 2011; ADEYEMI et al., 2017). Para verificar a agdo
direta do tratamento com extrato hidroalcodlico de P. granatum em taquizoitos de T.
gondii, foram realizados os ensaios de invasao e proliferacao. Deste modo, os taquizoitos
foram pré-tratados por 1 hora com o extrato hidroalcodlico e, em seguida, foram
incubados com células HTR-8/SVneo. Os resultados demonstram que o pré-tratamento
com o extrato de P. granatum comprometeu a capacidade dos taquizoitos invadirem e
proliferarem em células HTR-8/SVneo. O pré-tratamento com o tratamento convencional
(SDZ + PIR; 100 + 4 pg/mL), entretanto, ndo controlou a invasdo, induzindo, inclusive,
seu aumento. Para a proliferacdo, entretanto, foram eficazes em seu controle. Assim, a
abordagem experimental de pré-tratamento com o extrato hidroalcodlico de P. granatum
sugerem que este composto pode afetar diretamente a estrutura do parasito e,

consequentemente, diminuir sua capacidade funcional.

Para testar esta hipdtese, avaliando o impacto do pré-tratamento com extrato
hidroalcoodlico de P. granatum em T. gondii, taquizoitos incubados por 1 hora com o
tratamento e foram observados em microscopio eletronico de varredura, e foi constatado
que o composto induziu alteragdes morfoldgicas no corpo do parasito, como reentrancias
na membrana, afinamento do corpo, estruturas em forma de orificio e secrecao de
vesiculas, o que pode explicar sua dificuldade em invadir e proliferar dentro da célula
(HARRIS; LEVINE, 2006; PORTES et al., 2012; SCHWAB et al., 2015; YU; TKACH;
THERY, 2016; SILVA et al., 2018). O pré-tratamento com compostos naturais para T.
gondii, especialmente com plantas nativas orientais, ¢ responsavel por induzir estas
alteracdes funcionais, como bem descrito por Elazab e Arafa (2022), impedindo o parasito

de estabelecer a infeccao.

Um estudo realizado por Chen e colaboradores (2012), concluiu que o suco de
roma reduz o estresse oxidativo placentario in vivo e in vitro, limitando a morte
induzida por estimulo de trofoblastos humanos em cultura, demonstrando que a
punicalagina, um importante composto anti-inflamatdrio e antioxidante encontrado
nas romas, mimetiza esse efeito protetor, além de sugerir que a ingestdo antenatal de
P. granatum pode limitar a lesdo placentaria e, assim, conferir maior prote¢ao ao feto
contra diversos problemas gestacionais, dentre eles, a infec¢ao por patdgenos. Outro
estudo, também feito por Chen e colaboradores (2016), demonstrou que a punicalagina

aprimora a diferenciacdo dos trofoblastos e sugere que pode ser usada
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terapeuticamente em gestagdes com risco de disfuncdo placentaria. Além disso, outros
estudos acima discutidos demonstram o potencial de Punica granatum contra a
proliferacdo de células tumorais, além do controle de infec¢des por outros patogenos.
Estes resultados foram somados ao presente estudo, o qual explora estes potenciais de
P. granatum frente aos estagios iniciais e tardios da infec¢do congénita por 7. gondii,
os quais ainda nao foram descritos na literatura. Os resultados demonstram os efeitos
de controle da invasdo, proliferacao e reversibilidade do parasito. Assim, este estudo
ainda sugere que o extrato hidroalcodlico de P. granatum ¢ um composto promissor
no tratamento contra toxoplasmose congénita, uma vez que ¢ fonte de importantes
moléculas bioativas; entretanto, mais estudos precisam ser realizados para investigar e
compreender a atuagao dessas substancias que possam ser responsaveis pelas

atividades anti-Toxoplasma observadas no presente trabalho.

7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, nds concluimos que o extrato hidroalcodlico da
casca do fruto de Punica granatum, em concentracdes ndo-toxicas, altera a morfologia
dos taquizoitos, mostrando eficacia no controle da invasdo e da proliferacdo de
Toxoplasma gondii em células trofoblasticas humanas extravilosas (HTR-8/SVneo).
Ademais, duas concentragdes do tratamento apresentaram um impacto irreversivel na
proliferagdo do parasito, destacando-se como uma possivel estratégia terapéutica
alternativa para uma possivel toxoplasmose congénita. No entanto, sdo necessarios
estudos mais profundos para, entre outros aspectos, investigar as alteragdes
ultraestruturais no parasito, bem como avaliar os componentes bioativos do extrato, além
da realizagdo de experimentos em modelos ex vivo, como em vilos placentérios, além de
dosagem de citocinas através do método de ELISA, ensaio de espécies reativas de

oxigénio (ROS), microscopia eletronica de transmissdo, entre outros.
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