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Resumo 
 

 O tratamento convencional para toxoplasmose congênita é a combinação de 

sulfadiazina com pirimetamina que, apesar de apresentar eficácia relativamente satisfatória, 

está associado a efeitos colaterais graves para a gestante e feto, exigindo estudos de novas 

estratégias terapêuticas. Nesse cenário, tratamentos baseados em compostos fitoterápicos são 

alternativas promissoras, devido aos poucos ou nenhum efeito adverso conhecido. Desta 

forma, o presente estudo investiga os efeitos de três compostos curcuminóides sintéticos na 

infecção in vitro por Toxoplasma gondii, no qual foram utilizados como modelos 

experimentais a linhagem trofoblástica humana BeWo, que é amplamente utilizada na 

literatura. Para isso, foi realizado ensaio de viabilidade celular por MTT, ensaios de invasão, 

proliferação intracelular e reversibilidade na infecção por T. gondii mediante tratamento com 

os curcuminóides por ensaio de β-galactosidase, e dosagem de espécies reativas de oxigênio 

(ROS). Os resultados demonstraram que os curcuminóides só apresentaram ação citotóxica 

nas maiores concentrações e foram capazes de reduzir significativamente a invasão e 

proliferação intracelular de T. gondii em células BeWo. Em adição, essa ação antiproliferativa 

é dependente da concentração e se mostra irreversível. Além disso, um dos compostos 

regulou positivamente a produção de ROS. Em conclusão, os efeitos antiparasitários 

desencadeados pelos curcuminóides podem estar relacionados à ação direta sobre os 

taquizoítos e à alteração do ambiente intracelular das células hospedeiras. 

 

Palavras-chave: toxoplasmose congênita, plantas medicinais, cúrcuma, trofoblasto, terapia 

alternativa. 
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1 Introdução  
 

 Toxoplasma gondii (Filo Apicomplexa; Família Sarcocystidae) é um protozoário 

parasito intracelular obrigatório, capaz de invadir e se replicar em células nucleadas de todos 

os vertebrados endotérmicos, incluindo os seres humanos[1-3]. Estima-se que mais de um terço 

da população global esteja infectada cronicamente com T. gondii[4,5], com números que 

variam de 10 a 90% de pessoas infectadas a depender da região considerada[6]. A maioria dos 

casos são assintomáticos, entretanto, indivíduos imunocomprometidos, recém-nascidos e 

crianças com toxoplasmose congênita podem apresentar sintomas severos[7,8]. 

 Quando adquirida imediatamente antes ou durante uma gestação, a infecção por T. 

gondii pode resultar na toxoplasmose congênita, um grave problema de saúde pública 

caracterizado pela transmissão vertical de taquizoítos de T. gondii da mãe para o embrião ou 

feto[4,7,9]. A taxa de transmissão vertical nos dois primeiros trimestres de gestação é 

relativamente baixa, mas se intensifica no terceiro trimestre, sendo equivalente a cerca de 

90%[10,11]. Em contrapartida, os danos fetais são maiores e mais graves quando a infecção 

ocorre no início da gestação se comparados com os de infecções mais tardias[12,13]. A 

toxoplasmose congênita pode ocasionar reflexos perceptíveis durante a gestação ou 

nascimento como natimortos, abortos espontâneos, partos prematuros, danos fetais ou resultar 

em consequências à longo prazo como distúrbios neurológicos e/ou oculares nos bebês e/ou 

crianças[12,14]. 

 A placenta é um órgão transitório que se forma durante a gestação, e é o principal 

constituinte da interface materno-fetal. Composta por duas camadas celulares principais, 

sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto, a placenta medeia a troca de nutrientes, gases e resíduos 

entre a mãe e o feto, além de produzir hormônios essenciais para a manutenção da 

gravidez[15]. Os citotrofoblastos são uma camada importante da barreira placentária, e divide-

se em duas subpopulações principais, o trofoblasto viloso e extraviloso. O trofoblasto 

extraviloso migra e invade a decídua materna, enquanto que o trofoblasto viloso entra para a 

conformação do vilo placentário[16,17]. Assim, a placenta representa uma importante barreira 

física, que é capaz de proteger o embrião/feto de diversas infecções que podem ser 

transmitidas verticalmente[18]. Entretanto, alguns patógenos, como o T. gondii, é capaz de 

atravessar essa barreira, principalmente nas gestações mais evoluídas, que perdem a 

continuidade das camadas de trofoblasto e, consequentemente, a espessura da barreira 

placentária[19,20], e também por se beneficiarem da complexa interação dos mecanismos de 

tolerância para prevenir a reatividade aos aloantígenos[18]. Há uma variedade de linhagens de 
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trofoblastos isolados de coriocarcinomas ou imortalizadas que são largamente empregadas em 

trabalhos na literatura. Dentre elas, destaca-se a linhagem BeWo, isoladas em 1968 essas 

células conservam muitas características de trofoblasto viloso humano, pois secretam 

hormônios como gonadotrofina coriônica humana (hCG), hormônio lactogênico placentário 

(hPL), progesterona e estradiol[21] e são amplamente utilizadas por nosso grupo de 

pesquisa[22,23,24]. 

 As drogas clássicas para prevenção ou tratamento da toxoplasmose congênita são 

indicadas seguindo um critério principal: a confirmação ou não da infecção fetal. Quando o 

parasito é detectado na gestante, mas não no feto, é administrada a espiramicina, um 

antibiótico macrólido a fim de tentar prevenir a transmissão vertical. A espiramicina, porém, 

não atravessa a barreira placentária, e, portanto, não é recomendada em casos de transmissão 

vertical confirmada[4,25-27]. Já nos casos em que há infecção fetal confirmada, o tratamento de 

primeira escolha consiste na combinação de sulfadiazina com pirimetamina[28,29]. Tais drogas 

combinadas são capazes de inibir enzimas importantes para a biossíntese de pirimidinas de T. 

gondii, que são cruciais para a sobrevivência e replicação do parasito[30]. Entretanto, ambas as 

drogas estão associadas a efeitos tóxicos graves, como supressão gradual da medula óssea, 

distúrbios gastrointestinais e efeitos teratogênicos no feto durante o primeiro trimestre 

gestacional[31,32]. Além disso, cerca de metade dos pacientes tratados com esses medicamentos 

persistiram com o DNA do parasito no sangue por um longo período de tempo ou 

permaneceram infectados[33]. Nesse contexto, oportuniza-se a necessidade do 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, que sejam mais eficazes e provoquem 

menos efeitos adversos.  

Neste sentido, estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram resultados 

promissores no possível reposicionamento de fármacos com potencial anti-T. gondii[34-36], 

além de demonstrar o potencial de tratamentos naturais frente à infecção com compostos 

derivados de espécies vegetais do gênero Copaifera[37,38]. Além disso, existem diversos outros 

trabalhos na literatura que apresentam tratamentos naturais como alternativas para combater a 

infecção por T. gondii[39-42]. Dentre as tantas possibilidades de abordagens naturais de 

tratamento, destacam-se os compostos de natureza curcuminóide. Tais compostos são 

derivados da espécie Curcuma longa L. (Família Zingiberaceae), originária da Índia, 

mundialmente utilizada tanto para uso condimentar quanto na medicina complementar[43,44]. O 

principal princípio ativo isolado dessa espécie é a curcumina, entretanto há outros 

componentes como desmetoxicurcumina, bisdemetoxicurcumina e ciclocurcumina[45,46]. Os 

compostos derivados de curcumina, denominados curcuminóides, bem como a própria 
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curcumina, vêm sendo cada vez mais utilizados em pesquisas em razão de suas já 

comprovadas múltiplas atividades biológicas como anti-inflamatória[47,48], antitumoral[49,50], 

antioxidante[48,51], antimicrobiana[52,53], e antiparasitária[54,55]. Neste contexto, Polaquini e 

colaboradores[56] sintetizaram uma série de compostos análogos de curcuminóides e 

verificaram seu potencial antibacteriano por induzir destruição da membrana plasmática do 

patógeno, enquanto que Morão e colaboradores[57] demonstraram o efeito de curcumina na 

interrupção do potencial de membrana de Bacillus subtilis. Portanto, o efeito antimicrobiano 

de curcuminóides pode representar uma nova forma de tratamento para diversas doenças 

infecciosas. 

No cenário da toxoplasmose, diversos estudos já demonstraram a potencial ação anti-

Toxoplasma de vários compostos curcuminóides[58]. Resultados recentes mostraram que a 

curcumina foi efetiva em controlar a infecção aguda e crônica por T. gondii em modelo 

murino[59], reduziu os danos patológicos induzidos pela infecção em camundongos[60] e 

controlou o número de taquizoítos em células Vero[61]. Em adição, curcumina também induziu 

perfil anti-inflamatório e moléculas relacionadas a neuroproteção em células precursoras 

neurais infectadas por Toxoplasma[62].  Entretanto, não há estudos que abordem a ação desses 

compostos em um cenário de infecção por T. gondii em células trofoblásticas, células 

importantes da interface materno-fetal. Desta forma, este trabalho tem como objetivo 

demonstrar pela primeira vez o efeito anti-T. gondii de três compostos sintéticos da classe dos 

curcuminóides em células trofoblásticas humanas. 

 

2 Resultados 
 

2.1 Curcuminóides alteraram a viabilidade celular apenas em concentrações elevadas 

 A avaliação da viabilidade das células BeWo frente ao tratamento com diferentes 

concentrações dos curcuminóides C13, C16 e C17 foi averiguada por MTT (brometo de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltertrazolina). Após 24 horas expostas ao tratamento, as 

células BeWo apresentaram perda de viabilidade nas concentrações mais altas dos compostos 

em relação às células não tratadas (meio – M). A dose mínima para o efeito tóxico foi de 8,0 

µg/mL para o composto C13 (**** P < 0,0001) (Figura 1A), e 64,0 µg/mL para os compostos 

C16 (**** P < 0,0001) (Figura 1B) e C17 (** P = 0,0072) (Figura 1C). Além disso, o DMSO 

não induziu qualquer alteração na viabilidade celular (Figura 1A-C). Frente aos resultados, 

foi possível obter a concentração citotóxica de 50% (CC50) de cada composto, sendo 43,09 

µg/mL ± 10,96 para C13; e ≥128 µg/mL para C16 e C17 (Tabela 1). 
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2.2 Curcuminóides reduziram significativamente a proliferação intracelular de T. gondii 
em células BeWo 

 Para avaliar a proliferação intracelular de T. gondii, células BeWo infectadas com 

taquizoítos foram expostas às diferentes concentrações dos curcuminóides. Após 24 horas 

frente ao tratamento, foi observada uma redução significativa da proliferação intracelular dos 

taquizoítos em todos os compostos testados (C13, C16 e C17) em relação às células não 

infectadas e não tratadas (meio – M). A dose mínima para o efeito antiparasitário foi de 2,0 

µg/mL para o composto C13 (**** P < 0,0001) (Figura 1D), 0,5 µg/mL para o composto C16 

(** P = 0,0086) (Figura 1E), e 16,0 µg/mL para o composto C17 (**** P < 0,0001) (Figura 
1F). Além disso, quando comparadas ao tratamento clássico (SDZ+PYR) as concentrações 

mais elevadas dos compostos C13 e C16 apresentaram um efeito antiproliferativo, em T. 

gondii, mais significativo (#### P < 0,0001) (Figura 1D, E). Como esperado, a combinação de 

SDZ+PYR foi eficaz no controle do parasitismo em células BeWo. Frente aos resultados, foi 

possível obter a concentração inibitória de 50% (IC50) de cada composto, sendo 7,81 µg/mL 

± 1,39 para C13; 4,80 µg/mL ± 0,94 para C16; e 50,92 µg/mL ± 15,76 para C17 (Tabela 1). 

 

2.3 Curcuminóides apresentaram uma ação antiparasitária irreversível de modo 
dependente da concentração  
 Para determinar se os efeitos antiparasitários promovidos pelos curcuminóides são 

irreversíveis, células BeWo infectadas com taquizoítos foram expostas aos compostos C13, 

C16 e C17 por 24 h, em seguida as monocamadas celulares foram lavadas e incubadas com 

meio sem nenhum tipo de tratamento por adicionais 24 h. Para comparação, foi quantificada a 

proliferação do parasito sob 24 h de tratamento. Foram utilizadas concentrações não tóxicas e 

com significante atividade anti-T. gondii, além do IC50 de alguns compostos. Em comparação 

com o grupo não tratado (100% de crescimento parasitário), todas as concentrações testadas 

de C13, C16, C17 e SDZ+PYR reduziram significativamente a taxa de proliferação do 

parasito, mesmo após 24 h da remoção do tratamento (**** P < 0,0001) (Figura 2: painéis 

esquerdo e direito). Após remoção do tratamento (painel direito), se comparadas ao 

tratamento com SDZ + PYR, não há diferença significativa da eficácia com as concentrações 

dos curcuminóides, exceto as concentrações 4,0 µg/mL de C13 (## P = 0,0086) e 32,0 µg/mL 

de C17 (## P = 0,0037). As concentrações maiores de C16 (&&& P = 0,0002) e C17 (&& P = 

0,0011) demonstraram ser mais eficientes que as concentrações menores. Somente a 

concentração 4,8 µg/mL de C16 tendeu a ser reversível (++ P = 0,0057). Os resultados 
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sugerem que, tal qual a combinação de SDZ com PYR, os curcuminóides são capazes de 

manter seu efeito antiproliferativo em T. gondii, de maneira dependente da concentração, até 

mesmo após a remoção do tratamento (Figura 2). 

 

2.4 O pré-tratamento de taquizoítos de T. gondii com os compostos curcuminóides C16 e 

C17 reduziu sua capacidade de invasão celular 

 Para avaliar uma possível ação direta dos curcuminóides na capacidade de invasão de 

T. gondii, os taquizoítos foram pré-incubados (1 h) com diferentes concentrações de C13, C16 

e C17, e depois incubados (3 h) com células BeWo previamente aderidas. Em comparação 

com o grupo sem o pré-tratamento (meio – M), houve redução significativa (**** P < 0,0001) 

da capacidade de invasão celular dos taquizoítos pré-tratados com ambas as concentrações de 

C16 e C17. Por outro lado, o pré-tratamento com C13 e SDZ + PYR não alteraram a invasão 

de T. gondii em relação ao grupo controle (M). Quando comparados com o tratamento de 

SDZ + PYR, ambas as concentrações de C16 e C17 são substancialmente mais eficazes (#### 

P < 0,0001) (Figura 3). 

 

2.5 Curcuminóides modularam a produção de ROS em células BeWo 

 Para investigar se os curcuminóides são capazes de modular o ambiente da célula 

hospedeira, foi realizada a dosagem de ROS frente ao tratamento com os compostos em 

condições infectadas ou não. Foi observado que, na ausência de infecção por T. gondii, ambas 

as concentrações de C17 causaram uma regulação positiva na produção de ROS em relação às 

células não infectadas e não tratadas (M - grupo controle negativo) ou células tratadas com 

SDZ + PYR (**** P < 0,0001; #### P < 0,0001). Além disso, a concentração de 50,0 µg/mL 

apresentou uma produção maior de ROS que a de 32,0 µg/mL (&&&& P < 0,0001). A 

concentração de 8,0 µg/mL do composto C16, bem como o tratamento clássico de SDZ+PYR, 

modularam levemente positivamente a expressão de ROS, quando comparada ao grupo 

controle, nas mesmas condições (** P = 0,0014) (Figura 4). Já frente à infecção por T. gondii, 

houve um aumento nos níveis de ROS em comparação às células não infectadas e não tratadas 

(++++ P < 0,0001). Mais uma vez, ambas as concentrações de C17 tiveram um aumento 

significativo na produção de ROS quando comparados ao controle Tg (M - **** P < 0,0001), à 

SDZ+PYR (#### P < 0,0001), à C17 não infectado (++++ P < 0,0001) e entre si (&&&& P < 

0,0001) (Figura 4). 
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3 Discussão 
 

 A toxoplasmose atinge, cronicamente, mais de um terço da população global[4,5]. 

Entretanto, a forma congênita da doença é a considerada de maior importância para a saúde 

pública, devido aos danos irreversíveis que pode causar a embriões, fetos e neonatos[4,7,9]. 

Nesse contexto, o tratamento clássico utilizado é a combinação de sulfadiazina mais 

pirimetamina (SDZ + PYR) [28,29], que apesar de apresentar uma eficácia relativamente 

satisfatória, está associado a efeitos colaterais graves tanto para a gestante quanto para o 

embrião ou feto[31,32]. Desta forma, se oportuniza a necessidade pela busca por tratamentos 

com uma maior eficácia e que causem menos efeitos adversos. 

 Nesse sentido, abordagens com compostos de origem vegetal demonstram cada vez 

mais promissoras, principalmente em razão dos baixos, ou até mesmo ausentes, efeitos 

colaterais[39,63]. Muitos compostos com tais características já foram testados no contexto da 

infecção por T. gondii com resultados positivos[37-42]. Desta forma, o presente trabalho 

investigou os efeitos de três compostos sintéticos análogos aos curcuminóides (C13, C16 e 

C17) na infecção in vitro por T. gondii em modelos placentários, representada pelas células 

trofoblásticas humanas (linhagem celular BeWo). Embora muitos estudos já tenham 

demonstrado diversas atividades biológicas para os curcuminóides[47-55], inclusive na infecção 

por T. gondii[58-62], este é o primeiro que se propôs a apresentar resultados na interface 

materno-fetal, sendo importante para a compreensão de aspectos que envolvem o tratamento 

contra a toxoplasmose congênita. 

 Primeiramente, foi verificado se nove concentrações (128 µg/mL a 0,5 µg/mL) de 

cada composto curcuminóide poderiam afetar a viabilidade das células BeWo. Os resultados 

mostraram que a viabilidade celular foi alterada apenas nas condições de concentrações mais 

elevadas dos três compostos. Em seguida, as mesmas concentrações foram utilizadas no 

tratamento (24 h) de células BeWo infectadas com T. gondii, a fim de avaliar a proliferação 

intracelular do parasito. Foi observado que todos os compostos curcuminóides testados 

apresentaram ação antiparasitária tão eficazes quanto o tratamento padrão de SDZ + PYR. 

Nas concentrações mais elevadas, os compostos C13 e C16 demonstraram, inclusive, maior 

eficácia no controle do crescimento parasitário em relação à terapêutica clássica (SDZ+PYR). 

Curiosamente, o composto C16 foi capaz de reduzir significativamente a proliferação de T. 

gondii, em algum grau, em todas as concentrações testadas. Apenas as duas menores 

concentrações de C13 não foram capazes de reduzir a proliferação do parasito, ao passo que 
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apenas as quatro maiores concentrações de C17 apresentaram ação na proliferação de T. 

gondii. 

 Frente aos resultados da viabilidade celular, da proliferação intracelular de T. gondii, e 

dos cálculos de IC50, foi possível determinar concentrações alvo que, ao mesmo tempo, não 

prejudicaram a viabilidade de BeWo e promoveram redução significativa na proliferação 

intracelular de T. gondii. Assim, a próxima questão foi: os efeitos antiparasitários encontrados 

seriam irreversíveis na ausência do tratamento? Para isso, células BeWo infectadas com 

taquizoítos foram expostas aos compostos C13, C16 e C17 por 24 h, em seguida as 

monocamadas celulares foram lavadas e incubadas com meio sem nenhum tipo de tratamento 

por mais 24 h. Para comparação, foi quantificada a proliferação do parasito sob 24 h de 

tratamento. Os resultados mostraram que assim como o tratamento padrão de SDZ+PYR, 

todos os curcuminóides foram capazes de manter seu efeito antiproliferativo em T. gondii, de 

maneira dependente da concentração, mesmo após a remoção do tratamento. 

 Embora não haja um consenso sobre os mecanismos envolvidos na ação 

antiparasitária dos curcuminóides, outros estudos também demonstraram esse fenômeno em 

T. gondii e outros parasitos intracelulares. A curcumina foi capaz de induzir in vitro um perfil 

anti-inflamatório e moléculas relacionadas a neuroproteção em células precursoras neurais 

infectadas por T. gondii, o que sugere um potencial tratamento para perturbações neurológicas 

induzidas por essa infecção[62]. Curcuminóides fluorados apresentaram ação anti-T. gondii e 

anti-Leishmania major na infecção in vitro de células Vero [61]. No contexto in vivo, a 

nanoemulsão de curcumina resultou em compostos eficazes no controle da toxoplasmose 

aguda e crônica em modelo murino [59], e nanocompósitos de curcumina@metal também 

foram eficientes na redução de danos patológicos induzidos pela infecção crônica em 

camundongos[60]. Resultados semelhantes são observados em Leishmania spp. [64,65] e 

Trypanosoma spp.[66,67]. 

 Partindo do resultado que os curcuminóides apresentam a capacidade de prejudicar a 

proliferação intracelular de T. gondii, tão eficiente ao ponto de se manter mesmo na ausência 

do tratamento, foi possível teorizar que tais efeitos poderiam estar interferindo diretamente 

em processos biológicos essenciais para a perpetuação do parasito. É amplamente 

reconhecido que o sucesso no estabelecimento da infecção por T. gondii depende da 

capacidade dos taquizoítos de se fixarem e invadirem as células hospedeiras[68], o que é 

proporcionado por um complexo de organelas apicais que garantem ao parasito a capacidade 

de invadir quase qualquer célula nucleada de vertebrados endotérmicos[69,70]. Nesse sentido, 

para testar se os curcuminóides são capazes de afetar a invasão de T. gondii, os taquizoítos 
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foram pré-incubados (1 h) com diferentes concentrações dos curcuminóides, e depois 

incubados (3 h) com células BeWo previamente aderidas. É sabido que o tratamento padrão 

de SDZ+PYR não apresenta qualquer ação na invasão por T. gondii nas fases iniciais da 

infecção[37,38], e tal fato foi observado nesses resultados. Curiosamente, C13 também não 

apresentou nenhuma ação na invasão por T. gondii, possivelmente em razão da menor 

concentração, bem como de período de exposição insuficiente. Por outro lado, o pré-

tratamento dos taquizoítos com C16 e C17 reduziu significativamente a capacidade do 

parasito em invadir as células BeWo. 

 Em conformidade com nossos resultados, outros estudos atribuem aos curcuminóides 

poderosos efeitos citotóxicos a patógenos. Compostos sintéticos análogos à curcumina 

apresentaram ação contra as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, Mycobacterium 

tuberculosis, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. Tal ação parece estar associada 

a perturbações que levam à ruptura das membranas destas bactérias, bem como a fatores 

envolvidos na divisão celular[56]. Resultados semelhantes foram observados na bactéria 

Bacillus subtilis tratada com curcumina simplificada, que parece ser capaz de alterar a 

permeabilização da membrana, com ruptura do potencial de membrana[57]. Desta forma, pode-

se teorizar que alterações semelhantes na membrana de T. gondii ou de suas organelas 

membranosas poderiam influenciar negativamente no sucesso da infecção. Além disso, o 

tratamento in vitro com curcumina foi capaz de promover a ruptura de microtúbulos e, 

consequentemente, a alteração na morfologia do apicoplasto de Plasmodium falciparum, 

reduzindo sua viabilidade[71]. Dada a importância desta organela para os Apicomplexa, bem 

como a próxima relação filogenética entres estes protozoários, pode-se teorizar que os 

curcuminóides tenham também uma ação na ultraestrutura de T. gondii. Estudos futuros são 

necessários para verificar essa hipótese. 

Além da ação direta dos curcuminóides na estrutura e função dos taquizoítos de T. 

gondii, não poderia ser descartada a hipótese de que os compostos são capazes de influenciar 

a modulação do ambiente intracelular dos trofoblastos. Para verificar essa possibilidade, foi 

realizada a dosagem das espécies reativas de oxigênio (ROS) frente ao tratamento com os 

curcuminóides em condições infectadas ou não. Interessantemente, apenas o composto C17 

apresentou um aumento significativo de ROS, tanto nas condições infectadas quanto nas não 

infectadas. 

As ROS são produzidas principalmente pelos fagócitos do hospedeiro e exercem ações 

antimicrobianas contra uma ampla gama de patógenos intracelulares[72]. A curcumina atua 

tanto como pró-oxidante como antioxidante para modular a resposta imune inata através da 



 
18 

produção de ROS para a eliminação de parasitos[73]. O tratamento com um análogo da 

curcumina em camundongos infectados com o também protozoário Leishmania donovani 

induziu a produção de ROS e, por conta disso, alterou a morfologia celular, causou a 

despolarização mitocondrial, o acúmulo de lipídios intracelulares e a parada do ciclo celular 

em promastigotas, consequentemente levando os parasitos a apoptose[65]. Na infecção in vitro 

por P. falciparum, a curcumina é capaz de induzir a produção de ROS e, consequentemente, 

aumentar a expressão de CD36 por monócitos e macrófagos e a fagocitose do parasito, 

colocando-a como um potencial adjuvante no tratamento[74]. Também no contexto da infecção 

in vitro por P. falciparum, a atividade pró-oxidante da curcumina desencadeia na produção de 

ROS e resulta em danos ao DNA mitocondrial e nuclear e desencadeando alterações de pH 

nas organelas, o que leva a morte do parasito[75].  

 Em conclusão, os resultados do estudo sugerem que os compostos sintéticos análogos 

aos curcuminóides, C13, C16 e C17, apresentam potencial no controle da infecção por T. 

gondii, como foi demonstrado in vitro através da linhagem trofoblástica experimental BeWo. 

Os efeitos anti-T. gondii promovidos por esses curcuminóides podem estar relacionados à 

uma ação direta nas atividades biológicas do parasito, bem como a modulação do ambiente 

intracelular das células hospedeiras com a produção de ROS. Considerando os parâmetros 

evidenciados neste trabalho, os curcuminóides podem ser considerados potenciais alvos para 

o estabelecimento de novas estratégias terapêuticas para toxoplasmose congênita, visto que, 

diferente do tratamento convencional, é capaz de diminuir significativamente a proliferação 

do parasito com uma baixa citotoxicidade. Entretanto, estudos mais detalhados são 

necessários para avaliar o efeito destes compostos in vivo e outros possíveis mecanismos in 

vitro e ex vivo. 

 

4 Métodos 
 

2.1 Síntese de curcuminóides 

 Compostos sintéticos derivados da curcumina (curcuminóides) foram gentilmente 

produzidos e cedidos pelo Prof. Dr. Luís Octávio Regasini (Universidade Estadual Paulista 

Júlio de Mesquita Filho, São José do Rio Preto, SP, Brasil) a fim de avaliar seus efeitos contra 

T. gondii em modelos experimentais de interface materno-fetal humana. Tais compostos 

sintéticos já demonstraram efeitos antibacterianos em estudos prévios do Prof. Dr. Luís 

Octávio Regasini[56,57], e suas estruturas químicas estão apresentadas na Tabela 1.  
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Para obter uma diluição estoque, os compostos liofilizados foram solubilizados em 

dimetilsulfóxido (DMSO) e armazenados em soluções estoques a -80°C numa concentração 

final de 50.000 µg/mL.  

 

2.2 Cultura de células e parasitos 

 Células BeWo foram adquiridas comercialmente da American Type Culture Collection 

(ATCC, Manassas, VA, EUA), e mantidas em cultura em meio completo (RPMI 1640 

(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 100 U/mL de penicilina (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, EUA), 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma) e 5% de soro fetal bovino 

(SFB) (Cultilab)) sob condições ambientais adequadas (estufa umidificada a 37°C e 5% de 

CO2). O Comunicado Nº13/2012, pertencente ao Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos da UFU (CEP), declara que projetos de pesquisa que envolvam células adquiridas 

comercialmente não necessitam de aprovação ética por esse comitê. 

Os taquizoítos de T. gondii utilizados foram da cepa RH altamente virulenta (clone 

2F1), que expressam constitutivamente o gene da β-galactosidase, e foram cedidos pelo Dr. 

Vern Carruthers (Faculdade de Medicina da Universidade de Michigan, MI, EUA). Os 

parasitos foram mantidos por passagens seriadas em células BeWo cultivadas em meio 

completo com 2% de SFB sob as condições adequadas.  

 

2.3 Ensaio de viabilidade celular 

 Foi avaliada a viabilidade das células BeWo na presença dos três compostos 

curcuminóides separadamente (C13, C16 e C17), a fim de estabelecer as concentrações não 

tóxicas de cada composto. Para isso, foi realizado o ensaio colorimétrico MTT (brometo de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltertrazolina) [76]. Inicialmente, as células foram plaqueadas 

com 3×104 células/poço/100 µL em placas de 96 poços com meio completo a 10% de SFB 

sob as condições adequadas. Após 24 h, o sobrenadante foi removido e as células tratadas 

(100 µL/poço) com nove concentrações diferentes alcançadas por diluições seriadas (128 

µg/mL a 0,5 µg/mL) de cada composto. Para avaliar a toxicidade do solvente, as células 

também foram tratadas com meio completo contendo DMSO a uma concentração de 0,25%, 

correspondente a porcentagem de DMSO utilizada na maior concentração de composto (128 

µg/mL). Como controle negativo, foi utilizado apenas meio completo. As células foram 

incubadas com o tratamento por mais 24 h em uma atmosfera úmida a 37°C e 5% de CO2. Em 

seguida, o tratamento foi retirado e substituído por uma solução contendo 10 µL de MTT (5 

mg/mL) e 90 µL de meio completo durante 4 h. Por fim, os cristais de formazan resultantes 
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do metabolismo celular foram solubilizados pela adição de uma solução contendo 10% de 

dodecil sulfato de sódio (SDS) (Sigma) e 50% de N,N-dimetilformamida (Sigma) por 30 min. 

As densidades ópticas foram medidas a 570 nm em um leitor de placas (Versa Max ELISA 

Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Os dados foram expressos em 

porcentagem de células viáveis (% de viabilidade celular) em comparação com o controle 

positivo (100% de viabilidade celular). Dois experimentos independentes foram realizados em 

cinco replicatas. 

 

2.4 Proliferação intracelular de T. gondii em células BeWo tratadas com curcuminóides 

 Após avaliar a viabilidade celular, os compostos curcuminóides (C13, C16 e C17) 

foram usados para investigar seu possível efeito na proliferação intracelular de T. gondii em 

células BeWo. Inicialmente, as células BeWo foram plaqueadas com 3×104 células/poço/100 

µL em placas de 96 poços com meio completo contendo 10% de SFB sob as condições 

adequadas. Após 24 h, as células foram infectadas com taquizoítos de T. gondii a uma 

multiplicidade de infecção (MOI) de 3:1 (proporção de taquizoítos por célula) em meio 

suplementado a 2% de SFB. Após 3 h de incubação, os sobrenadantes foram retirados, as 

monocamadas de células foram delicadamente lavadas com tampão fosfato-salino (1×PBS) 

para retirada dos parasitos extracelulares, e as células já infectadas foram tratadas (100 

µL/poço) com concentrações decrescentes (128 µg/mL a 0,5 µg/mL) de cada composto, 

diluídos serialmente em meio completo a 10% de SFB. Como controle positivo, as células 

infectadas foram tratadas com 200 µg/mL de Sulfadiazina (SDZ) (Sigma) e 8 µg/mL de 

Pirimetamina (PYR) (Sigma) [37]. Como controle negativo, foram utilizadas as células 

infectadas sem nenhum tratamento. Após 24 h de tratamento, foi realizado o ensaio 

colorimétrico de β-galactosidase para quantificar a proliferação intracelular de T. gondii[37]. A 

quantificação foi feita em porcentagem (% da proliferação de T. gondii) através da 

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

15.625×103 taquizoítos). Os controles negativos representaram o crescimento incontido do 

parasito (100% de proliferação parasitária), portanto, foram utilizados para a medida da 

eficiência de cada condição de tratamento. As densidades ópticas foram medidas a 570 nm em 

um leitor de placas (Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, EUA). Dois experimentos independentes foram realizados em oito replicatas. 

 

2.5 Ensaio de reversibilidade 
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 Diferentes concentrações dos compostos curcuminóides (C13, C16 e C17) foram 

selecionadas criteriosamente com base nos resultados dos ensaios de MTT e proliferação 

intracelular e através dos valores da concentração inibitória de 50% (IC50), que permite obter 

a concentração de cada composto necessária para inibir 50% da proliferação de T. gondii. As 

concentrações escolhidas foram utilizadas para avaliar a manutenção dos efeitos 

antiparasitários dos compostos na proliferação de T. gondii, através do ensaio de 

reversibilidade38. Inicialmente, células BeWo foram plaqueadas com 3×104 células/poço/100 

µL em duas placas de 96 poços com meio completo contendo 10% de SFB e incubadas nas 

condições adequadas. Após 24 h, as células foram infectadas com taquizoítos de T. gondii a 

uma MOI de 3:1 em meio completo suplementado a 2% de SFB. Após 3 h de incubação, as 

placas tiveram seus sobrenadantes retirados, foram lavadas com 1×PBS para retirada dos 

parasitos extracelulares, e as células infectadas foram tratadas (100 µL/poço) com as 

concentrações escolhidas. Foram utilizadas as concentrações 4,0 µg/mL de C13; 4,8 e 8,0 

µg/mL de C16; e 32,0 e 50,0 µg/mL de C17. Como controle positivo, as células infectadas 

foram tratadas com 200 µg/mL de SDZ e 8 µg/mL de PYR[37]. Como controle negativo foram 

utilizadas as células infectadas sem nenhum tratamento. Após 24 h, uma das placas foi 

submetida ao ensaio colorimétrico de β-galactosidase[37], enquanto a outra teve o seu 

tratamento substituído por meio completo a 10% de SFB. Após 24 h de incubação na ausência 

do tratamento, a placa remanescente também foi submetida ao ensaio colorimétrico de β-

galactosidase. Em ambas as situações a quantificação foi feita em porcentagem (% da 

proliferação de T. gondii) através da comparação com uma curva padrão contendo taquizoítos 

livres (variando de 1×106 a 15.625×103 taquizoítos). Os controles negativos representaram o 

crescimento incontido do parasito (100% de proliferação parasitária), portanto, foram 

utilizados para a medida da eficiência de cada condição de tratamento. Dois experimentos 

independentes foram realizados em oito replicatas. 

 

2.6 Ensaio de invasão em taquizoítos de T. gondii pré-tratados com curcuminóides 

 Para avaliar se os compostos curcuminóides (C13, C16 e C17) causam efeito direto 

nos taquizoítos de T. gondii, foi realizado o ensaio de invasão[37]. Taquizoítos foram pré-

tratados e incubados durante 1 h na presença das concentrações de 4,0 µg/mL de C13, 4,8 e 

8,0 µg/mL de C16, e 32,0 e 50,0 µg/mL de C17. Além disso, os parasitos também foram pré-

incubados com SDZ + PYR (200 + 8 μg/mL), e sem a presença de qualquer tratamento. Após 

1 h de incubação, os parasitos pré-tratados foram utilizados para infectar células BeWo 

previamente aderidas em placas de 96 poços por 3 h. Logo em seguida, os parasitos 
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intracelulares foram quantificados utilizando o ensaio de β-galactosidase, conforme já 

descrito anteriormente. Dois experimentos independentes foram realizados em oito replicatas. 

 

2.7 Dosagem intracelular de espécies reativas de oxigênio (ROS) 
 A influência dos compostos curcuminóides (C13, C16, C17) na indução de ROS foi 

avaliada em células BeWo, baseando-se na oxidação intracelular dependente de peróxido de 

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

fluorescente 2',7'-diclorofluoresceína (DCF). Inicialmente, células BeWo foram plaqueadas 

com 3×104 células/poço/100 µL em placas pretas de fundos transparentes de 96 poços com 

meio completo e 10% de SFB sob as condições adequadas. Duas condições experimentais 

foram utilizadas nesse ensaio, uma infectada tratada e uma não infectada tratada. Após 24 h, 

uma das placas foi infectada com taquizoítos de T. gondii a uma MOI de 3:1, por 3 h. As 

células foram então lavadas com 1×PBS e ambas as placas foram tratadas com as 

concentrações 4,0 µg/mL de C13; 4,8 e 8,0 µg/mL de C16; e 32,0 e 50,0 µg/mL de C17. 

Além disso, tanto para as células infectadas quanto para as não infectadas foram criados 

grupos controle tratados com SDZ + PYR (200 + 8 μg/mL) ou somente meio completo. O 

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

Após 24 h de tratamento, as células foram lavadas com 1×PBS e incubadas com 150 μL de 

H2DCF-DA (10 μM; diluído em 1×PBS contendo 10% de SFB) por 45 min a 37°C e 5% de 

CO2 no escuro. Por fim, a intensidade de fluorescência do DCF foi detectada utilizando um 

leitor de microplacas (Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, EUA) em comprimentos de onda de excitação e emissão de 488 nm e 550 nm, 

respectivamente. Os dados são apresentados como intensidade mediana de fluorescência 

(MFI). Dois experimentos independentes foram realizados em oito replicatas. 

 

2.8 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versão 8.01 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA, https://www.graphpad.com). Todos os dados 

foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Foi realizado teste de 

comparações múltiplas de Bonferroni para constatação dos dados paramétricos. Em seguida, 

as diferenças significativas foram comparadas aos controles utilizando One-way ANOVA. Os 

dados foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05. 
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9 Lista de Figuras 
 

Figura 1 - Viabilidade das células BeWo e proliferação intracelular de T. gondii. Células 

BeWo foram tratadas por 24 h em diluições seriadas (variando de 128 a 0,5 μg/mL) com os 

compostos sintéticos análogos aos curcuminóides C13 (A), C16 (B) e C17 (C). As células 

também foram tratadas apenas com meio de cultura (M - grupo controle negativo) e DMSO 

0,25% (porcentagem utilizada na diluição da maior concentração dos compostos). A 

viabilidade celular foi analisada utilizando o ensaio colorimétrico MTT e expressa em 

porcentagens (% de viabilidade celular), sendo a absorbância das células incubadas apenas 

com meio de cultura considerada 100% de viabilidade. Células BeWo infectadas com T. 

gondii foram tratadas por 24 h com as mesmas concentrações dos compostos C13 (D), C16 

(E) e C17 (F). As células também foram tratadas apenas com meio de cultura (M - grupo 

controle negativo, considerado como 100% de proliferação parasitária) ou uma combinação 

de 200 µg/mL de sulfadiazina e 8 µg/mL de pirimetamina (SDZ + PYR, controle positivo de 
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inibição de crescimento parasitário). A proliferação intracelular de T. gondii foi analisada 

utilizando um ensaio colorimétrico de β-galactosidase e expressa em variação percentual em 

comparação ao controle. Os resultados de ambos os ensaios foram obtidos com base no teste 

One-Way ANOVA e pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni para os dados 

paramétricos. Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05. 

Os gráficos representam os resultados de dois experimentos independentes realizados em 

cinco replicatas. * Comparação entre meio (M) e as condições submetidas aos tratamentos; # 

Comparação entre as condições tratadas com curcuminóides e as tratadas com SDZ + PYR. 

 
 

Figura 2 - Avaliação da manutenção dos efeitos anti-T. gondii por ensaio de 
reversibilidade. Células BeWo infectadas com T. gondii foram expostas a 4,0 µg/mL de C13; 

4,8 e 8,0 µg/mL de C16; 32,0 e 50,0 µg/mL de C17; 200 + 8 μg/mL de SDZ + PYR ou apenas 

meio de cultura (M - grupo controle negativo) por 24 horas, seguido ou não da remoção do 

tratamento, substituição por meio de cultura novo e incubação por mais 24 horas. A 

proliferação do parasita às 24 horas de tratamento com os curcuminóides foi considerada para 

comparação. A taxa de reversibilidade mede a capacidade dos parasitas de se recuperarem do 

tratamento e retornarem à infectividade. A proporção é apresentada em variação percentual 

(% de reversibilidade do tratamento) em comparação com o grupo controle, que foi 

considerado como 100% de reversibilidade. O ensaio da β-galactosidase foi utilizado como 

indicador de atividade parasitária. Os dados são apresentados como médias ± desvio padrão 
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de experimentos realizados em oito repetições. Os resultados foram obtidos com base no teste 

One-Way ANOVA e pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni para os dados 

paramétricos. Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05. 

Os gráficos representam os resultados de dois experimentos independentes realizados em oito 

replicatas. * Comparação entre as meio (M) e condições infectadas/tratadas com 

curcuminóides; # Comparação entre as condições infectadas/tratadas com curcuminóides e 

condições infectadas/tratadas com SDZ + PYR; & Comparação entre as diferentes 

concentrações dos compostos. + Comparação com o respectivo tratamento na condição de 

24h de tratamento sem remoção posterior; & Comparação entre as duas concentrações de 

tratamento de cada composto. 

 
Figura 3 - Invasão de taquizoítos de T. gondii pré-tratados. Taquizoítos de T. gondii foram 

pré-incubados por 1 hora com 4,0 µg/mL de C13; 4,8 e 8,0 µg/mL de C16; 32,0 e 50,0 µg/mL 

de C17; 200 + 8 μg/mL de SDZ + PYR ou apenas meio de cultura (M – grupo controle 

negativo). As porcentagens da invasão de T. gondii, após 3 h de exposição às células BeWo, 

foi determinada usando o ensaio de β-galactosidase. Parasitas não tratados foram 

considerados como 100% de capacidade de invasão. Os dados são expressos como médias ± 
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desvio padrão de experimentos realizados em oito repetições. Os resultados foram analisados 

com base no teste One-Way ANOVA e pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni 

para os dados paramétricos. Os dados foram considerados estatisticamente significativos 

quando P < 0,05. Os gráficos representam os resultados de dois experimentos independentes 

realizados em oito replicatas. * Comparação entre parasitas não tratados e parasitas tratados; # 

Comparação de parasitas tratados curcuminóides e tratados com SDZ + PYR.

 
Figura 4 - Produção de ROS por células BeWo infectadas por T. gondii ou não, frente ao 
tratamento. Células BeWo foram infectadas ou não com taquizoítos de T. gondii, seguido de 

tratamento por 24 h com 4,0 µg/mL de C13; 4,8 e 8,0 µg/mL de C16; 32,0 e 50,0 µg/mL de 

C17; 200 + 8 μg/mL de SDZ + PYR ou apenas meio de cultura (M - grupo controle negativo). 

As células foram incubadas com a sonda diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceína 

(H2DCF-DA) e a produção de ROS foi mensurada por citometria de fluxo e expressa como 

intensidade mediana de fluorescência (MFI). Os dados são expressos como médias ± desvio 

padrão de experimentos realizados em oito repetições. Os resultados foram obtidos com base 

no teste One-Way ANOVA e pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni para os dados 
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paramétricos. Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05. 

Os gráficos representam os resultados de dois experimentos independentes realizados em oito 

replicatas. * Comparação entre as condições não infectadas/não tratadas (M) e as condições 

não infectadas/tratadas; * Comparação entre as condições infectadas/não tratadas (M  com T. 

gondii) e as condições infectadas/tratadas; + Comparação entre as condições não infectadas e 

as condições infectadas, independente de tratamento; # Comparação em relação ao tratamento 

SDZ + PYR; & Comparação entre as duas concentrações de tratamento de cada composto. 
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10 Lista de Tabelas 
 

Tabela 1 - Caracterização dos compostos curcuminóides. Código e estrutura química dos compostos C13, C16 e C17. Concentração 

citotóxica de 50% (CC50) de cada composto com base nos resultados do ensaio de viabilidade celular. Concentração inibitória de 50% (IC50) de 

cada composto com base nos resultados do ensaio de proliferação intracelular. 

 

Nomenclatura Código Estrutura CC50 IC50 

 
C13 

 

POL - 3,4 OH 
 

 

 

43,09 µg/mL ± 10,96 

 
 7,81 µg/mL ± 1,39 

 
C16 

 

PCR - 3,4 OCH3 
 

 
≥128 µg/mL   

 
4,80 µg/mL ± 0,94 

 
C17 

 

PCR - 2,4 OCH3 
 

 

≥128 µg/mL   

 
50,92 µg/mL ± 15,76  
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Apêndices 
 
APÊNDICE I – Trabalho de Conclusão de Curso nas normas de uma revista científica 

O presente trabalho foi redigido sob as normas de uma revista científica, conforme 

assegurado pelo Art. 4º, parágrafos 1º e 2º, da Resolução CONIB Nº 12, de 27 de novembro de 

2023, que dispõe sobre as Normas específicas para o Trabalho de Conclusão da Graduação em 

Ciências Biológicas (Licenciatura ou Bacharelado) da Universidade Federal de Uberlândia, nos 

quais versam que: 

 

§ 1º. O TCCI terá como atividade obrigatória a elaboração de um 
Projeto de Pesquisa que será executado e concluído no componente 
curricular TCCII, no qual os resultados serão apresentados na forma de 
uma monografia ou artigo científico. 
§ 2º. A monografia deverá ser redigida preferencialmente em português 
e de acordo com a Norma da ABNT vigente, enquanto que o artigo será 
organizado de acordo com a norma de uma revista científica indexada, 
a critério do Professor Orientador, podendo ser redigido em outro 
idioma (RESOLUÇÃO CONIB Nº 12, 2023, p. 3) 

 

A referida resolução dispõe ainda no Art. 19º e parágrafo 1º: 

 

Art. 19. O Trabalho de Conclusão de Curso II, quando redigido sob a 
forma de artigo científico seguirá as normas de uma revista indexada, 
escolhida, de comum acordo, entre Estudante e Professor Orientador. 
§ 1º. As normas da revista selecionada deverão ser anexadas ao corpo 
do Trabalho de Conclusão de Curso (RESOLUÇÃO CONIB Nº 12, 
2023, p. 6) 
  

Desta forma, a redação do desenvolvimento deste trabalho foi feita respeitando as 

normas da revista Scientific Reports, cujo guia de submissão com as normas está disponível 

em: <https://www.nature.com/srep/author-instructions/submission-guidelines>. 

 


