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RESUMO

A toxoplasmose congénita, considerada um problema de satide piblica mundial, ¢
ocasionada pela passagem transplacentaria do parasito intracelular obrigatorio oportunista
Toxoplasma gondii. A transmissao vertical deste protozoario pode levar a complicagdes
graves para o embrido/feto, incluindo abortos espontidneos, natimortos, restricio de
crescimento, malformacdes, danos neuroldgicos, encefalite, coriorretinite e calcificagdes
cerebrais. Uma vez confirmada, o tratamento padrao para a toxoplasmose congénita apos
18 semanas ou mais de gestacdo, se baseia na associag¢ao de sulfadiazina com pirimetamina.
No entanto, estes medicamentos tém sido associados a efeitos colaterais graves, alta
toxicidade e ao desenvolvimento de parasitas resistentes, destacando a necessidade urgente
de terapéuticas alternativas com menos toxicidade para mae e filho. O presente estudo
demonstrou que andlogos sintéticos de chalconas, compostos pertencentes a familia dos
flavonoides (nomeados aqui como C2, C4 e C9), foram capazes de controlar a infecg¢ao de
T. gondii tanto em células trofoblasticas humanas (BeWo) quanto em explantes
placentarios humanos de terceiro trimestre gestacional. Doses ndo citotoxicas de C2, C4 e
C9 prejudicaram irreversivelmente a invasdo e subsequente prolifera¢do intracelular do
parasito em células BeWo. As microscopias eletronicas de varredura e transmissdo
evidenciaram o efeito direto das chalconas sobre os taquizoitos, que apresentaram
superficie rugosa irregular, membrana com estruturas semelhantes a buracos, tor¢io e
alteragdes substanciais em seu formato apds o pré-tratamento. Além disso, C4 e,
especialmente, C9 causaram danos ultraestruturais notaveis pela formagao de estruturas
semelhantes a vacuolos no citoplasma dos parasitos e ao redor do vacuolo parasitoforo. As
chalconas também modularam o perfil de citocinas, aumentando os niveis de IL-8 ¢
diminuindo a produ¢do de EROs em células BeWo e regulando positivamente a liberagao
de TNF-a em explantes vilosos. Nossas descobertas revelaram o potencial de C2, C4 ¢ C9
como tratamentos alternativos para toxoplasmose congénita, bem como as chalconas como

uma estrutura promissora para o projeto de novas moléculas com atividade anti-7. gondii.

Palavras-chave: trofoblasto, placenta, Toxoplasma gondii, tratamento, flavondides,
chalconas.



ABSTRACT

Congenital toxoplasmosis is an important public health problem worldwide caused
by the transplacental passage of opportunistic protozoan parasite 7oxoplasma gondii. The
vertical transmission can lead to severe complications to embryo/fetus including
miscarriages, stillbirth, growth restriction, malformations, neurological damage,
encephalitis, chorioretinitis and brain calcifications. Once confirmed, the standard
treatment consists in an association of sulfadiazine with pyrimethamine. However, these
drugs have been linked to serious side effects, high toxicity and the development of drug-
resistant parasites, highlighting the urgent necessity for alternative therapeutics with less
toxicity for mother and child. The current study showed that synthetic analogues of
chalcones, compounds belonging to the flavonoid family, were capable to control the
infection of 7. gondii in both human trophoblast cells (BeWo) and placental human
explants. Non-cytotoxic doses of C2, C4 and C9 impaired invasion and subsequent
intracellular proliferation of parasite with an irreversible manner in BeWo cells. Scanning
and transmission electron microscopies evidenced the direct effect of chalcones on
tachyzoites, which presented irregular rough surface, membrane with hole-like structures,
torsion and shape substantial changes after pretreatment. Also, C4 and, especially, C9
caused notable ultrastructural damages by the formation of vacuole-like structures in
parasites cytoplasm and surrounding the parasitophorous vacuole. In addition, chalcones
modulated cytokines profile, increasing IL-8 and downmodulating ROS in BeWo cells and
upregulating TNF-a release in villous explants. Our findings reveled the potential of C2,
C4 and C9 as alternative treatments for congenital toxoplasmosis as well as chalcones as a

promising scaffold for new anti-7. gondii molecules design.

Key-words: trophoblast, placenta, Toxoplasma gondii, treatment, flavonoid, chalcones
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1. INTRODUCAO
1.1 PLACENTA: COMPOSICAO E RESPOSTA IMUNE

A placenta ¢ um orgdo transitorio responsavel, principalmente, pela comunicacao
materno-fetal durante a gravidez (Horii et al., 2020). Essa comunicagdo ocorre
principalmente através das vilosidades coridnicas, as quais ancoram a placenta no local de
implantaco uterina e sdo essenciais para a troca de gases, nutrientes e produtos de excre¢ao
entre feto e mae, além da sintese e secrecdo de hormonios e citocinas importantes para os
mecanismos de modulagdo imunolégica (Burton e Fowden, 2015; Turco ¢ Moffett, 2019).
As vilosidades coridnicas sdo compostas por uma populacdo heterogénea de células
derivadas do trofectoderma embriondrio (Xiao et al., 2020). As células-tronco do
trofectoderma originam tanto o citotrofoblasto, que posteriormente se diferencia em duas
subpopulagdes - o trofoblasto viloso e extraviloso - quanto o sinciciotrofoblasto, uma massa
celular multinucleada que infiltra ativamente a decidua materna (Arora et al., 2017;Xiao et
al., 2020). No final do primeiro trimestre, os trofoblastos extravilosos adquirem
capacidades migratorias e orquestram a remodelagdo das artérias espiraladas para garantir

um suprimento sanguineo materno-fetal adequado (Burton e Fowden, 2015).

Figura 1: Representacdo esquematica da composicao celular das vilosidades da placenta

humana.

Artéria espiralada

Citotrofoblasto
invasivo

_  coridnico

~

. 0‘\
& 5

Citotrofoblasto
Sinciciotrofoblasto ——s ‘Q

“q

Espaco Interviloso

Current Opinion in Cell Biology

Fonte: Adaptado de Xiao et al., 2020. Uma camada de células multinucleadas de sinciciotrofoblasto

cobre uma camada unicelular de citotrofoblasto. Nas pontas das vilosidades placentarias ficam
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colunas de citotrofoblastos que sdo proliferativos e dao origem ao citotrofoblasto
extraviloso invasivo que ajuda a ancorar a placenta ao ttero e interagir com as arteriolas e

veias uterinas maternas.

O processo inicial da gestagdo, que envolve a implantagdo do embrido na decidua
e remodelamento dos vasos sanguineos, requer uma resposta imune majoritariamente pro-
inflamatoéria (Th1) mediada por citocinas como IL-1p, IL-2, IL-8, IFN-y e TNF (Dekel et
al.,2010; Mor e Cardenas, 2010; Otun ef al., 2011). Em contrapartida, o segundo trimestre
gestacional ¢ marcado por uma maior tolerdncia imunologica para evitar a rejei¢ao do feto
semialogénico em desenvolvimento e, portanto, hd a prevaléncia de um perfil anti-
inflamatorio (Th2) regulado, principalmente, por citocinas como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13
e TGF-B (Abu-Raya et al., 2020; Rezende-Oliveira et al., 2012). Finalmente, no ltimo
trimestre, hd um reestabelecimento do microambiente preferencialmente pré-inflamatorio
que atua no preparo do organismo materno para a contracao uterina e expulsao do feto e da

placenta (Abu-Raya ef al., 2020; Mor e Cardenas, 2010).

Além disso, uma gravidez a termo bem-sucedida requer um equilibrio entre a
tolerancia imunoldgica para o feto e a responsividade a possiveis agentes infecciosos (Li et
al., 2020). Nesse sentido, o sinciciotrofoblasto desempenha um papel crucial na resposta
imunologica materna oferecendo uma protec¢ao robusta, além de atuar como barreira fisica
devido a sua extensa area de superficie e falta de jungdes celulares (Turco e Moffett, 2019).
Ademais, o citotrofoblasto exibe mecanismos de defesa inatos direcionados a patdogenos
intracelulares (Arora et al., 2017). Ainda assim, alguns patdgenos, como aqueles
categorizados no grupo “TORCH” (Toxoplasma gondii, virus da hepatite B, virus da
rubéola, citomegalovirus, virus herpes simplex), sdo capazes de atravessar a barreira

placentaria e estabelecer infecgdes congénitas (Arora et al., 2017; Turco e Moffett, 2019).

1.2 Toxoplasma gondii: ASPECTOS GERALIS, CARACTERISTICAS
ESTRUTURAIS E CICLO BIOLOGICO
Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatério pertencente ao filo
Apicomplexa, causador da toxoplasmose, capaz de infectar um amplo espectro de animais
endotérmicos e tipos celulares (Dubey et al., 2012; Montoya e Liesenfeld, 2004). Este filo
de parasitos se caracteriza pela presenca de um complexo apical, que consiste em uma
estrutura composta de elementos de citoesqueleto associados a organelas secretoras
também chamadas de micronemas e roptrias (Boothroyd e Dubremetz, 2008). Essas

organelas, em conjunto com os granulos densos liberam progressivamente seus contetidos
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proteicos e participam de processos essenciais para a infec¢do do parasito como adesdo e
invasao das células, bem como para a formagdo de vacuolos parasitoforos, estruturas
importantes para a evasdo do parasito da resposta imune do hospedeiro (Boothroyd e

Dubremetz, 2008; Laliberté e Carruthers, 2008).

O primeiro contato entre o parasito e a cé¢lula hospedeira se da por meio da interagao
de antigenos de superficie (SAG1) do parasito e receptores de membrana celular (Gubbels
e Duraisingh, 2012). Em um segundo momento, proteinas adesinas sao liberadas pelas
micronemas (MICs) em um evento dependente de Ca (Keeley e Soldati, 2004). Essa
adesdo inicial € reversivel e permite que 7. gondii “deslize” sobre a superficie celular em
um fendmeno de motilidade chamado “gliding”, que envolve um sistema motor de actina-
miosina ancorado na membrana interna do parasito. Apos esse reconhecimento, o parasito
se reorienta de modo que seu apice, contendo as organelas secretoras, esteja em contato
com a membrana hospedeira (Carruthers e Boothroyd, 2007). As micronemas liberam mais
MICs fortalecendo a adesdo, seguidas pela formagdo do “anel de aperto” (“ moving
juntion”) mediada por proteinas liberadas pelas roptrias (RONs) (Hunter e Sibley, 2012).
Nessa etapa as membranas plasmaticas do hospedeiro e do parasita estdo em contato intimo,
criando uma interface estavel, em formato de um pequeno anel, que facilita a invasao
(Carruthers e Boothroyd, 2007). Em sequéncia, outras proteinas secretadas pelas roptrias
(ROPs) sdo injetadas no local da invasao, e sao essenciais para a sobrevivéncia doparasito,
uma vez que, auxiliam na formagdo do vacuolo parasitéforo (Boothroyd e Dubremetz,
2008; Gubbels e Duraisingh, 2012). Apesar de os granulos densos nao estaremlocalizados
no complexo apical, sdo organelas secretoras importantes que liberam seus conteudos
proteicos (GRAs) apés a invasdo e durante a replicagdo intracelular (Gubbels e Duraisingh,
2012). As GRAs sdo essenciais para a manutengdo do vactiolo parasitéforo pois se aderem
aos limites citoplasmaticos deste vacuolo, estabilizando-o e impedindo a sua fusdo aos

lisossomos, permitindo a replicagdo e disseminagao de 7.gondii (Black e Boothroyd, 2000).

Os seres humanos sdo considerados hospedeiros intermediarios da toxoplasmose
(Ahmed et al., 2020). A fase sexuada do ciclo de vida de 7. gondii ocorre somente em
animais da familia dos felideos, incluindo os gatos domésticos, tornando-os hospedeiros
definitivos, e consequentemente, reservatorios do parasito (Rezaei et al., 2019). Existem
tré€s formas evolutivas infecciosas de 7. gondii: (1) os oocistos, altamente resistentes, que

quando eliminados nas fezes dos felideos, sofrem esporulagdo, liberam os esporozoitos, e
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contaminam solo, plantagdes e fontes de agua (Milne, Webster e Walker, 2020); (2) os
taquizoitos que se multiplicam rapidamente no interior das células hospedeiras (Weiss e
Dubey, 2009) e (3) os bradizoitos, os quais dentro de cistos teciduais podem permanecer
indefinidamente nos tecidos humanos, preferencialmente no tecido nervoso, muscular
cardiaco, muscular esquelético e retina (Stelzer et al., 2019).

A transmissdo ocorre por meio do consumo de alimentos mal lavados ou agua
contaminados com os oocistos, ingestdo de carne crua ou malcozida contendo os cistos
teciduais (Schliiter et al., 2014), transplante de orgdos, doagdo de sangue ou de forma
vertical (Robert-Gangneux e Dardé¢, 2012). Uma vez ingeridos por novos hospedeiros, os
esporozoitos se transformam em taquizoitos que penetram ativamente nas células do
epitélio estomacal e/ou intestinal e se replicam até que a mesma se rompa, tornando
possivel a infec¢ao das células vizinhas. Esse estagio do ciclo representa a fase aguda da
doenca (Schliiter et al., 2014). Os taquizoitos, entdo, se internalizam em cistos, se
diferenciando em bradizoitos, que possuem replicacdo mais lenta. Essa diferenciacdo
caracteriza a fase cronica da toxoplasmose e garante a manutengao da doenga, uma vez que
os cistos teciduais sdo mais resistentes a defesa imunoldgica do hospedeiro e podem
permanecer no organismo durante toda a vida (Rougier, Montoya e Peyron, 2017; Smith et
al.,2021). Caso haja a ingestdo de carne contaminada, os cistos se rompem ao passar pelo
trato digestivo, liberando os bradizoitos que podem infectar o epitélio intestinal, local onde
se multiplicagdo no hospedeiro intermediario ou, entdo, definitivo (Black e Boothroyd,
2000; Stelzer et al., 2019).

E no intestino dos hospedeiros definitivos que os bradizoitos sofrem um niimero
autolimitado de multiplicagdes assexuadas, que implicardo no desenvolvimento de
merozoitos dentro dos esquizontes, seguido da formagao dos micro e macrogametas
(masculino e feminino, respectivamente) do parasito. Apos a fertilizagdo desses gametas,
um zigoto diploide ird se desenvolver dentro dos oocistos, os quais serao excretados para
o meio ambiente junto com as fezes do animal. Esses oocistos sdo inicialmente eliminados
em um estado imaturo e requerem aproximadamente 2 dias para amadurecer no ambiente
e ganhar infectividade total, processo chamado de esporogonia, concluindo assim o ciclo

de vida de T. gondii (Robert-Gangneux e Dard¢, 2012).
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Figura 2: Representagdo esquematica do ciclo biologico de T. gondii.
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A prevaléncia da toxoplasmose difere de acordo com a localizagdo geogréafica,
clima, habitos culturais e condi¢des socioecondmicas, como saneamento basico e higiene
(Flegr et al., 2014; Robert-Gangneux e Dardé, 2012). Paises da América do Norte,
Sudoeste Asidtico e Norte da Europa possuem uma prevaléncia de 10 a 30 %, enquanto em
paises da regido central e sul da Europa em torno de 30 a 50%. Por outro lado, paises
tropicais, como os da América do Sul e alguns paises africanos, apresentam uma
soroprevaléncia maior, variando de 30 a 90% (Robert-Gangneux e Dardé, 2012). Além
disso, a alta prevaléncia também pode estar associada aos genotipos do parasito.
Basicamente, 7. gondii possui uma populagdo clonal derivada de trés linhagens principais
(I, II e III) encontradas em paises da Europa e América do Norte (Aguirre et al., 2019;
Howe e Sibley, 1995). Também possui ampla variedade genética na América Central e do
Sul (Fernandez-Escobar et al., 2022) e, por isso, gendtipos que ndo se encaixam em uma

dessas trés linhagens sdo chamados de atipicos (Franco ef al., 2019). Estudos demonstram
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que existe ainda uma quarta linhagem, observada principalmente em animais selvagens na
América do Norte (Khan et al., 2011).

No Brasil, destacam-se quatro linhagens principais, sendo elas Brl, Brll, Brlll e
BrIV (Pena et al., 2008). Analises em modelos animais infectados demonstraram que a
linhagem BrI apresenta alta viruléncia, Brlll baixa viruléncia, enquanto Brll e BrIV média
viruléncia (Pena et al., 2008). Intrinsecas a essas linhagens, duas cepas do parasito,
TgChBrUDI1 pertencente ao genotipo Brll e TgChBrU2 a Brl (Franco et al., 2019) foram
isoladas na cidade de Uberlandia - MG, a partir de amostras de coracdo de galinhas caipiras
(Lopes et al., 2016), o que demonstra o alto potencial de disseminagdo de 7. gondii no

ambiente e de infectar animais cotidianamente consumidos pelos seres humanos.

1.3 RESPOSTA IMUNE DO HOSPEDEIRO A INFECCAO POR 7. gondii

Em um primeiro momento, 7. gondii é reconhecido por células apresentadoras de
antigenos (APCs), como células dendriticas, macrofagos e neutrofilos estimulando a
sintese de citocinas pré-inflamatdorias como IL-12 e TNF (Laliberté e Carruthers, 2008;
Miller et al., 2009). Essas citocinas, por sua vez, ativam a resposta imune adaptativa
mediada por linfocitos T CD4" e CD8" e também por células NK, que atuam produzindo e
secretando mediadores inflamatorios como IFN-y (Miller et al., 2009). A ativagdo de
macrofagos por IFN-y promove a redugdo ou eliminagdo de 7. gondii por mecanismos
mediados por 6xido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (EROs) e/ou produgao da
enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) que degrada o triptofano, um aminodcido
essencial para o crescimento do parasito (Miller et al., 2009; Yarovinsky, 2014). Outras
citocinas pro-inflamatorias também participam do controle da infec¢do como € o caso da
IL-6 e do fator de inibi¢do da migracdo de macrofagos (MIF) (Silva, da et al., 2017;
Teixeira et al., 2020a). Apesar dessa resposta imune ser essencial no controle do
parasitismo, uma resposta inflamatoria exacerbada ¢ prejudicial para as células e tecidos
do hospedeiro. Por isso, ¢ importante que exista um equilibrio entre os perfis Thl
(predominantemente pro-inflamatorio) e Th2 (predominantemente anti-inflamatorio). Esse
equilibrio pode ser mediado pela producao de citocinas anti-inflamatérias, como IL-4, IL-
10 e o fator de crescimento transformador TGF-B1, que atuam no controle da produgao e,

consequentemente, das fungdes de IL-12 e IFN-y contra 7. gondii (Yarovinsky, 2014).

1.4 TOXOPLASMOSE CONGENITA
Apesar de a maioria dos casos de toxoplasmose em humanos ser assintomatica, a

preocupacgdo com a infec¢@o consiste no estabelecimento de cistos do parasito nos tecidos
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do hospedeiro, o que pode persistir de forma cronica no organismo e reativar a infec¢do em
casos de supressao do sistema imunologico ou até mesmo durante a gravidez (Ahmed, Sood

e Gupta, 2020; Montoya e Liesenfeld, 2004).

Quando adquirida ou reativada durante ou pouco antes da gestacao, a infec¢ao pode
resultar em transmissdo vertical, atingindo os tecidos fetais (Kodjikian et al., 2004;
Montoya e Liesenfeld, 2004). A transmissdo ocorre devido a passagem transplacentéria de
taquizoitos e, contudo, seu risco ¢ inversamente proporcional ao tempo de gestacgao.
Enquanto o risco de infec¢do fetal no primeiro trimestre ¢ emtorno de 10-25%, no segundo
trimestre as chances de transmissao aumentam para 30% e no terceiro trimestre pode
alcangar entre 60% a 90% (Fallahi et al., 2018). Por outro lado, apesar de ser mais dificil
de ocorrer, quando a infeccdo se estabelece no primeiro trimestre, € considerada
clinicamente mais grave devido a alta possibilidade de aborto, alteragcdes neuroldgicas e
ma formacgao fetal (Fallahi et al., 2018). Essa variacao pode se dar devido a anatomia da

propria placenta, ja que sua espessura diminui progressivamente até o final da gravidez

para acompanhar o crescimento fetal (Dubey ef al., 2021; Robert-Gangneux et al., 2011).

Como mencionado anteriormente, para que o feto semialogénico se desenvolva
apropriadamente no organismo materno, principalmente a partir do segundo trimestre,
predomina-se uma regulacdo imunologica mediada por citocinas anti-inflamatdrias e
reguladoras (Abu-Raya et al., 2020). Entretanto, um ambiente caracterizado por um perfil
Th2, somado ao estreitamento da barreira placentaria favorece a infec¢do por 7. gondii, e,
consequentemente, a toxoplasmose congénita (Rezende-Oliveira et al., 2012; Robert-
Gangneux et al., 2011). Uma vez confirmada, a toxoplasmose congénita pode levar a
complicagdes graves no feto e/ou neonatos, incluindo abortos, natimortos, restricdo de
crescimento, malformagdes, danos neuroldgicos, encefalite, coriorretinite e calcificagdes

cerebrais (Lief al., 2014; Moncada e Montoya, 2012).

1.5 TRATAMENTO
No caso de infeccdo materna confirmada, o tratamento de primeira escolha nas
primeiras 18 semanas de gestagdo, consiste na administragdo de espiramicina, um
antibiotico macrolideo (Moncada e Montoya, 2012; Peyron et al., 2017). Apesar de ndo
apresentar alta toxicidade, a espiramicina nao ¢ capaz de atravessar a barreira placentaria
e, por isso, ¢ usada profilaticamente em mulheres gravidas para prevenir a transmissao

materno-fetal do parasito (Dunay et al., 2018).
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Em caso de confirmacdo de infec¢do fetal com 18 semanas ou mais de gestacgdo,
recomenda-se a combinagdo de sulfadiazina e pirimetamina com suplementacdo de acido
folinico (Montoya e Remington, 2008). Sinergicamente, esses medicamentos inibem a
diidropteroato sintase (DHPS) e a diidrofolato redutase (DHFR), enzimas cruciais para a
sobrevivéncia e replicagdo do parasito (Doliwa et al., 2013; 1. Villena, 1998). No entanto,
sdo ineficazes durante a fase latente da infeccdo e podem estar associados a efeitos
adversos, incluindo supressdo da medula 6ssea, distirbios gastrointestinais, alergias e
teratogenicidade se a pirimetamina for usada no primeiro trimestre de gestacao, levando a
descontinuagdo do tratamento (Ben-Harari, Goodwin e Casoy, 2017). Além disso, foram
relatadas na literatura cepas de 7. gondii resistentes a esses medicamentos, o que complica
ainda mais o manejo da toxoplasmose congénita (Aspinall et al., 2002; Montazeri et al.,

2018; Silva et al., 2017).

1.6 CHALCONAS

Neste cenario preocupante, a literatura atual destaca os produtos naturais como uma
fonte promissora de compostos biologicamente ativos e com propriedades antiparasitarias
(Lucas et al., 2021; Mamede et al., 2020; Soto-Sanchez, 2022). Nosso grupo de pesquisa
tem se esfor¢ado na busca de formas alternativas de tratamento para a toxoplasmose
congénita, com menor toxicidade e maior eficiéncia. Ilustrando isso, através de modelos
experimentais in vitro e ex vivo de interface materno-fetal, relatamos compostos naturais
distintos com agdo promissora contra 7. gondii (Martinez et al., 2023; Melo Fernandes, de

et al., 2023; Teixeira et al., 2020; Teixeira, Rosini, et al., 2023).

As chalconas sdo compostos pertencentes a familia dos flavonoides, facilmente
encontrados em plantas e produtos comumente consumidos por humanos, como
leguminosas, frutas, graos integrais e vinhos (Rudrapal ef al., 2021). Esta classe de
compostos possui uma estrutura de 1,3-difenilprop-2-en-1-ona que ¢ considerada versatil
para modificagdes estruturais (Ni, Meng e Sikorski, 2004; Oliveira ef al., 2023). Portanto,
as chalconas tém ganhado destaque devido a sua alta biodisponibilidade, facilidade de
producdo sintética e numerosas propriedades bioativas, incluindo anticancer (Xiao et al.,
2021), antibacterianas (Khan e Asiri, 2017; Xu et al., 2019), anti-inflamatorias e
antiparasitarias (Oliveira, de et al., 2022; Trein et al., 2019), inclusive anti-7.gondii (Jiang

etal.,2022; Siet al.,2018).

Apesar de suas propriedades bioldgicas relatadas, ainda ndo ha estudos que

abordem os efeitos das chalconas sobre 7. gondii na interface materno-fetal humana.
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Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a atividade anti-7. gondii de
analogos sintéticos de chalconas, bem como desvendar os possiveis mecanismos de agdo
subjacentes relacionados ao controle do parasitismo. Para isto, utilizamos dois modelos
experimentais bem estabelecidos e amplamente utilizados para o estudo materno-fetal,
sendo um deles in vitro por meio de células trofoblasticas de vilosidades humanas (células
BeWo) e outro ex vivo utilizando explantes de vilosidades humanas de terceiro trimestre
gestacional (Barbosa et al., 2014; Rosini et al., 2022; Silva, da et al., 2017; Teixeira et al.,
2020; Teixeira, et al., 2023).

2. JUSTIFICATIVA

Diante dos fatos acima supracitados, sabe-se que a toxoplasmose congénita
representa um problema de satde publica mundial. Apesar de sua alta prevaléncia, ainda
nao foram desenvolvidos farmacos com mecanismos de acao especificos contra o parasito
e que causem pouco ou nenhum efeito indesejavel ao hospedeiro. O tratamento
convencional pode causar diversos efeitos colaterais que prejudicam sua a adesdo, além de
ndo serem completamente eficazes. Dito isso, ¢ de extrema importancia a pesquisa € o
desenvolvimento de novas terapias para a toxoplasmose congénita, com maior
especificidade, eficiéncia e menos efeitos colaterais.

Considerando que os compostos naturais tém ganhado destaque no universo
académico-cientifico ¢ que as chalconas apresentam potentes atividades bioldgicas,
inclusive antiparasitarias, além de serem moléculas versateis quando se trata da produgao
sintética, compostos sintéticos analogos a essa classe de compostos foram produzidos e
cedidos pelo Prof. Dr. Luis Octavio Regasini da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho (UNESP), de Sao José do Rio Preto, a fim de estudar seus efeitos contra 7.

gondii em modelos experimentais de toxoplasmose congénita.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial anti-7. gondii de compostos sintéticos analogos a chalconas em

modelos de interface materno-fetal humana, através de analises in vitro e ex vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Verificar a viabilidade de células BeWo tratadas com as chalconas;

e Determinar os indices de proliferagdo intracelular e reversibilidade de taquizoitos de 7.

gondii em células BeWo tratadas com as concentragdes ndo citotoxicas das chalconas;
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e Avaliar o efeito das chalconas na morfologia e ultraestrutura parasitaria (microscopias
eletronicas de transmissao e varredura);

e Avaliar se o pré-tratamento de taquizoitos com as chalconas influenciam na adesdo,
invasdo e subsequente proliferagdo intracelular do parasito em células BeWo;

e Avaliar se os tratamentos influenciam na producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) por células BeWo;

e Avaliar se os tratamentos modulam a resposta inflamatoria das células hospedeiras pela
mensuragdo de citocinas liberadas no sobrenadante de células BeWo tratadas na
presenga ou auséncia de infec¢ao;

e Realizar ensaios de viabilidade em explantes vilosos de placentas humanas de terceiro
trimestre gestacional;

e Determinar os indices de proliferagdo intracelular de 7. gondii em explantes vilosos,
frente ao tratamento com as chalconas;

e Mensurar as citocinas liberadas no sobrenadante de explantes vilosos tratados na

presenca ou auséncia da infeccao por 7. gondii.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 ANALISES IN VITRO
4.1.1 CULTURA CELULAR E MANUTENCAO DE T. gondii

Células trofoblasticas humanas vilosas (linhagem BeWo) foram adquiridas do
“American Type Culture Collection” (ATCC, CCL-98, Manassas, VA, EUA) e cultivadas
em frascos de cultura de 25cm? ou 75¢m? contendo meio RPMI 1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e antibioticos (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina) em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO; (Barbosa et al., 2014).

Taquizoitos de 7. gondii, clone 2F1, derivados da cepa RH, altamente virulenta e
que expressam a enzima [-galactosidase, foram cedidos pelo Professor Dr. Vern
Carruthers, da Escola de Medicina da Universidade de Michigan, EUA. Esses taquizoitos
foram propagados em células BeWo mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com

penicilina, estreptomicina e 2% de SFB a 37° C e 5% de CO; (Barbosa et al., 2014).

4.1.2 CHALCONAS

As chalconas utilizadas neste estudo foram sintetizadas e fornecidas pelo Prof.
Luis Octavio Regasini da Universidade Estadual Paulista Julio Mesquita Filho (UNESP),
Sao Jos¢ do Rio Preto, SP, Brasil. As chalconas foram: C2 (siringaldeido 4-OMe), C4
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(siringaldeido 3,4-di-OMe) e C9 (3,4-di-OMe isovanilina). Suas estruturas quimicas estao
apresentadas na Figura 2. Para obten¢do das diluicdes de armazenamento, as amostras
liofilizadas foram solubilizadas em dimetilsulféoxido (DMSO) e armazenadas em uma

concentragdo de 50.000 pg/mL a -80°C.
4.1.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar a citotoxicidade das chalconas em células BeWo, o ensaio
colorimétrico de MTT [(3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5 brometo de difeniltertrazolim)] foi
realizado de acordo com o protocolo descrito por Mosmann (1983), com modificagdes
(Teixeira et al., 2020). Células BeWo a 3,0x10%/pog¢o foram plaqueadas em microplacas de
96 pogos. Apds adesdo overnight, as células foram tratadas com dilui¢des seriadas de C2,
C4 e C9 (variando de 0,5 a 128 pg/mL) por 24 horasa 37°C e 5% de CO». O grupo controle
recebeu apenas meio de cultura RPMI com 10% de SFB e, para o veiculo controle, células
BeWo foram tratadas com DMSO 0,25% em meio RPMI, que corresponde ao percentual
de DMSO presente na maior concentragcdo das chalconas testadas (128 pg/ mlL).
Posteriormente, os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos € uma solucao de 10
pL do reagente MTT (5 mg/mL) mais 90 pL de meio RPMI suplementado foram
adicionados as monocamadas de células seguido por incubagdo durante 4 h a 37°C e 5%
de CO». Em seguida, os pogos receberam uma solu¢ao de dodecilsulfato de s6dio (SDS) a
10% e N,N-dimetilformamida (DMF) a 50% para solubilizacdo dos cristais de formazan e
apos incubagdo overnight, a redugao do MTT foi medida por absorbancia (570 nm) usando
um espectrofotometro (Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA). A viabilidade celular foi expressa em porcentagens (% viabilidade
celular), com a densidade Optica das cé€lulas incubadas apenas com meio de cultura sendo
considerada como 100% vidvel. Foram realizados pelo menos trés experimentos

independentes com oito replicatas.

4.1.4 ENSAIO DE PROLIFERACAO INTRACELULAR DE T. gondii

A fim de se estabelecer as melhores concentragdes para o0s proximos
experimentos, avaliamos se C2, C4 e C9 seriam capazes de controlar a proliferacao
intracelular do parasito utilizando o ensaio colorimétrico de B-galactosidase, conforme
descrito anteriormente (Barbosa et al., 2014; Teixeira et al., 2020). Para este propdsito,
células BeWo a 3,0x10%pogo foram plaqueadas em microplacas de 96 pogos, deixadas para
aderir overnight e infectadas com taquizoitos de 7. gondii em uma multiplicidade de

infeccdo (MOI) de 3:1 (propor¢do de parasitos por célula) por um periodo de 3 horas a
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37°C e 5% de CO> (Barbosa et al., 2014, 2015). Depois disso, as células foram
cuidadosamente lavadas uma vez com solucao salina tamponada com fosfato (PBS 1X)
para remover os parasitos extracelulares remanescentes e tratadas com dilui¢cdes seriadas
de C2,C4 e C9 (variando de 0,5 a 128 pg/mL) por 24 ha 37°C e 5% de CO». A associagdo
de sulfadiazina e pirimetamina (S+P) foi utilizada como controle positivo para simular o
tratamento convencional da toxoplasmose. A concentracao de S+P (200 pg/mL e 8 pg/mL,
respectivamente) foi escolhida com base em dados publicados, uma vez que foi relatada
como nao toxica para cé¢lulas BeWo (Silva, da et al., 2017). Células infectadas e incubadas
apenas com meio RPMI foram utilizadas como controle negativo representando o
crescimento normal de 7. gondii. A quantificagdo do parasito em amostras de células foi
realizada pela reagdo da P-galactosidase utilizando o substrato reagente clorofenol
vermelho-B-D-galactopiranosideo (CPRG; Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha).
Posteriormente, a absorbancia (570 nm) foi medida utilizando um espectrofotometro
(Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA), e a
proliferagdo intracelular do parasito foi expressa em porcentagem (% proliferacao de T.
gondii). O nimero de taquizoitos foi calculado em comparacao comuma curva padrdo com
taquizoitos livres (variando de 1x10% a 15.625x10° parasitas). A eficiéncia de cada
condi¢do de tratamento foi definida por comparagdo com o controle negativo (100% de
proliferagdo). Foram realizados pelo menos trés experimentos independentes com oito

replicatas.

4.1.5 ENSAIO DE REVERSIBILIDADE

Ap6s selecionar concentracdes nao citotdxicas de C2, C4 e C9 que apresentaram
efeito inibitério na proliferagdo intracelular de 7. gondii, investigamos se o efeito
antiparasitrio seria mantido mesmo apds a remocdao do tratamento. O ensaio de
reversibilidade foi realizado conforme descrito anteriormente (Teixeira et al., 2020). As
células BeWo foram plaqueadas a 3,0x10% células/pogo em microplacas de 96 pogos e apds
a adesdo foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii a um MOI de 3:1 em meio RPMI
suplementado. Os parasitas foram deixados para invadir as células hospedeiras por 3 horas
e depois lavados uma vez para remover aqueles que nao estavam aderidos. Na primeira
etapa do experimento, as células infectadas foram tratadas com C2 (8 pg/mL), C4 (8
pg/mL), C9 (32 pg/mL), S+P (200+8 pg/mL, respectivamente; controle positivo) ou
apenas meio de cultura (grupo ndo tratado; controle negativo) por 24 horas a 37 °C e 5%

de CO,. Apds 24 horas de tratamento, o sobrenadante foi removido e a proliferagdo
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intracelular do parasito mensurada. Paralelamente, os tratamentos mencionados foram
removidos € os meios substituidos por meio de cultura sem tratamento por mais 24 horas,
permitindo a replicacdo do parasito durante este periodo adicional. Em ambas as situacdes,
a proliferagao intracelular de 7. gondii foi quantificada utilizando o ensaio de -
galactosidase. A taxa de reversibilidade foi representada em porcentagem (% de
reversibilidade do tratamento) 24 horas ap6s a remogao do tratamento, em comparagdo com
o grupo nao tratado e a condi¢do de tratamento correspondente ap6s 24 horas de tratamento.

Foram realizados trés experimentos independentes com oito replicatas.

4.1.8 ENSAIO DE ADESAO

Para investigar se as chalconas sdo capazes de prejudicar a adesdo do parasito as
células hospedeiras, procedemos com um ensaio de adesdo, conforme descrito
anteriormente (Teixeira et al., 2020). Células BeWo foram plaqueadas a uma densidade de
1,0x10° células/pogo em microplacas de 24 pogos contendo laminulas de 13 mm. Apos
adesdo overnight, as células foram fixadas com paraformaldeido (4%) durante 30 min a
temperatura ambiente e lavadas trés vezes com PBS 1X. Taquizoitos de 7. gondii a um
MOI de 3:1 foram pré-tratados com C2 (8 pg/mL), C4 (8 ug/mL), C9 (32 pg/mL), S+P
(200+8 pg/mL; controle positivo) ou apenas meio de cultura (controle negativo) por 1 h a
37 °Ce 5% de COaz. Os parasitos pré-tratados foram centrifugados e ressuspensos em meio
de cultura isento de tratamento antes da incubagao com células BeWo previamente fixadas
durante 3ha 37 °Ce 5% de CO,. Logo em seguida, lavamos os pogos com PBS 1 X e os
parasitos aderidos foram fixados com paraformaldeido conforme descrito acima. As
laminulas foram entdo incubadas com anticorpo primario policlonal anti-7.gondii feito em
coelho (Abcam #20530; Waltham, MA, EUA) diluido 1: 500 em solu¢do de saponina PGN-
0,01% por 1 h e lavado trés vezes com PBS 1 X. Em seguida, as laminulas foram incubadas
com anticorpo IgG anti-coelho conjugada com Alexa Fluor 488 diluido 1:500 em solugao
de saponina PGN-0,01% (Invitrogen, EUA #A11008; Waltham, MA, EUA), faloidina
conjungada com isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC) (diluido 1:50 em
PGN+saponina) e o marcador de nucleo celular TO-PRO-3 Iodeto (Life Technologies,
Waltham, MA, EUA) diluido 1:500 em PGN+saponina por mais 1 h no escuro em
temperatura ambiente para marcar taquizoitos de 7. gondii, F-actina e nucleos,
respectivamente. As laminulas foram lavadas trés vezes com PBS 1X e montadas em
laminas de vidro. Posteriormente, as amostras foram analisadas em microscopia confocal

de fluorescéncia (Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha) com microscopio invertido (Zeiss
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Axiovert 200 M). Os resultados foram expressos pelo nimero de células BeWo com
parasitas aderidos e pelo nimero total de parasitos aderidos por campo em um total de 20
campos escolhidos aleatoriamente. Foram realizados dois experimentos independentes

com quatro replicatas.

4.1.7 ENSAIOS DE INVASAO E PROLIFERACAO INTRACELULAR DE
TAQUIZOITOS DE T. gondil PRE-TRATADOS COM CHALCONAS

A invasdo e subsequente proliferacdao intracelular do parasito foram avaliadas
através do pré-tratamento dos taquizoitos com as chalconas (Silva, da et al., 2017; Teixeira
et al., 2020). Este experimento propde a investigacdo de um possivel efeito direto dos
compostos sobre o parasito. Para isso, taquizoitos de 7. gondii a um MOI de 3:1 foram pré-
incubados com C2 (8 pg/mL), C4 (8 pg/mL), C9 (32 pg/mL) ou S+P (200 +8 pug/mL) por
1 h a37 °C e 5% de CO,. Parasitos pré-incubados apenas com meio de cultura foram
utilizados como controle negativo. Logo em seguida, os parasitos foram centrifugados para
ressuspendidos em meio de cultura, para remog¢dao do tratamento, e colocados em
microplacas de 96 pogos (100 uL/pogo) contendo células BeWo previamente aderidas a
3,0x10% células/pogo. A interagdo do parasito com as células hospedeiras ocorreu por 3
horas a 37 °C e 5% de COa.. Para a analise de invasdo, o sobrenadante foi removido, as
monocamadas de células infectadas foram cuidadosamente lavadas com PBS 1X para
remogao de parasitos extracelulares e a quantificagdo da invasdo foi realizada
imediatamente. Para analise de proliferagdo intracelular, realizamos o mesmo protocolo
descrito acima, mas apos a invasao de 3 horas, novo meio de cultura foi adicionado a
monocamada de células infectadas por mais 24 horas a 37 °C e 5% de CO»,. Em ambas as
abordagens experimentais, o nimero de parasitas intracelulares foi quantificado utilizando
o ensaio de [-galactosidase, conforme descrito anteriormente. Foram realizados pelo

menos trés experimentos independentes com oito replicatas.

4.1.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM) E
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para investigar os mecanismos envolvidos na atividade anti-Toxoplasma das
chalconas, observamos a ultraestrutura dos taquizoitos de 7. gondii tratados com C2, C4 e
C9 por microscopia eletronica de varredura (MEV) (Elazab e Arafa, 2022; Portes et al.,
2012) e microscopia eletronica de transmissdo (TEM) seguindo protocolo descrito

anteriormente (Silva, da et al., 2017).
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Para TEM, as células BeWo foram plaqueadas a 1,0x10° células/pogo em
microplacas de 6 pogos e apds adesdo overnight, as células foram infectadas com
taquizoitos de 7. gondii a um MOI de 3:1 em meio RPMI suplementado por 3 h em 37 °C
e 5% de COaz. As células infectadas foram lavadas e incubadas com C2 (8 pg/mL), C4 (8
pg/mL), C9 (32 pg/mL), S+P (200+8 pg/mL; controle positivo) ou apenas meio de cultura
suplementado (controle negativo) por 24 horas a 37°C e 5% de CO.. Em seguida, as células
foram desaderidas, coletadas e fixadas em solucdo de Karnovsky contendo
paraformaldeido 2% e glutaraldeido em tampao cacodilato de sddio 0,1 M (pH 7,4) por 24
h. Apos as 24h, as amostras foram pds-fixadas por 1 h em tetréxido de 6smio (OsO4) a 1%
em solucao de cacodilato, seguido da adicdo de agar. As amostras foram mantidas a 4°C
por aproximadamente 2 dias até serem finalmente desidratadas em concentragdes
crescentes de etanol e 0xido de propileno e entdo incluidas em resina Epon. Secg¢des
ultrafinas foram coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo e analisadas em

microscopio eletronico de transmissao (Hitachi, TM 3000).

Para realizagdo de MEV, taquizoitos de 7. gondii a 1,0x10° parasitos/1000ul
foram pré-tratados ou ndo com C2, C4, C9 e S+P (mesmo procedimento experimental
descrito acima). Apds o pré-tratamento, os parasitos foram centrifugados para remocao do
tratamento, lavados com tampao cacodilato de sddio 0,1 M e fixados em solugdo de
Karnovsky por 2 horas a 4° C. Apos duas lavagens sucessivas com tampao cacodilato de
sodio, os parasitos foram pds-fixados em OsO4 a 1% em solucdo de cacodilato durante 1 h
a temperatura ambiente. Os taquizoitos fixados foram lavados novamente com tampao
cacodilato de sodio e depositados em placas de 24 pogos contendo laminulas de 13 mm.
Apo6s secagem overnight, as laminulas foram desidratadas em concentragdes crescentes de

etanol e analisadas em microscopio eletronico de varredura (Tescan, VEGA 3 LMU).

4.1.9 DOSAGEM INTRACELULAR DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
(EROs)

Para verificar o impacto das chalconas na producdo intracelular de EROs,
mensuramos as EROs em células BeWo com base na oxidacao intracelular dependente de
perdxido de diacetato de 2',7'-diclorodihidrofuoresceina (H2DCF-DA) (Invitrogen) para
formar o composto fluorescente 2',7'-diclorofuoresceina (DCF), conforme descrito
anteriormente, com algumas modificacdes (Costa et al., 2019; Kian et al., 2018).
Resumidamente, células BeWo a 3,0x10%/pogo foram plaqueadas em microplacas de 96

pogos escuras com fundo transparente (Costar REF# 3603, Nova lorque, EUA). Apds
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adesdo overnight, as células foram infectadas ou ndo com taquizoitos de 7. gondii a um
MOI de 3:1 por 3 h, lavadas com PBS 1X e depois tratadas com C2 (8 pg/mL), C4 (8
pg/mL), C9 (32 pg/mL), S+P (200+8 pg/mL) ou apenas meio de cultura por 24 h a 37 °C
e 5% CO,. Em seguida, os sobrenadantes de todas as condigdes experimentais foram
coletados e armazenados a -80 °C para posterior medi¢do de citocinas. As monocamadas
celulares foram incubadas com 150 pL. de HoDCF-DA (10 uM; diluido em PBS 1x
contendo 10% de SFB) durante 45 min no escuro a 37 °© C e 5% de CO,. Para controle
positivo da producdo de EROs, quatro pogos receberam peroxido de hidrogénio (H20»).
Por fim, as células foram novamente lavadas com PBS 1x e a microplaca submetida a
leitura em espectrofotometro (Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) em um comprimento de onda de excitacdo de 488 nm e emissdo de
550 nm. Os dados foram apresentados como Intensidade Mediana de Fluorescéncia (IMF).

Quatro experimentos independentes com doze replicatas foram realizados.

4.2 ANALISES EX VIVO
4.2.1 CULTURA DE EXPLANTES VILOSOS DE PLACENTAS HUMANAS

Para complementar nossos achados in vitro, também procedemos com um modelo
experimental ex vivo da interface materno-fetal humana para avaliar os efeitos
antiparasitarios das chalconas (Castro-Filice et al., 2014; Oliveira Gomes, De et al., 2011).
Resumidamente, explantes de vilosidades corionicas de terceiro trimestre foram coletados
de placentas humanas (36 a 40 semanas de gestacao, N = 3) apds partos cesareos eletivos
no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), MG, Brasil. As
placentas eram de pacientes sem comorbidades, como pré-eclampsia, hipertensdo cronica,
doengas infecciosas (por exemplo, toxoplasmose, doenca de Chagas), doenca renalcronica,
doencga cardiaca, doenca do tecido conjuntivo, diabetes mellitus pré-existente, diabetes
mellitus gestacional e outras manifestagdes patoldgicas. Vilosidades coridnicas terminais
contendo cinco a sete pontas livres por explante foram dissecadas até 1 h apos acoleta da
placenta. Os tecidos placentarios foram entdo adicionados a microplacas de 96 pogos (uma
vilosidade por po¢o) em 200 pnL/poco de um meio RPMI suplementado com 10% de SFB
por 24 horas a 37 °C sob uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO; atéo
procedimento experimental.

O presente protocolo de pesquisa foi realizado de acordo com diretrizes e

regulamentos pertinentes, sendo aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal
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de Uberlandia, MG, Brasil, com ntimero de aprovacao 5.812.532. Um termo de

consentimento foi obtido de todos os participantes incluidos neste estudo.

4.2.2 ENSAIO DE VIABILIDADE DE EXPLANTES VILOSOS HUMANOS

A viabilidade tecidual dos explantes vilosos sob tratamento com as chalconas foi
realizada através dos ensaios de MTT e lactato desidrogenase (LDH), de acordo com
protocolos publicados (Castro-Filice ef al., 2014; Mosmann, 1983; S. Vaidya, W. Walsh e
M. Gerk, 2011). Apds disseccao e incubagdo overnight, como mencionado acima, os
explantes foram expostos a diluicdes seriadas de C2, C4 e C9 (variando de 0,5 a 128
pg/mL) durante 24 h. Como controle do veiculo, tratamos as vilosidades com DMSO
(0,25%) em meio RPMI, que corresponde ao percentual de DMSO presente na maior
concentragdo das chalconas (128 pg/mL). Como controle de viabilidade, os explantes
vilosos foram tratados apenas com meio de cultura. Apdés 24 h de incubagdo, os
sobrenadantes foram coletados ¢ a concentracdo de LDH medida de acordo com as
instrucdes do fabricante (Lactato Desidrogenase LDH UV, Ref K014-2, Lote 0058) a 340
nm por um leitor de microplacas (Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Este ensaio ¢ baseado no consumo e diminui¢do da
absor¢ao de NADH. A LDH liberada no meio de cultura foi expressa em U/L de atividade
enzimatica da LDH e foi utilizada como marcador de danos a integridade tecidual.

A viabilidade tecidual também foi avaliada pelo ensaio MTT. Apds 24 h de
tratamento, os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos e substituidos por uma
solugdo de 20 uL do reagente MTT (5 mg/mL) mais 180 pL. de meio RPMI suplementado
seguido de uma incubagdo por 4 h. Subsequentemente, os cristais de formazan resultantes
da redug¢ao do MTT foram solubilizados overnight pela adi¢cao de 100 uL de PBS contendo
SDS 10% e DMF 50%. A reducdo do MTT foi medida no dia seguinte por meio de um
espectrofotdometro (570 nm) (Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) e a viabilidade tecidual foi expressa em porcentagens (% de
viabilidade pela incorporacdo do MTT), sendo a absorbancia das vilosidades incubadas
apenas com meio de cultura considerada como 100% viavel. Além disso, realizamos
analises morfologicas das vilosidades tratadas para corroborar com os ensaios de
viabilidade. Sec¢des de tecido de vilosidades foram coradas com hematoxilina/eosina (HE)
e examinadas utilizando um microscopio optico (BX40 Olympus, Toquio, Japao). Um

experimento com oito replicadas foi realizado para cada metodologia de viabilidade.
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4.2.3 ENSAIO DE PROLIFERACAO INTRACELULAR DE T. gondii EM
EXPLANTES VILOSOS HUMANOS

Para quantificar a proliferagdo intracelular de 7. gondii em explantes de vilosidades
humanas, foi realizado o ensaio colorimétrico de -galactosidase (Barbosa et al., 2014;
Teixeira et al., 2020). Vilosidades previamente coletadas e cultivadas em microplacas de
96 pocos foram infectadas ou ndo com taquizoitos de 7. gondii (1x10° parasitos por
poc¢o/200 pL) e incubadas por 24 ha 37 °C e 5% CO.. Em seguida, as vilosidades foram
tratadas por mais 24 h com C2, C4 ou C9 (32 e 64 ng/mL) com base nos dados de
viabilidade tecidual (ensaios de LDH e MTT). Sulfadiazina e pirimetamina (S+P) foram
utilizadas como controle positivo nas concentragdes de 150 pg/mL e 200 pg/mL,
respectivamente (Silva, da et al., 2017). Vilosidades infectadas e incubadas com meio RPMI
na auséncia de qualquer tratamento foram utilizadas como controle negativo. Apds 24 h de
incubagdo, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C, assim como as
vilosidades placentarias. As mesmas condi¢des experimentais foram aplicadas para
explantes ndo infectados e tratados. Os sobrenadantes foram coletados para posterior
medi¢do de citocinas e explantes de vilosidades para determina¢do do conteudo proteico
utilizando reagente de Bradford e proliferagdo intracelular de 7. gondii por ensaio de B-
galactosidase com pequenas modificagdes.

Explantes vilosos congelados foram homogeneizados pela adicao de 150 pL de
tampao de ensaio de radioimunoprecipitacao (RIPA) [Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM,
Triton X-100 a 1%, desoxicolato de sodio a 1% (p/v) € 0,1% (p /v) SDS, pH 7,5] contendo
coquetel inibidor de protease (Complete, Roche Diagnostic, Mannheim, Alemanha). O
homogeneizado foi centrifugado a 21.000xg por 15 min a 4°C e os sobrenadantes foram
coletados. Para medir a quantidade total de proteina utilizando o método de Bradford, 2 pL
de sobrenadante foram diluidos em 18 uLL de PBS 1 X em microplacas de 96 pogos, seguido
pela adi¢do do reagente de Bradford. A proliferacdo intracelular de 7. gondii foi realizada
utilizando ensaio de B-galactosidase, como mencionado acima, incubando 20 pL de
sobrenadante de cada amostra com 160 pL de tampdao de ensaio (PBS 1X, B-
mercaptoetanol e MgCly) e 40 uL. de CPRG. A absorbancia (570 nm) foi medida por
espectrofotometro (Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, EUA). O niimero de taquizoitos de 7. gondii foi normalizado de acordo com a
concentragdo total de proteina (ng/mL) de cada vilo obtida pelo ensaio de Bradford, e
expresso pelo nimero de parasitos por pg de tecido (Barbosa et al., 2014; Martinez et al.,

2023). A proliferacdo de 7. gondii em explantes vilosos foi expressa em porcentagem (%
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proliferagdo de 7. gondii) e o nimero de taquizoitos calculado em compara¢cdo com uma
curva padrio de taquizoitos livres (variando de 1x10° a 15,625x103 parasitas). A eficiéncia
de cada condicdo de tratamento foi medida comparando-a com o controle negativo (100%
de proliferagdo parasitaria). Foram realizados trés experimentos independentes com oito

replicatas.

4.3 DOSAGEM DE CITOCINAS

A liberagao de citocinas nos sobrenadantes de células BeWo e explantes vilosos
foi medida usando o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) do tipo sanduiche de
anticorpo duplo. Ensaios para IL-4, 1L-6, IL-8, IL-10, TNF-a (OpTEIA, BD Bioscience,
San Diego, CA, EUA) e MIF (Duoset R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) foram
realizados de acordo com as instrugdes do fabricante. As concentragdes de citocinas para
experimentos com células BeWo foram expressas em pg/mL. A concentracdo de citocinas
nos experimentos de vilosidades foi normalizada usando o contetido de proteina total
(mg/mL) de cada vilosidade, obtido pelo método de Bradford e os resultados foram
expressos em pg/mgde tecido. Os limites de deteccao de cada citocina foram determinados

a partir de curvas padrao: [L-4 e IL-6 (4,7 pg/mL); IL-8 IL-10, TNF-a e MIF (7,8 pg/mL).

5. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram primeiro verificados quanto a distribuicdo normal e expressos
como médias + erro padrao da média (SEM), usando o software GraphPad Prism versao
8.0.1 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). As diferencas de significancia
foram comparadas aos controles usando andlise de varidncia unidirecional (ANOVA)
seguida pelo pds-teste de comparagdes multiplas de Dunnett para os dados paramétricos.
Os dados ndao paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de
comparacdes multiplas de Dunn. As diferengas entre dois grupos foram avaliadas pelo teste
t de Student nao pareado ou pelo teste de Mann-Whitney, para dados paramétricos ou nao
paramétricos, respectivamente. Os dados foram considerados estatisticamente

significativos quando P<0,05.

6. RESULTADOS
6.1 BAIXAS DOSES DE CHALCONAS REDUZIRAM A PROLIFERACAO
INTRACELULAR DE T. gondii EM CELULAS BEWO
Primeiramente, as células BeWo foram expostas a dilui¢gdes seriadas de C2, C4

e C9 durante 24 h para avaliar o efeito das chalconas na viabilidade celular. Conforme
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mostra a figura 4, as células tratadas com C2 e C4 demonstraram perda de viabilidade
celular apenas quando tratadas a partir de 16 pg/mL (Fig. 4A, B), enquanto aquelas tratadas
com C9 apresentaram queda na viabilidade apenas nas concentragdes mais altas (64 e 128
ug/mL) em comparag¢do com células ndo tratadas (controle negativo; meio) (****P<0,0001)
(Fig. 4C). O controle do veiculo (0,25% de DMSO) nao reduziu a viabilidade celular em
comparagdo com o grupo nao tratado (Fig. 4A-C). Em seguida, verificamos a proliferagao
intracelular do parasito quando células BeWo infectadas por 7. gondii foram expostas as
diferentes concentragdes de C2, C4 ou C9 (variando de 0,5 a 128 pg/mL). Como esperado,
o tratamento com S+P foi capaz de reduzir a replicagdo do parasito em aproximadamente
50% quando comparado com células infectadas/ndo tratadas (meio) (Fig. 4D-F)
("™ P<0,0001). Curiosamente, foi observado que concentragdes nio citotoxicas de
chalconas também foram eficazes no controle do crescimento parasitdrio em comparagao
com as células ndo tratadas/infectadas (meio) (P<0,05) (Fig. 4D-F). Portanto, as

concentragdes de trabalho selecionadas foram: 8 pg/mL para C2 e C4 ¢ 32 ug/mL para C9.

Nossos resultados preliminares demonstraram que C2, C4 e C9 foram capazes
de controlar a proliferacdo intracelular de 7. gondii em doses nao citotdxicas para células
BeWo. Calculando a metade da concentragdo inibitoria maxima (ICso) contra 7. gondii ¢ a
metade da concentragdo citotoxica maxima (CCso) para células BeWo, encontramos um
ICs50=17,91 pg/mL + 0,44 ¢ um CCs0=23,4 ng/mL =+ 5,63 para C2. Da mesma forma, C4
demonstrou 1Cs50=9,81 ug/mL + 3,01 e CCs50=38,03 ug mL + 4,91. Por fim, para C9
obtivemos ICso= 27,59 png/mL £ 10,87 e CCso= 131,88 pg/mL + 14,92 (Tabela 1). O valor
do SI, também conhecido como indice terapéutico, foi obtido calculando-se a raziao entre
CCso e ICso (SI = CCs0/ICs0). Este valor fornece uma indicagdo de quao seletivamente um
composto atinge um agente patogénico em relacao a sua toxicidade para as células. Neste
caso, C9 foi o composto com maior valor de SI (4,77) (Tabela 1), representando maior
potencial terapéutico, pois foi eficaz em inibir a proliferacdo de 7. gondii apresentando
menor toxicidade para células BeWo em comparacdo com os outros compostos. Assim,
observamos que as chalconas sdo potencialmente capazes de controlar a proliferacao

intracelular de 7. gondii em doses ndo citotoxicas para as células.

6.2 O EFEITO ANTIPROLIFERATIVO MEDIADO PELAS CHALCONAS SOBRE T.
gondii E IRREVERSIVEL
Para investigar melhor se o tratamento com as chalconas poderia ser reversivel,

a quantificacdo do parasito foi realizada em duas condi¢des experimentais: 24 horas apos
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o tratamento e 24 horas ap6s a remocao do tratamento. Em concordancia com os resultados
apresentados na figura 4, apos 24 h de tratamento com C2, C4, C9 ou S+P, a proliferacao
intracelular de 7. gondii teve uma diminui¢do significativa quando comparada as células
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infectadas/ndo tratadas (meio) (7 P< 0,0001), dessa vez exibindo maior redugao que o
tratamento classico com S+P (¥##P<0,0001) (Fig. 5). Curiosamente, 24 horas apos a
remogao do tratamento, o efeito antiproliferativo destes tratamentos manteve a sua eficacia
em relagdo as células infectadas/ndo tratadas (meio) (***P<0,0001) e S+P (##P<0,0001)
(Fig. 5). Comparando as duas situagdes (%), notamos que mesmo na auséncia de
tratamentos, o crescimento do parasito foi significativamente menor 24 horas apds a
remog¢ao do tratamento (Fig. 5). Em resumo, S+P e chalconas apresentaram influéncia

irreversivel na replicacdo de 7. gondii.

6.3 CHALCONAS INDUZIRAM DANOS ULTRAESTRUTURAIS NO PARASITO
Também investigamos o possivel efeito direto de C2, C4 e C9 sobre os
taquizoitos por microscopia eletronica de transmissdo. Como mostra a figura 6 A, as células
BeWo infectadas/ndo tratadas apresentaram vactiolo parasitoforo (PV) normal contendo
taquizoitos com ultraestrutura inalterada, membrana dupla (ponta de seta), roptrias (Rp),
nucleo (PNu) e granulos densos (Dg). Nao observamos nenhuma alteragao ultraestrutural
nos parasitos intracelulares expostos ao tratamento com C2 (Fig. 6B), em comparagdo com
o grupo nao tratado (meio) (Fig. 6A). Por outro lado, C4 e especialmente C9 promoveram
a formacdo de estruturas semelhantes a vactolos (setas pretas) circundando o vactiolo
parasitéforo e no citoplasma do parasito (Fig. 6C-E). As células infectadas tratadas com
C9 exibiram os danos mais significativos nos taquizoitos, mostrando uma maior quantidade

qualitativa de estruturas semelhantes a vacuolos e ruptura de organelas (Fig. 6D, E).

6.4 O PRE-TRATAMENTO COM CHALCONAS PREJUDICOU A ADESAO DOS
TAQUIZOITOS DE T. gondii AS CELULAS BEWO

As primeiras etapas dos experimentos demonstraram a capacidade de C2, C4 ¢
C9 em reduzir a proliferagdo intracelular de 7. gondii de maneira irreversivel, sem
comprometer a viabilidade das células hospedeiras, desencadeando alteragdes
ultraestruturais nos parasitas. Assim, tivemos interesse em observar a influéncia dessas
chalconas durante o processo de adesdo do parasita nas cé€lulas hospedeiras. Para tanto,
taquizoitos de 7. gondii pré-tratados foram submetidos a um ensaio de adesdo. Nossos
dados sobre andlise de imunofluorescéncia demonstraram que S+P diminuiu tanto o

nimero de células BeWo com parasitas aderidos quanto o numero total de parasitas
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aderidos por campo em comparagdo com os parasitas nio tratados (meio) (*P=0,0241;
“P=0,0402, respectivamente) (Fig. 7A, B). O mesmo fendmeno foi observado em parasitas
previamente tratados com C4 e C9 em comparacdo com parasitas ndo tratados (médio)
("™ P<0,0001). O pré-tratamento com C2 ndo induziu alteragdes significativas no nimero
de parasitas aderidos ou no niimero total de parasitas aderidos por campo (Fig. 7A, B).
Imagens representativas de imunofluorescéncia ilustrando as diferencas no nimero de
parasitas aderidos nas células BeWo de acordo com o tipo de tratamento foram

apresentadas nas figuras 7C-G.

6.5 PARASITOS PRE-TRATADOS COM CHALCONAS APRESENTARAM TAXAS
DE INVASAO E PROLIFERACAO COMPROMETIDAS, BEM COMO DANOS
SUPERFICIAIS

Posteriormente, verificamos se o pré-tratamento dos taquizoitos de 7. gondii
seria capaz de prejudicar a invasdo e subsequente proliferacdo intracelular. Para tanto, os
taquizoitos foram pré-tratados por 1 h com chalconas e submetidos a ensaios de invasao ou
proliferagdo intracelular. Nossos achados mostraram que o tratamento convencional (S+P)
ndo teve efeito na invasdo do 7. gondii quando comparado aos parasitas ndo tratados

(meio). Entretanto, C2, C4 e C9 reduziram significativamente a taxa de invasdo parasitaria
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em relacdo aos parasitas ndo tratados (meio) (7 P<0,0001 para todos) e controle positivo
(StP) (##P<0,0001 para todos) (Fig. 8A). Em relacdo ao ensaio de proliferagdo
intracelular, S+P, C2, C4 e C9 foram eficazes na reducdo do parasitismo quando
comparados aos parasitos ndo tratados (meio) (***P=0,0001 para S+P; ****P<0,0001 para
C2, C4 e C9) (Fig. 8B). Todas as chalconas apresentaram inibi¢do de mais de 50% na
proliferagdo do parasito, sendo C2 e C9 capazes de controlar o parasitismo estatisticamente
melhor que o pré-tratamento com S+P, sendo: C2 (#P=0,0082) e C9 ("P=0,0241) (Fig. 8B).

Estes dados sugerem que o pré-tratamento de taquizoitos com C2, C4 e C9 prejudicoutanto

a invasdao como a subsequente proliferacdo intracelular de 7. gondii.

Em seguida, realizamos MEV nesses parasitos pré-tratados com chalconas. Os
tratamentos com C2, C4 e C9 foram capazes de desencadear alteracdes nas superficies dos
parasitos em compara¢ao com os parasitos ndo tratados ou parasitas tratados com S+P (Fig.
8C-G). A andlise morfologica dos taquizoitos de 7. gondii ndo tratados exibiu forma
caracteristica em formato de arco com superficie lisa e regular (Fig. 8C). Os taquizoitos
pré-tratados com S+P também apresentaram formato normal, embora suas superficies

apresentassem aspecto mais rugoso (Fig. 8D). Em contrapartida, os taquizoitos de 7. gondii
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tratados com C2, C4 e C9 apresentaram superficie rugosa e irregular, ruptura da membrana
plasmatica com estruturas semelhantes a buracos, tor¢ao e alteragdes substanciais em sua

forma caracteristica (Fig. 8E-G), demonstrando um efeito direto sobre os parasitos.

6.6 CHALCONAS MODULARAM A PRODUCAO DE CITOCINAS E EROs EM
CELULAS BEWO
Na sequéncia, exploramos se esses compostos eram capazes de modular a
producao celular de espécies reativas de oxigénio (EROs) e citocinas IL-4, IL-6, IL-8, IL-

10, MIF e TNF-o.

A infecgdo por T. gondii induziu um incremento na producao de EROs em todas
as condigdes experimentais, em comparagdo com seus respectivos controles ndo infectados
(Fig. 9A). Na auséncia de infec¢do, C9 demonstrou efeito antioxidante, reduzindo a
producdo de EROs nas células em relacdo as células ndo tratadas e tratadas com S+P
(*"P=0,0037; ##P<0,0001, respectivamente). Este mesmo efeito se repetiu nas condi¢des

infectadas em relag¢do ao grupo ndo tratado e infectado ("P=0,0234) (Fig. 9A).

Em relacdo a produgdo de MIF, notamos que a infec¢do por 7. gondii regulou
positivamente os niveis de MIF em comparagdo comas células ndo infectadas, exceto para
o grupo tratado com S+P. Dados de células infectadas/nédo tratadas (M) (44P=0,0079), C2,
(44P=0,0047), C4 (%&P=0,0027) ¢ C9 (%%&P=0,0002) sio mostrados na figura 9B.
Comparagdes entre as condi¢des infectadas revelaram que S+P e C4 diminuiram a secre¢ao
de MIF em relagdo as células infectadas/ndo tratadas (**P=0,0079; *P=0,0105,
respectivamente). Por outro lado, C9 apresentou niveis mais elevados de MIF quando
comparado ao tratamento S+P (*P=0,0082) (Fig. 9B), mantendo niveis semelhantes aos
encontrados no grupo infectado/ndo tratado. Os niveis de MIF n3o mudaram

significativamente nas células ndo infectadas (Fig. 9B).

Em relagao a IL-6, foi observada liberagao semelhante em ambos os grupos
experimentais (ndo infectado/tratado e infectado/tratado). No entanto, na presenca de
infecgdo, as células BeWo tratadas com as chalconas apresentaram niveis mais elevados de
IL-6 em comparag¢do com aquelas tratadas com S+P (*"P=0,0034; "P=0,0209; #P=0,0064,
respectivamente) (Fig. 9C). Finalmente, analisamos os niveis de IL-8 produzidos pelas
células BeWo. Quando a infecgdo estava ausente, foi detectado um incremento de IL-8 nas
células BeWo tratadas com C2 e C4 (Fig. 9D). Da mesma forma, na presenga de infecgao,

C2 e C4 induziram niveis elevados de IL-8 emrelacao as células
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infectadas/ndo tratadas (“P=0,0241; *P=0,0381, respectivamente). Curiosamente, a
infecg¢do por 7. gondii causou uma regulagao positiva de IL-8 pelas células sob tratamento
com S+P emrelagdo ao grupo infectado/ndo tratado ("P=0,0154) (Fig. 9D). A liberagio de
IL-4, IL-10 e TNF-a pelas células BeWo também foi medida, mas os niveis de IL-4 e TNF-
a ndo foram detectados, e os niveis de IL-10 ndo apresentaram diferencas significativas

(dados ndo mostrados).

Portanto, nossos dados sugerem que C2, C4 e C9 tiveram um efeito modulador
no perfil de citocinas e na producdo de EROs em células BeWo, especialmente modulando
negativamente o MIF (C4), regulando positivamente a IL-8 (C2 e C4) e diminuindo os
niveis de EROs (C9).

6.7 AS CONCENTRACOES TESTADAS DE CHALCONAS NAO FORAM CAPAZES
DE INDUZIR TOXICIDADE EM EXPLANTES DE VILOSIDADES HUMANAS

Para complementar nossos achados in vitro, também utilizamos explantes de
vilosidades coridonicas humanas do terceiro trimestre, uma vez que este modelo
experimental € o padrdo ouro da interface materno-fetal humana. Primeiramente, explantes
de vilosidades humanas foram coletados e expostos a diluicdes seriadas de C2, C4 e C9
durante 24 horas para avaliar o efeito das chalconas na viabilidade tecidual usando ensaios
de MTT e LDH. Os resultados do ensaio de incorporacao de MTT indicaram que nenhuma
das concentragdes testadas de C2, C4 e C9 afetou a viabilidade das vilosidades quando
comparada com as vilosidades ndo tratadas (meio) (Fig. 10A-C), respectivamente. Além
disso, a medicdo de LDH nos sobrenadantes revelou que apenas a maior concentracao de
C2 (128 pg/mL) causou um aumento significativo nos niveis de LDH quando comparado
com vilosidades ndo tratadas (***P<0,0001), sugerindo redug¢do nas vilosidades
integridade, enquanto todas as outras condigdes experimentais ndo mostraram evidéncia de
lesdo tecidual (Fig. 10D-F). Além disso, o veiculo controle (0,25% DMSO) ndo apresentou
toxicidade. Para corroborar esses dados, avaliamos a morfologia das vilosidades tratadas
com chalconas utilizando cortes histologicos corados com HE. A integridade das
vilosidades corionicas tratadas com todos os tipos de chalconas permaneceu intacta,
exibindo morfologia tipica com uma camada sinciciotrofoblastica continua circundando o

mesénquima (M), semelhante a condigdo controle (Fig. 10G-J).
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6.8 CHALCONAS REDUZIRAM A PROLIFERACAO INTRACELULAR DE 7. gondii
E MODULARAM OS NIVEIS DE TNF-A EM EXPLANTES DE VILOSIDADES
HUMANAS

Apos verificar que nenhuma das chalconas testadas apresentaram toxicidade ao
tecido placentario em doses iguais ou inferiores a 64 pg/mL, o passo subsequente foi avaliar
seu potencial efeito anti-7. gondii. Em concordancia com dados anteriores do nossogrupo,
as concentragdes de 150 e 200 pg/mL de S+P, respectivamente, foram capazes de reduzir

o parasitismo em explantes vilosos (****P<0,0001) (Fig. 11A). Semelhante ao controle

positivo (S+P), ambas as concentracdes de 32 e 64 pg/mL de C2, C4 e C9 diminuiram

significativamente a proliferagcdo intracelular do parasito quando comparadas ao controle

negativo (vilosidades ndo tratadas) (****P<0,0001) (Fig. 11A).

Como as concentragdes de 32 e 64 pg/mL das chalconas tiveram a mesma
eficacia no controle da proliferacdo de 7. gondii nos explantes, avaliamos o perfil de
liberagdo de citocinas quando os mesmos foram tratados com a maior concentracdo nao
toxica (64 pg/mL). Em relagdo a secrecdo de MIF, a unica diferenca significativamente
relevante observada foi uma regulagdo negativa em explantes infectados/ndo tratados em
comparagdo com o controle nio infectado (¥P=0,0139) (Fig. 11B). Quanto as condigdes
experimentais tratadas, ndo foi detectada nenhuma redugao significativa (Fig. 11B). Em
relagdo ao TNF-a, notamos que na auséncia de infeccao, os niveis desta citocina foram
reduzidos pelos tratamentos com S+P, C2, C4 e C9 em relagdo aos explantes ndo tratados
("™ P<0,0001 para S+P, C2 e C4 ¢ "“P=0,030 para C9). Em resposta a infec¢dao por T.
gondii, os niveis de TNF-o foramregulados positivamente em todas as amostras infectadas
em comparagao com os controles ndo infectados, com excecao do grupo tratado com S+P.
Dados do grupo infectado/ndo tratado (M) (%4P=0,0018P), C2, (¥%P=0,0060), C4
(44P=0,0014) e C9 (¥%&&P=(),0001) sdo mostrados na figura 11C. Todas as chalconas, assim
como S+P, foram capazes de reduzir a liberagdo de TNF-o em comparagdo as vilosidades
infectadas/nao tratadas (*™P<0,0001;*P=0,0003;****P<0,0001;***P=0,0005,
respectivamente). Os explantes infectados tratados com S+P ndo alteraram os niveis de
TNF-a em relagdo ao seu controle ndo infectado (Fig. 11C). A liberagdo de IL-4, IL-6, IL-
8 e IL-10 pelos explantes de vilosidades também foi mensurada, mas os niveis de IL-4
foram indetectaveis e os de IL-6, IL-8 e IL-10 ndo apresentaram diferencas significativas
(dados nao mostrados). Tomados em conjunto, estes resultados demonstram a eficacia das

chalconas no controle de 7. gondii em explantes placentarios humanos, que foi



35

acompanhada pela regulacdo negativa da produgdo de TNF-a.

7. DISCUSSAO

O tratamento convencional da toxoplasmose congénita apds o primeiro
trimestre, tipicamente baseado em uma combinacdo de sulfadiazina e pirimetamina,
enfrenta limitagdes significativas. Esses medicamentos podem causar efeitos colaterais
graves, como mielossupressdo e teratogenicidade, dificultando o seu uso (Moncada e
Montoya, 2012). Além disso, a eficicia do tratamento na fase latente da infec¢do ainda ¢
limitada e o diagnostico precoce ¢ crucial para minimizar os danos, o que muitas vezes nao
ocorre devido a falta de sintomas iniciais claros (Black e Boothroyd, 2000b). Estes desafios
realcam a necessidade urgente de desenvolver terapias mais seguras e eficazes para a

toxoplasmose congénita.

Modelos experimentais do ambiente da placenta, como células BeWo e
explantes placentarios, sdo ferramentas essenciais para compreender as interagdes da
interface materno-fetal com patdgenos (Araujo, de et al., 2020; Barbosa et al., 2008). A
célula BeWo ¢ uma linhagem celular trofoblastica isolada de coriocarcinoma humano,
frequentemente utilizada para estudar a fungdo placentaria e a transferéncia de substancias
entre a mae e o feto in vitro (Liu et al., 2023; Pattillo, 1968). Essa linhagem mimetiza
muitas caracteristicas do trofoblasto in vivo, fornecendo um modelo eficaz para investigar
mecanismos de infec¢ao (Pattillo, 1968). Além disso, explantes placentarios, que consistem
em fragmentos de tecido cultivados ex vivo, oferecem uma representagdo mais precisa da
arquitetura e fungdes da placenta (Miller et al., 2005). Esses modelos permitem a
observacdo direta das interacdes celulares e moleculares no ambiente placentario,
contribuindo significativamente para a compreensao de doencas congénitas, como a

toxoplasmose, e para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

A literatura atual tem relatado o efeito de chalconas e derivados de flavonoides
contra Trypanosoma, Plasmodium e Leishmania. Zheoat et al. (2021) observaram efeito
significativo de chalconas contra infec¢des por 7. brucei, T. congolense e L. mexicana em
células de fibroblastos humanos (Zheoat et al., 2021). Além disso, varios derivados
sintéticos de chalconas demonstraram capacidade de controlar infecgdes causadas por T.
cruzi, L. braziliensis, L. panamensis e P. falciparum com bom indice terapéutico (Cuellar
et al., 2022; Espinoza-Hicks et al., 2019; Gonzélez et al., 2020). Além disso, estudos

demonstraram a influéncia significativa das chalconas contra bactérias
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periodontopatogé€nicas, bem como contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa (Santos, dos et al., 2023; Satokata et al., 2022). Assim, fica claro
que as chalconas sdo potenciais candidatas a tratamentos alternativos contra muitos

patdgenos, incluindo 7. gondii.

No cenario da toxoplasmose, Si et al. (2018) demonstraram que as licochalconas
induziram um potente controle da proliferacdo de 7. gondii em células de fibroblastos
humanos, promovendo danos significativos na ultraestrutura do parasito (Si et al., 2018).
Além disso, varios derivados de chalconas induziram o controle do crescimento de
Toxoplasma in vitro e in vivo, quando foram observadas HFF e células peritoneais murinas

com menor nimero de parasitos (Jiang et al., 2022).

Considerando que a toxoplasmose congénita ¢ um problema de satide publica
mundial, particularmente em paises em desenvolvimento, ¢ dada a necessidade urgente de
estabelecer tratamentos alternativos para esta condi¢@o, no presente trabalho avaliamos a
acao anti-7. gondii de andlogos sintéticos de chalconas na interface materno-fetal em
ambos os modelos experimentais: células BeWo e vilos placentdrios humanos. Nosso
estudo anterior (dados ndo publicados) de predigao in silico com docking molecular revelou
que as chalconas (C2, C4 e C9) exibiram uma maior afinidade de liga¢do ao sitio ativo da
ornitina aminotransferase (TgOAT) de T. gondii, uma enzima envolvida na interconversao
de intermedidrios de ornitina em aminodcidos que atuam em diferentes vias, como ciclo da
ureia, ciclo do acido tricarboxilico e sintese de poliaminas (Lykins et al., 2018). C2, C4 e
C9 foram as chalconas que apresentaram maior pontuacdo de Potencial Linear por Partes
(ChemPLP), o que sugere uma especificidade significativa com o sitio do parasito e,

consequentemente, maior efeito antiparasitario (dados nao publicados).

Em relagao aos ensaios com células BeWo, nosso estudo demonstrou que doses
ndo citotoxicas de C2, C4 e C9 foram capazes de controlar a proliferacao intracelular de 7.
gondii. Com base nos calculos de ICso, CCso e SI, observamos que C9 apresentou o maior
potencial terapéutico, pelo maior valor de SI (4,77). Além disso, constatou-se que as
chalconas mantiveram sua capacidade de restringir o crescimento de 7. gondii, mesmo apos
a remocao do tratamento, sugerindo um dano irreversivel, pelo menos ap6s 24h, a biologia

do parasito.

T. gondii invade as células hospedeiras através de um mecanismo especializado

de invasao mediado por estruturas do complexo apical, que incluem as roptrias, os
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micronemas e os granulos densos (Dubremetz et al., 1998; Zhu et al., 2019). As roptrias e
micronemas secretam proteinas essenciais para a adesao e penetragao do parasito na célula
hospedeira, culminando na formag¢ao do vacuolo parasitoforo (Hunter e Sibley, 2012). A
importancia dessas estruturas € enorme, ja que permitem que o parasito invada e se replique
no interior das células, perpetuando a infec¢do e contribuindo para a patogénese da
toxoplasmose. Para avaliar se as chalconas seriam capazes de impactar essas etapas iniciais
da infec¢do, realizamos ensaios com parasitos pré-tratados com chalconas. O pré-
tratamento dos taquizoitos por 1 h com C4 e C9, mas ndo com C2, reduziu o nimero total
de parasitos aderidos as células, bem como o numero de células com parasitos aderidos.
Além disso, todas as chalconas testadas inibiram a invasao e posterior proliferacao deste

parasito.

Na sequéncia, estdvamos interessados em investigar o possivel efeito direto das
chalconas na ultraestrutura parasitaria. Portanto, foi realizada uma microscopia eletronica
de varredura (MEV) e uma microscopia eletronica de transmissdo (TEM). Os danos
causados pelo tratamento de 24 horas com C4 e C9 foram confirmados por imagens TEM
que mostraram a formacdo de estruturas semelhantes a vactiolos dentro dos parasitos e
circundando o vacuolo parasitoforo. Parasitos intracelulares tratados com C9 exibiram
danos mais significativos, com maior nimero qualitativo de estruturas semelhantes a
vacuolos e ruptura de organelas. Além disso, a MEV demonstrou comprometimento
significativo nas superficies de 7. gondii quando taquizoitos pré-tratados com C2, C4 e C9
apresentaram superficie rugosa irregular, ruptura da membrana plasmatica com estruturas
semelhantes a buracos, tor¢do e alteragdes substanciais em sua forma caracteristica. Este
fendmeno pode estar associado ao efeito antiparasitario irreversivel desses compostos.
Apesar de ter promovido uma regulacio negativa significativa na replica¢do de 7. gondii,
C2 foi a molécula que induziu menos alteragdes ultraestruturais no parasito. E possivel
especular que C2 possa prejudicar fungdes essenciais do parasito que ndo sdo detectaveis
em ensaios focados em aspectos morfologicos. Experimentos adicionais sao necessarios

para elucidar seu preciso mecanismo de acao.

Contribuindo para nossos achados, a literatura atual ja relatou atividade
semelhante de chalconas sintéticas em outros protozoarios. De Mello ef al. (2016) notaram
diversas alteragdes ultraestruturais e morfologicas em promastigotas de Leishmania
(Viannia) braziliensis, como mudanca significativa na ultraestrutura mitocondrial, além de

vacuoliza¢do e condensagdo citoplasmatica, encolhimento celular e formato arredondado
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dos parasitos (Mello, de et al., 2016). Além disso, Alonso et al. (2020) descobriram que
um novo derivado de chalcona demonstrou atividade contra Leishmania (Leishmania)
amazonensis alterando a fluidez da membrana do parasito (Alonso et al., 2020). Quanto a
T. gondii foi reportado que composto derivado da familia dos flavonoides desencadeou
mudanca conformacional no tamanho e formato dos taquizoitos, que apresentaram

depressdes em sua superficie (Siet al., 2018).

A infec¢do por 7. gondii pode induzir a producao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) pelo hospedeiro. Durante a infeccao, as células fagociticas do hospedeiro
geram EROs como mecanismo de defesa para destruir o parasito (Zhu et al., 2019). No
entanto, 7. gondii desenvolveu estratégias para evadir essas defesas, incluindo a producao
de suas proprias enzimas antioxidantes, como as peroxirredoxinas citosolicas TgPRX1 e
TgPRX2 e a peroxirredoxina mitocondrial TgPRX3, superoxido dismutases TgSOD2 e
TgSOD3, antioxidante glutationa-S-transferase (TgGST), glutaredoxina (TgGrx) e catalase
(Kwok et al., 2004; Zhu et al., 2019). Embora a produ¢do de EROs desempenhe um papel
crucial no controle de infecgdes, a sua regulagdo inadequada pode levar a danose
inflamacgdo nos tecidos. Para investigar se as chalconas poderiam modular a producdo de
EROs em células BeWo, medimos sua liberagcao em sobrenadantes de células submetidas
a diferentes condi¢des experimentais. Observou-se que a infec¢do induziu um potente
aumento nos niveis de EROs, independentemente da presenca de chalconas. No entanto,
C9 foi capaz de diminuir esses niveis induzidos pela infeccao. Assim, € possivel concluir

que apenas C9 foi capaz de modular a producao de EROs por células BeWo.

As citocinas também sao mediadores importantes no controle da infecgdo por 7.
gondii nas células trofoblasticas (Barbosa ef al., 2014, 2015; Milian et al., 2019; Souza, de
etal.,2021). Nesse sentido, medimos a liberagdo de citocinas nos sobrenadantes de células
BeWo como um mecanismo adicional para explicar a agdo anti-7. gondii mediada por
chalconas. Como resultado, detectamos que C2, C4 e C9 ndo alteraram significativamente
os niveis de IL-6 nas células BeWo infectadas, embora esta citocina seja considerada uma
molécula importante para o controle de 7. gondii no ambiente placentario (Castro-Filice et
al.,2014; Silva, da et al., 2017, Souza, de et al., 2023; Teixeira et al., 2020). Em relagdo a
producdao de MIF ¢ importante destacar que o proprio parasito produz uma molécula
estruturalmente semelhante ao MIF humano que se liga ao mesmo receptor e recruta células
do sistema imunolégico estimulando-as a produzir citocinas pro-inflamatorias como TNF-

a, IL-8 e IL-12. Embora aparentemente contraditério, estudos demonstraram que 7. gondii
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pode utilizar isto como ferramenta para infectar células imunes e disseminar ainda mais a
infec¢ao (Ghosh et al., 2019; Harker, Ueno e Lodoen, 2015; Sommerville et al., 2013).
Concordantemente, nossos dados demonstraram um aumento na secre¢ao de MIF em todas
as condicoOes infectadas. Por outro lado, as células infectadas tratadas com o tratamento
convencional ou com C4, regularam negativamente a liberagdo de MIF em comparagdo ao
grupo nao tratado, demonstrando um possivel mecanismo regulatério para conter a

propagagdo da infecgdo.

Emrelacdo a IL-8, C2 e C4 foram potentes indutores da liberacao desta citocina
na auséncia e na presenca de infecg¢ao. O papel da IL-8 durante a infec¢do por 7. gondii na
interface materno-fetal ainda ndo ¢ muito claro. Nejad et al. (2011) detectaram niveis
elevados de IL-8 em gestantes com taxas elevadas de IgM, caracterizando uma infecg¢ao
aguda (Nejad et al., 2011). Como mencionado acima, a IL-8 tem sido associada como uma
molécula importante para a ativagdo de mecanismos celulares que ajudam na disseminagdo
do parasito no hospedeiro (Sommerville et al., 2013). Em concordancia com essas
informagdes, estudos anteriores do nosso grupo demonstraram uma relagdo entre o
aumento de IL-8 com o favorecimento do crescimento de 7. gondii em trofoblastos e
monocitos humanos (Milian et al., 2019; Pereira et al., 2019). Portanto, ndo podemos
associar os altos niveis de IL-8 ao controle do parasito em células BeWo. Provavelmente,
os mecanismos acionados pelas chalconas para atingir esse controle impediram a

prolifera¢do do parasito mesmo na presenga de niveis elevados de IL-8.

Para complementar nossos achados in vitro, também testamos o efeito anti-7.
gondii de chalconas em explantes de vilosidades humanas de terceiro trimestre gestacional.
De forma semelhante as células BeWo, nossos experimentos demonstraram que C2, C4 e
C9 foram capazes de controlar a proliferacdo intracelular de 7. gondii em doses nao toxicas
para os explantes. Com base nos ensaios de MTT, LDH, analise morfologica e proliferacao
por B-galactosidase, selecionamos os explantes tratados com 64 pg/mL das chalconas para
analisar o perfil de citocinas. Verificou-se que todas as chalconas testadas ndo modificaram
a produgao de MIF, mas regularam negativamente os niveis de TNF-a. Estudos anteriores
ja comprovaram o papel do TNF-a na resposta imune contra 7. gondii. Acredita-se que esta
citocina atue sinergicamente com o IFN-y para melhorar a atividade dos macrofagos na
inibi¢do da proliferagdo do 7. gondii (Chang, Grau e Pechére, 1990). Além disso, foi
relatado que niveis elevados de TNF-a foram associados ao aumento de proteinas

inflamatorias na fase aguda da toxoplasmose em camundongos, necessarias para a defesa
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contra a infec¢do (Atmaca e Atmaca, 2022). Estudos anteriores do nosso grupo também
relataram o importante papel do TNF na redugdo da infecgdo por 7. gondii em células
trofoblasticas humanas e explantes de vilosidades (Barbosa et al., 2015; Souza, de et al.,
2023). Embora niveis adequados de TNF-a desempenhem um papel crucial no controle da
infecc¢do, ativando células imunologicas e promovendo a produgdo de outras citocinas pro-
inflamatorias, a produgdo excessiva desta citocina pode causar danos significativos as
células hospedeiras. Onda et al. (2015) relataram que a modulag¢do negativa do TNF em
células trofoblasticas primarias estava associada ao controle da patogénese da pré-

eclampsia (Onda et al., 2015).

A pré-eclampsia (PE) ¢ uma complicagdo grave da gravidez caracterizada
principalmente, pela hipertensdo. Um desequilibrio entre fatores angiogénicos e
antiangiogénicos pode desencadear disfung¢do endotelial e representa um ponto-chave no
mecanismo dessa condi¢do (Steegers et al., 2010). Curiosamente, Sofalcone, uma chalcona
20-carboximetoxi-4,4-bis(3-metil-2-buteniloxi), induziu a reducdo da proteina
antiangiogénica (sFlt-1) em trofoblastos primarios humanos e reduziram o TNF, uma das
citocinas mais importantes envolvidas na patogénese da PE. Os autores concluiram que as
chalconas foram importantes para manter uma gravidez bem-sucedida e podem ser umbom
alvo para o tratamento da PE por melhorar a angiogénese e modular negativamente a
producao de TNF (Onda et al., 2015; Steegers et al., 2010). Nesse sentido, levantamos a
hipdtese de que as chalconas modulam a producdo de TNF-a pelas vilosidades infectadas
em relacdo ao grupo controle infectado/nao tratado para evitar danos ao tecido, a0 mesmo
tempo que manteve esta citocina em niveis eficazes para combater a propagacdo da

infecgao.

8. CONCLUSAO

Em conclusao, nossos resultados demonstraram que as chalconas C2, C4 ¢ C9
foram capazes de controlar a infec¢do por 7. gondii em modelos experimentais in vitro e
ex vivo de interface materno-fetal humana com baixa toxicidade. Supomos que o efeito
anti-7. gondii irreversivel promovido por esses compostos estd relacionado a imuno-
modulacao exibida em explantes humanos e, principalmente, através do efeito direto sobre
os parasitos. Juntando essas descobertas, fornecemos fortes evidéncias cientificas do
potencial uso de C2, C4 e C9 como tratamentos alternativos para a toxoplasmose congénita,
bem como as chalconas como fonte promissora para o desenvolvimento de novas

moléculas anti-7. gondii.
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9. FIGURAS

Figura 3: Estruturas quimicas de chalcona e derivados.
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Fonte: O proprio autor. Estruturas quimicas de: (A) chalcona sem modificacdo estrutural, (B) C2,

(C) C4 ¢ (D) C9.
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Figura 4: Ensaios de viabilidade celular e proliferacdo intracelular de 7. gondii.
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Fonte: O proprio autor. A-C: células BeWo tratadas com diferentes concentragdes de C2 (A), C4
B) e C9 (C) (0,5-128 pg/mL) para analise de viabilidade celular (ensaio colorimétrico MTT).
Como controle negativo (100% de viabilidade) as células foram tratadas apenas com meio de
cultura (M), e como controle de veiculo com DMSO 0,25% (D). A viabilidade celular foi expressa
em percentagens (% de viabilidade celular). D-F: ensaios colorimétricos de B-galactosidase foram
realizados para quantificar a proliferacao intracelular de 7. gondii em células BeWo infectadas e
tratadas com as mesmas concentracdes mencionadas acima (0,5-128 pg/mL). Como controle
negativo (100% de proliferagdo de 7. gondii) células infectadas foram tratadas apenas com meio de
cultura (M), e como controle positivo com uma combinagdo de 200 pg/mL de sulfadiazina ¢ 8
pg/mL de pirimetamina (S+P). A proliferagdo intracelular de 7. gondii foi expressa em
porcentagens (% de proliferagdo de 7. gondii). A-C: "Comparagdo entre células ndo tratadas e
tratadas. D-F: “Comparagdo entre células infectadas/tratadas e infectadas/ndo tratadas;
*Comparagio entre células infectadas/tratadas e S+P/infectadas. Os dados sio apresentados como
médias £+ SEM de trés experimentos independentes realizados em oito replicatas. Diferencas
significativas (P<0,05) foram detectadas por ANOVA One-Way com poés-teste de comparagdes

multiplas de Dunnett.
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Compostos Nomenclatura CCso ICso SI
X - . 23,4 ug/mlL + 17,91 ug/mL + 130
1 4-0OMe siringaldeido G2 5.63 0.44 >
2 3,4-di-OMe siringaldeido ca 38,03 ug/mL & 9,81 ug/mL £ 387
4,91 3,01
e - - 131,88 ug/mL + 27,59 ug/mL + 477
3 3,4-di-OMc isovanilina C9 14.92 10,87 >

Fonte: O proprio autor. Dados resumidos de CCso (metade da concentrag@o citotoxica maxima),
ICso (metade da concentragdo inibitoria maxima sobre o crescimento do parasito) e SI (indice de

seletividade: razdo entre CCs e ICso) obtidos de derivados de chalconas.

Figura 5: Ensaio de reversibilidade.
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Fonte: O proprio autor. Células BeWo infectadas foram expostas a C2 (8 pg/mL), C4 (8 pg/mL),
C9 (32 pg/mL), S+P (200+8 pg/mL) ou apenas meio de cultura (M) por 24 h, seguido ou ndo de
remogdo do tratamento por mais 24 horas. O ensaio de -galactosidase foi realizado e a proliferagio
intracelular de 7. gondii foi expressa em porcentagens (% de proliferacdo de 7. gondii). A
reversibilidade do tratamento foi deliberada comparando as condi¢des de 24 horas de tratamento
com as 24 horas ap6s a remocdo do tratamento. O grupo controle negativo (M) foi considerado
100% reversivel. Os dados sdo expressos como médias = SEM de trés experimentos realizados em

oito replicatas. (") Comparagdes entre células infectadas/ndo tratadas e infectadas/tratadas; (*) entre
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células tratadas com S+P e chalconas; e (%) entre células infectadas/tratadas 24 horas apds o
tratamento e células infectadas/tratadas 24 horas apds a remogdo do tratamento. Diferencas
significativas foram analisadas usando (*;*) One-Way ANOVA com pos-teste de comparagdo
multipla de Dunnett e (%) teste ¢ Student (two-fold). As diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas quando P<0,05.

Figura 6: Analises ultraestruturais de 7. gondii na presenca de chalconas

Fonte: O proprio autor. Células BeWo foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii e tratadas por
24 hcom C2 (8 ng/mL), C4 (8 pg/mL), C9 (32 pg/mL) ou apenas meio de cultura e submetidas a
microscopia eletronica de transmissdo. Micrografias eletronicas representativas mostrando
taquizoitos no interior de células infectadas/ndo tratadas (A); infectadas/tratadas com C2 (B);
infectadas/tratadas com C4 (C) ou infectadas/tratadas com C9 (D, E). Ponta de seta: membrana
dupla do parasito. Setas pretas: VLS (estruturas semelhantes a vactiolos). Asteriscos: mitocondrias
da célula hospedeira. Dg: granulos densos. Nu: niicleo da célula hospedeira. Rp: roptrias. Pnu:

nucleo do parasito; PV: vactolo parasitéforo. Barras de escala (canto inferior esquerdo) 2 pm.
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Figura 7: Adesdo de parasitos pré-tratados com chalconas.
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Fonte: O proprio autor. Taquizoitos de 7. gondii foram pré-incubados por 1 h com C2 (8 pg/mL),
C4 (8 pg/mL), C9 (32 pg/mL), S+P (200+8 pg/mL) ou apenas meio de cultura (M) antes de aderir
em células BeWo previamente fixadas por 3 h. Células e parasitos foram fixados e marcados com
DAPI (nucleos - azul), Phalloidin-Atto 565 (F-actina - vermelho) e IgG anti-camundongo
conjugado com Alexa Fluor 488 (taquizoitos - verde). As imagens foram capturadas usando
microscopia confocal e aproximadamente 20 campos foram examinados aleatoriamente para obter:
A: o numero de células com parasitas aderidos. B: nimero total de parasitas aderidos por talhdo
analisado. Diferencas significativas (P <0, 05) foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis e pos-
teste de comparacdes multiplas de Dunn. Imagens representativas destacando a interagdo
taquizoitos-células hospedeiras nas diferentes condigdes experimentais, como segue: (C) parasitos
ndo tratados, (D) parasitos pré-tratados com S+P e (E, F, G) parasitos pré-tratados com C2, C4 ¢
C9, respectivamente. Os dados sdo expressos como médias = SEM de dois experimentos
independentes realizados em quatro replicatas. “Comparagdo entre células infectadas/ndo tratadas
e infectadas/tratadas. *Comparagdo com células tratadas com S+P. Barra de escala: 40 um. Os

taquizoitos foram indicados por pontas de setas brancas.
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Figura 8: Parasitos pré-tratados com chalconas.
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Fonte: O proprio autor. Um pré-tratamento foi realizado incubando taquizoitos de 7. gondii com
C2 (8 ugmL), C4 (8 pg/mL), C9 (32 ug/mL), S+P (200+8 pug/mL) ou apenas meio de cultura (M)
por 1 h. A: O ensaio de -galactosidase foi realizado 3 horas depois e a invasdo de 7. gondii foi
expressa em porcentagens (% de invasdo de 7. gondii). Diferencas significativas (P<0,05) foram
analisadas utilizando One-Way ANOVA e pos-teste de comparagdes multiplas de Dunnett. B: O
ensaio de B-galactosidase foi realizado 24 horas depois e a proliferacdo de 7. gondii foi expressa
em porcentagens (% de proliferacdo de 7. gondii). Diferengas significativas (P <0, 05) foram
analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de comparagdes multiplas de Dunn. Os parasitas
ndo tratados representam o controle negativo e foram considerados como 100% de invasdo e
proliferacdo, respectivamente. Os dados sdo expressos como médias = SEM de trés experimentos
realizados em oito replicatas. “Comparagdo entre células ndo tratadas/infectadas e células
infectadas/tratadas. *Comparag¢do com células tratadas com S+P. Imagens representativas de
microscopia eletronica de varredura (MEV) mostrando (C): taquizoito de 7. gondii ndo tratado;
(D): taquizoito pré-tratado com S+P (200 + 8 pg/ml); (E): C2 (8 pg/mL); (F): C4 (8 pg/mL) e (G):
C9 (32 pg/mL). Barras de escala (canto inferior direito) 2 um. A perda da integridade da superficie

do taquizoito ou de estruturas semelhantes a buracos foi indicada por setas brancas.
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Figura 9: Producdo de EROs e citocinas em células BeWo tratadas com chalconas.
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Fonte: O proprio autor. Células BeWo foram infectadas ou ndo com taquizoitos de 7. gondii,
seguidas de tratamento com C2 (8 pg/mL), C4 (8 pg/mL), C9 (32 pg/mL), S+P (200+8 pg/mL) ou
apenas meio de cultura (M) por 24 h. A: As células BeWo foram incubadas com a sonda diacetato
de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (H,DCF-DA) e¢ a produgdo de EROs foi medida por
fluorescéncia usando um espectrofotometro. Os dados foram expressos como IMF. Apds os
tratamentos, os sobrenadantes foram coletados para mensuragao de (B) MIF, (C) IL-6 e (D) IL-8.
Os dados sdo expressos como médias £ SEM de quatro experimentos independentes realizados em
doze replicatas. “Comparacdo entre células ndo tratadas e tratadas. *Comparagio entre células
tratadas com S+P e chalconas. ¥Comparagio entre células infectadas/tratadas com seus respectivos
controles na auséncia de infeccdo. A, C: diferencas significativas (P<0,05) foram analisadas usando
(") One-Way ANOVA com pos-teste de comparacio miltipla de Dunnett e (%) teste -Student ndo
pareado (two-fold). B, D: diferencas significativas foram analisadas usando (*;*) teste de Kruskal-

Wallis e pds-teste de comparagido multipla de Dunn e (%) teste de Mann-Whitney (two-fold);
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Figura 10: Ensaios de viabilidade tecidual em explantes de vilosidades coridnicas humanas
tratados com chalconas.
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Fonte: O proprio autor. Explantes vilosos foram tratados por 24 horas com diferentes concentragdes
de C2, C4 e C9 (0,5-128 pg/mL) para analise de viabilidade tecidual. Paralelamente, os tecidos
também foram tratados apenas com meio de cultura (M), representando o controle negativo (100%
de viabilidade) e com DMSO 0,25% (D), representando o controle veiculo. A, B, C: O ensaio
colorimétrico de MTT foi realizado e expresso em porcentagens (% de viabilidade pela
incorporagdo do MTT). D, E, F: os sobrenadantes foram coletados e usados para medir os niveis
de LDH (U/L). Dados expressos em médias = SEM de um experimento realizado em oito replicatas.
*Comparagio entre vilosidades ndo tratadas e tratadas. Diferengas significativas (P<0,05) foram
determinadas usando One-Way ANOVA e pos-teste de comparagdes multiplas de Dunnett.
Fotomicrografias representativas de seccdes histologicas coradas com HE de vilosidades incubadas
com meio de cultura (G), C2 (H), C4 (I) ¢ C9 (J) (todos 64 pg/mL). Sinciciotrofoblasto esta

indicado por setas pretas € 0 mesénquima pela letra M. Barra de escala: 60 um.
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Figura 11: Proliferacdo intracelular de 7. gondii e produgdo de citocinas em explantes de
vilosidades humanas tratadas com chalconas.
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Fonte: O proprio autor. A: Explantes vilosos foram infectados com taquizoitos de 7. gondii e
tratados com C2, C4, C9 (32 e 64 pg/mL), S+P (150+200 pg/mL, respectivamente) ou apenas meio
de cultura (M) por 24 h. As porcentagens de proliferacdo intracelular de 7. gondii foram medidas
pelo ensaio de [-galactosidase e comparadas com explantes infectados/ndo tratados (M),
considerados como 100% de proliferacdo, e com o controle positivo (S+P). B, C: Apds os
tratamentos, os sobrenadantes foram coletados para mensuragao de (B) MIF e (C) TNF-a. Os niveis
de citocinas foram expressos em pg/mg de tecido. Os dados sdo expressos como médias = SEM de
trés experimentos independentes realizados em oito replicatas. “*Comparagio entre vilosidades ndo
tratadas e tratadas. *Comparagdo com vilosidades tratadas com S+P. “Comparacio entre explantes
ndo infectados/tratados e infectados/tratados. Diferengas significativas foram analisadas usando
(") One-Way ANOVA com pos-teste de comparagio miltipla de Dunnett e (%) teste 7~ Student ndo
pareado (two-fold). As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando

P<0,05.
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