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Resumo

O tratamento convencional para toxoplasmose congénita ¢ a combinacdo de
sulfadiazina com pirimetamina que, apesar de apresentar eficacia relativamente satisfatoria,
esta associado a efeitos colaterais graves para a gestante e feto, exigindo estudos de novas
estratégias terapéuticas. Nesse cendrio, tratamentos baseados em compostos fitoterapicos sdo
alternativas promissoras, devido aos poucos ou nenhum efeito adverso conhecido. Desta
forma, o presente estudo investiga os efeitos de trés compostos curcuminoides sintéticos na
infecgdo in vitro por Toxoplasma gondii, no qual foram utilizados como modelos
experimentais a linhagem trofoblastica humana BeWo, que ¢ amplamente utilizada na
literatura. Para isso, foi realizado ensaio de viabilidade celular por MTT, ensaios de invasao,
proliferacdo intracelular e reversibilidade na infec¢do por 7. gondii mediante tratamento com
os curcumindides por ensaio de B-galactosidase, e dosagem de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Os resultados demonstraram que os curcuminoéides s6 apresentaram acao citotoxica
nas maiores concentragdes e foram capazes de reduzir significativamente a invasao e
proliferacdo intracelular de 7. gondii em células BeWo. Em adicdo, essa agdo antiproliferativa
¢ dependente da concentragdo e se mostra irreversivel. Além disso, um dos compostos
regulou positivamente a produgao de ROS. Em conclusao, os efeitos antiparasitarios
desencadeados pelos curcuminoides podem estar relacionados a acdo direta sobre os

taquizoitos e a alteragcdo do ambiente intracelular das células hospedeiras.

Palavras-chave: toxoplasmose congénita, plantas medicinais, circuma, trofoblasto, terapia

alternativa.
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1 Introducio

Toxoplasma gondii (Filo Apicomplexa; Familia Sarcocystidae) ¢ um protozoario
parasito intracelular obrigatdrio, capaz de invadir e se replicar em células nucleadas de todos
os vertebrados endotérmicos, incluindo os seres humanos!! . Estima-se que mais de um terco
da populagdo global esteja infectada cronicamente com 7. gondii*, com niimeros que
variam de 10 a 90% de pessoas infectadas a depender da regido consideradal®. A maioria dos
casos sao assintomaticos, entretanto, individuos imunocomprometidos, recém-nascidos e
criangas com toxoplasmose congénita podem apresentar sintomas severos!’*%,

Quando adquirida imediatamente antes ou durante uma gestagao, a infec¢ao por 7.
gondii pode resultar na toxoplasmose congénita, um grave problema de satide publica
caracterizado pela transmissdo vertical de taquizoitos de 7. gondii da mae para o embrido ou
feto!*”?1. A taxa de transmissdo vertical nos dois primeiros trimestres de gestacio é
relativamente baixa, mas se intensifica no terceiro trimestre, sendo equivalente a cerca de
90%!'%!1], Em contrapartida, os danos fetais sio maiores e mais graves quando a infecgdo
ocorre no inicio da gestagdo se comparados com os de infecgdes mais tardias!'>!3]. A
toxoplasmose congénita pode ocasionar reflexos perceptiveis durante a gestagdo ou
nascimento como natimortos, abortos espontaneos, partos prematuros, danos fetais ou resultar
em consequéncias a longo prazo como distirbios neuroldgicos e/ou oculares nos bebés e/ou
criangas!!>!4,

A placenta é um 6rgdo transitorio que se forma durante a gestacdo, e € 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 residuos
entre a mae e o feto, além de produzir hormonios essenciais para a manutencao da
gravidez!!3). Os citotrofoblastos sio uma camada importante da barreira placentaria, e divide-
se em duas subpopulacdes principais, o trofoblasto viloso e extraviloso. O trofoblasto
extraviloso migra e invade a decidua materna, enquanto que o trofoblasto viloso entra para a

16171 " Assim, a placenta representa uma importante barreira

conformacio do vilo placentériol
fisica, que ¢ capaz de proteger o embrido/feto de diversas infec¢des que podem ser
transmitidas verticalmente!'®]. Entretanto, alguns patogenos, como o T. gondii, é capaz de
atravessar essa barreira, principalmente nas gestacdes mais evoluidas, que perdem a
continuidade das camadas de trofoblasto e, consequentemente, a espessura da barreira

placentdrial'*2%, e também por se beneficiarem da complexa interagio dos mecanismos de

tolerancia para prevenir a reatividade aos aloantigenos!!®!. H4 uma variedade de linhagens de



11

trofoblastos isolados de coriocarcinomas ou imortalizadas que sao largamente empregadas em
trabalhos na literatura. Dentre elas, destaca-se a linhagem BeWo, isoladas em 1968 essas
células conservam muitas caracteristicas de trofoblasto viloso humano, pois secretam
hormonios como gonadotrofina corionica humana (hCG), hormonio lactogénico placentario
(hPL), progesterona e estradiol?' e sio amplamente utilizadas por nosso grupo de
pesquisal?223:24],

As drogas classicas para prevengdo ou tratamento da toxoplasmose congénita sao
indicadas seguindo um critério principal: a confirma¢do ou ndo da infeccdo fetal. Quando o
parasito ¢ detectado na gestante, mas nao no feto, ¢ administrada a espiramicina, um
antibidtico macrolido a fim de tentar prevenir a transmissdo vertical. A espiramicina, porém,
ndo atravessa a barreira placentaria, e, portanto, ndo ¢ recomendada em casos de transmissao
vertical confirmadal*>>-?7]. J4 nos casos em que hd infeccdo fetal confirmada, o tratamento de

al?%1 Tais drogas

primeira escolha consiste na combinagao de sulfadiazina com pirimetamin,
combinadas sdo capazes de inibir enzimas importantes para a biossintese de pirimidinas de 7.
gondii, que sdo cruciais para a sobrevivéncia e replicagdo do parasitol®’l. Entretanto, ambas as
drogas estdo associadas a efeitos toxicos graves, como supressao gradual da medula dssea,
distarbios gastrointestinais e efeitos teratogénicos no feto durante o primeiro trimestre

1831321 Além disso, cerca de metade dos pacientes tratados com esses medicamentos

gestaciona
persistiram com o DNA do parasito no sangue por um longo periodo de tempo ou
permaneceram infectados'*]. Nesse contexto, oportuniza-se a necessidade do
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, que sejam mais eficazes e provoquem
menos efeitos adversos.

Neste sentido, estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram resultados
promissores no possivel reposicionamento de farmacos com potencial anti-T. gondiil>*>%],
além de demonstrar o potencial de tratamentos naturais frente a infeccdo com compostos
derivados de espécies vegetais do género Copaiferal®’*8]. Além disso, existem diversos outros
trabalhos na literatura que apresentam tratamentos naturais como alternativas para combater a
infecgio por 7. gondii®*’1. Dentre as tantas possibilidades de abordagens naturais de
tratamento, destacam-se os compostos de natureza curcuminoéide. Tais compostos sdo
derivados da espécie Curcuma longa L. (Familia Zingiberaceae), originaria da India,
mundialmente utilizada tanto para uso condimentar quanto na medicina complementar!***1. O
principal principio ativo isolado dessa espécie € a curcumina, entretanto ha outros

componentes como desmetoxicurcumina, bisdemetoxicurcumina e ciclocurcuminal**%!, Os

compostos derivados de curcumina, denominados curcuminoides, bem como a préopria
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curcumina, vém sendo cada vez mais utilizados em pesquisas em razao de suas ja

[47,48] [49,50]

comprovadas multiplas atividades bioldgicas como anti-inflamatoria’ , antitumoral
antioxidante*®>!!, antimicrobianal®>°%), e antiparasitaria®*>>!. Neste contexto, Polaquini e
colaboradores!®! sintetizaram uma série de compostos analogos de curcuminéides e
verificaram seu potencial antibacteriano por induzir destrui¢do da membrana plasmatica do
patogeno, enquanto que Mordo e colaboradores®’! demonstraram o efeito de curcumina na
interrupg@o do potencial de membrana de Bacillus subtilis. Portanto, o efeito antimicrobiano
de curcuminoides pode representar uma nova forma de tratamento para diversas doengas
infecciosas.

No cenério da toxoplasmose, diversos estudos ja demonstraram a potencial acdo anti-
Toxoplasma de vérios compostos curcuminéides®®). Resultados recentes mostraram que a
curcumina foi efetiva em controlar a infec¢cdo aguda e cronica por 7. gondii em modelo
murino?), reduziu os danos patologicos induzidos pela infec¢io em camundongos'®” e

(611 Em adi¢do, curcumina também induziu

controlou o nimero de taquizoitos em células Vero
perfil anti-inflamatdrio e moléculas relacionadas a neuroprotecdo em células precursoras
neurais infectadas por Toxoplasma!®”. Entretanto, ndo ha estudos que abordem a ac¢do desses
compostos em um cendrio de infec¢do por 7. gondii em células trofoblasticas, células
importantes da interface materno-fetal. Desta forma, este trabalho tem como objetivo
demonstrar pela primeira vez o efeito anti-7. gondii de trés compostos sintéticos da classe dos

curcuminoides em células trofoblasticas humanas.

2 Resultados

2.1 Curcumindides alteraram a viabilidade celular apenas em concentracdes elevadas

A avaliagao da viabilidade das células BeWo frente ao tratamento com diferentes
concentragdes dos curcumindides C13, C16 e C17 foi averiguada por MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltertrazolina). Apds 24 horas expostas ao tratamento, as
células BeWo apresentaram perda de viabilidade nas concentragdes mais altas dos compostos
em relacdo as células ndo tratadas (meio — M). A dose minima para o efeito toxico foi de 8,0

Hoxk

pg/mL para o composto C13 (P <0,0001) (Figura 1A), e 64,0 pg/mL para os compostos
C16 ("™ P <0,0001) (Figura 1B) e C17 (" P = 0,0072) (Figura 1C). Além disso, 0 DMSO
nao induziu qualquer alteracao na viabilidade celular (Figura 1A-C). Frente aos resultados,
foi possivel obter a concentracao citotoxica de 50% (CC50) de cada composto, sendo 43,09

pg/mL £ 10,96 para C13; e >128 pg/mL para C16 e C17 (Tabela 1).
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2.2 Curcumindides reduziram significativamente a proliferacio intracelular de 7. gondii
em células BeWo

Para avaliar a proliferacao intracelular de 7. gondii, células BeWo infectadas com
taquizoitos foram expostas as diferentes concentragdes dos curcumindides. Apos 24 horas
frente ao tratamento, foi observada uma reduc¢ao significativa da proliferacao intracelular dos
taquizoitos em todos os compostos testados (C13, C16 e C17) em relagdo as células ndao
infectadas e ndo tratadas (meio — M). A dose minima para o efeito antiparasitario foi de 2,0
P <0,0001) (Figura 1D), 0,5 pg/mL para o composto C16
T P <0,0001) (Figura

skeskoskosk

pg/mL para o composto C13 (
(" P=0,0086) (Figura 1E), e 16,0 pg/mL para o composto C17 (
1F). Além disso, quando comparadas ao tratamento classico (SDZ+PYR) as concentragdes
mais elevadas dos compostos C13 e C16 apresentaram um efeito antiproliferativo, em 7.
gondii, mais significativo (*** P < 0,0001) (Figura 1D, E). Como esperado, a combinagio de
SDZ+PYR foi eficaz no controle do parasitismo em células BeWo. Frente aos resultados, foi
possivel obter a concentragao inibitéria de 50% (IC50) de cada composto, sendo 7,81 ug/mL

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

2.3 Curcumindides apresentaram uma acio antiparasitaria irreversivel de modo
dependente da concentracio

Para determinar se os efeitos antiparasitarios promovidos pelos curcumindides sao
irreversiveis, células BeWo infectadas com taquizoitos 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 comparagao, foi quantificada a
proliferacdo do parasito sob 24 h de tratamento. Foram utilizadas concentra¢cdes ndo toxicas e
com significante atividade anti-7. gondii, além do IC50 de alguns compostos. Em comparacao
com o grupo ndo tratado (100% de crescimento parasitario), todas as concentragdes testadas
de C13, C16, C17 e SDZ+PYR reduziram significativamente a taxa de proliferacao do
P <0,0001) (Figura 2: painéis

skskskok

parasito, mesmo apos 24 h da remog¢ao do tratamento (
esquerdo e direito). Apos remogdo do tratamento (painel direito), se comparadas ao
tratamento com SDZ + PYR, ndo ha diferenga significativa da eficacia com as concentragdes
dos curcuminéides, exceto as concentragdes 4,0 pg/mL de C13 (** P=0,0086) e 32,0 ng/mL
de C17 (* P=0,0037). As concentragdes maiores de C16 (44¢ P=0,0002) e C17 (¢ P =
0,0011) demonstraram ser mais eficientes que as concentragdes menores. Somente a

concentragdo 4,8 pg/mL de C16 tendeu a ser reversivel (7" P = 0,0057). Os resultados
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sugerem que, tal qual a combinagdo de SDZ com PYR, os curcuminoides sao capazes de
manter seu efeito antiproliferativo em 7. gondii, de maneira dependente da concentragdo, até

mesmo apds a remoc¢ao do tratamento (Figura 2).

2.4 O pré-tratamento de taquizoitos de 7. gondii com os compostos curcuminoides C16 e
C17 reduziu sua capacidade de invasao celular

Para avaliar uma possivel a¢do direta dos curcuminoides na capacidade de invasao de
T. gondii, os taquizoitos foram pré-incubados (1 h) com diferentes concentragdes de C13, C16
e C17, e depois incubados (3 h) com células BeWo previamente aderidas. Em comparagdo
com 0 grupo sem o pré-tratamento (meio — M), houve redugio significativa (" P < 0,0001)
da capacidade de invasdo celular dos taquizoitos pré-tratados com ambas as concentragdes de
C16 e C17. Por outro lado, o pré-tratamento com C13 e SDZ + PYR nao alteraram a invasao
de T. gondii em relagdo ao grupo controle (M). Quando comparados com o tratamento de
SDZ + PYR, ambas as concentracdes de C16 e C17 sio substancialmente mais eficazes (***

P <0,0001) (Figura 3).

2.5 Curcuminodides modularam a producio de ROS em células BeWo

Para investigar se os curcumindides sdo capazes de modular o ambiente da célula
hospedeira, foi realizada a dosagem de ROS frente ao tratamento com os compostos em
condi¢des infectadas ou ndo. Foi observado que, na auséncia de infecgdo por 7. gondii, ambas
as concentragdes de C17 causaram uma regulacdo positiva na produ¢ao de ROS em relagdo as
células ndo infectadas e ndo tratadas (M - grupo controle negativo) ou células tratadas com
SDZ + PYR ("™ P <0,0001; *# P <0,0001). Além disso, a concentragio de 50,0 pg/mL
apresentou uma produgio maior de ROS que a de 32,0 pg/mL (¥%%& P <0,0001). A
concentragdo de 8,0 pg/mL do composto C16, bem como o tratamento classico de SDZ+PYR,
modularam levemente positivamente a expressdo de ROS, quando comparada ao grupo
controle, nas mesmas condi¢des (- P =0,0014) (Figura 4). J4 frente a infecgio por T. gondii,
houve um aumento nos niveis de ROS em comparagao as células ndo infectadas e nao tratadas
(""" P <0,0001). Mais uma vez, ambas as concentra¢des de C17 tiveram um aumento
significativo na producio de ROS quando comparados ao controle Tg (M - ™ P < 0,0001), a
SDZ+PYR (¥ P <0,0001), a C17 ndo infectado ("™ P < 0,0001) e entre si (¥¢%& p <
0,0001) (Figura 4).
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3 Discussao

A toxoplasmose atinge, cronicamente, mais de um tergo da populagio global 3,
Entretanto, a forma congénita da doencga ¢ a considerada de maior importancia para a saude
publica, devido aos danos irreversiveis que pode causar a embrides, fetos e neonatos!*”-.
Nesse contexto, o tratamento classico utilizado ¢ a combinacao de sulfadiazina mais
pirimetamina (SDZ + PYR) 2821 que apesar de apresentar uma eficacia relativamente
satisfatoria, estd associado a efeitos colaterais graves tanto para a gestante quanto para o

31321 Desta forma, se oportuniza a necessidade pela busca por tratamentos

embrido ou feto!
com uma maior eficicia e que causem menos efeitos adversos.

Nesse sentido, abordagens com compostos de origem vegetal demonstram cada vez
mais promissoras, principalmente em razao dos baixos, ou at¢ mesmo ausentes, efeitos
colaterais'****). Muitos compostos com tais caracteristicas ja foram testados no contexto da
infecgdo por T. gondii com resultados positivos®’*?1. Desta forma, o presente trabalho
investigou os efeitos de trés compostos sintéticos analogos aos curcuminoides (C13, C16 ¢
C17) na infecgdo in vitro por T. gondii em modelos placentarios, representada pelas células
trofoblasticas humanas (linhagem celular BeWo). Embora muitos estudos ja tenham

S[47-55

demonstrado diversas atividades bioldgicas para os curcuminoide 1 inclusive na infec¢io

iP8-621 este é o primeiro que se propds a apresentar resultados na interface

por T. gondi
materno-fetal, sendo importante para a compreensao de aspectos que envolvem o tratamento
contra a toxoplasmose congeénita.

Primeiramente, foi verificado se nove concentragdes (128 pg/mL a 0,5 pg/mL) de
cada composto curcuminoide poderiam afetar a viabilidade das células BeWo. Os resultados
mostraram que a viabilidade celular foi alterada apenas nas condigdes de concentragdes mais
elevadas dos trés compostos. Em seguida, as mesmas concentra¢des foram utilizadas no
tratamento (24 h) de células BeWo infectadas com 7. gondii, a fim de avaliar a proliferacao
intracelular do parasito. Foi observado que todos os compostos curcuminoéides testados
apresentaram a¢ao antiparasitaria tdo eficazes quanto o tratamento padrao de SDZ + PYR.
Nas concentracdes mais elevadas, os compostos C13 e C16 demonstraram, inclusive, maior
eficacia no controle do crescimento parasitario em relagdo a terapéutica classica (SDZ+PYR).
Curiosamente, o composto C16 foi capaz de reduzir significativamente a proliferagao de 7.

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

concentragdes de C13 ndo foram capazes de reduzir a proliferacdo do parasito, ao passo que
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apenas as quatro maiores concentragoes de C17 apresentaram acao na proliferacao de 7.
gondii.

Frente aos resultados da viabilidade celular, da proliferacdo intracelular de 7. gondii, e
dos célculos de IC50, foi possivel determinar concentragdes alvo que, ao mesmo tempo, nao
prejudicaram a viabilidade de BeWo e promoveram redugdo significativa na proliferagao
intracelular de 7. gondii. Assim, a proxima questdo foi: os efeitos antiparasitarios encontrados
seriam irreversiveis na auséncia do tratamento? Para isso, células BeWo infectadas com
taquizoitos 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 comparagao, foi quantificada a proliferagao do parasito sob 24 h de
tratamento. Os resultados mostraram que assim como o tratamento padrdo de SDZ+PYR,
todos os curcumindides foram capazes de manter seu efeito antiproliferativo em 7. gondii, de
maneira dependente da concentragdo, mesmo apos a remogao do tratamento.

Embora ndo haja um consenso sobre os mecanismos envolvidos na a¢ao
antiparasitaria dos curcuminoéides, outros estudos também demonstraram esse fendmeno em
T. gondii e outros parasitos intracelulares. A curcumina foi capaz de induzir in vitro um perfil
anti-inflamatorio e moléculas relacionadas a neuroprotecdo em células precursoras neurais
infectadas por 7. gondii, o que sugere um potencial tratamento para perturbagdes neuroldgicas
induzidas por essa infec¢dol®?. Curcuminéides fluorados apresentaram agio anti-T. gondii e
anti-Leishmania major na infecgdo in vitro de células Vero [*!l. No contexto in vivo, a
nanoemulsdo de curcumina resultou em compostos eficazes no controle da toxoplasmose
aguda e cronica em modelo murino %1, e nanocompésitos de curcumina@metal também
foram eficientes na reducao de danos patoldgicos induzidos pela infec¢do cronica em

64,65]

camundongos!®®!. Resultados semelhantes sdo observados em Leishmania spp. [*+%1 e

Trypanosoma spp.1°6-71,

Partindo do resultado que os curcuminoides apresentam a capacidade de prejudicar a
proliferagdo intracelular de 7. gondii, tao eficiente ao ponto de se manter mesmo na auséncia
do tratamento, foi possivel teorizar que tais efeitos poderiam estar interferindo diretamente
em processos bioldgicos essenciais para a perpetuacio do parasito. E amplamente
reconhecido que o sucesso no estabelecimento da infeccao por 7. gondii depende da
capacidade dos taquizoitos de se fixarem e invadirem as células hospedeiras!®®!, 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/®®7%!. Nesse sentido,

para testar se os curcumindides sdo capazes de afetar a invasdo de 7. gondii, os taquizoitos
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foram pré-incubados (1 h) com diferentes concentragdes dos curcumindides, e depois
incubados (3 h) com células BeWo previamente aderidas. E sabido que o tratamento padrio
de SDZ+PYR ndo apresenta qualquer acdo na invasdo por 7. gondii nas fases iniciais da
infeccaol3”*81, e tal fato foi observado nesses resultados. Curiosamente, C13 também nio
apresentou nenhuma a¢do na invasao por 7. gondii, possivelmente em razao da menor
concentragdo, bem como de periodo de exposicao insuficiente. Por outro lado, o pré-
tratamento dos taquizoitos com C16 e C17 reduziu significativamente a capacidade do
parasito em invadir as células BeWo.

Em conformidade com nossos resultados, outros estudos atribuem aos curcuminoéides
poderosos efeitos citotoxicos a patdgenos. Compostos sintéticos analogos a curcumina
apresentaram acao contra as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, Mycobacterium
tuberculosis, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. Tal agdo parece estar associada
a perturbagdes que levam a ruptura das membranas destas bactérias, bem como a fatores
envolvidos na divisio celular!®®l. Resultados semelhantes foram observados na bactéria
Bacillus subtilis tratada com curcumina simplificada, que parece ser capaz de alterar a
permeabilizagio da membrana, com ruptura do potencial de membranal®”. Desta forma, pode-
se teorizar que alteragdes semelhantes na membrana de 7. gondii ou de suas organelas
membranosas poderiam influenciar negativamente no sucesso da infeccdo. Além disso, o
tratamento in vitro com curcumina foi capaz de promover a ruptura de microtibulos e,
consequentemente, a alteracdo na morfologia do apicoplasto de Plasmodium falciparum,
reduzindo sua viabilidade!’!!. Dada a importancia desta organela para os Apicomplexa, bem
como a proxima relagdo filogenética entres estes protozoarios, pode-se teorizar que os
curcumindides tenham também uma agdo na ultraestrutura de 7. gondii. Estudos futuros sao
necessarios para verificar essa hipotese.

Além da acdo direta dos curcumindides na estrutura e fun¢do dos taquizoitos de 7.
gondii, ndo poderia ser descartada a hipdtese de que os compostos sdo capazes de influenciar
a modulacdo do ambiente intracelular dos trofoblastos. Para verificar essa possibilidade, foi
realizada a dosagem das espécies reativas de oxigénio (ROS) frente ao tratamento com os
curcuminoéides em condi¢des infectadas ou ndo. Interessantemente, apenas o composto C17
apresentou um aumento significativo de ROS, tanto nas condi¢des infectadas quanto nas ndo
infectadas.

As ROS sao produzidas principalmente pelos fagocitos do hospedeiro e exercem agdes
antimicrobianas contra uma ampla gama de patégenos intracelulares’?!. A curcumina atua

tanto como pré-oxidante como antioxidante para modular a resposta imune inata através da
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producdo de ROS para a eliminagio de parasitos!’?!. O tratamento com um analogo da
curcumina em camundongos infectados com o também protozoario Leishmania donovani
induziu a producdo de ROS e, por conta disso, alterou a morfologia celular, causou a
despolarizagao mitocondrial, o acumulo de lipidios intracelulares e a parada do ciclo celular
em promastigotas, consequentemente levando os parasitos a apoptose!®). Na infeccio in vitro
por P. falciparum, a curcumina ¢ capaz de induzir a produciao de ROS e, consequentemente,
aumentar a expressao de CD36 por mondcitos e macrofagos e a fagocitose do parasito,
colocando-a como um potencial adjuvante no tratamento!’#. Também no contexto da infec¢io
in vitro por P. falciparum, a atividade pro-oxidante da curcumina desencadeia na producao de
ROS e resulta em danos ao DNA mitocondrial e nuclear e desencadeando alteragdes de pH
nas organelas, o que leva a morte do parasitol’!.

Em conclusao, os resultados do estudo sugerem que os compostos sintéticos andlogos
aos curcumindides, C13, C16 e C17, apresentam potencial no controle da infec¢do por 7.
gondii, como foi demonstrado in vitro através da linhagem trofobléstica experimental BeWo.
Os efeitos anti-7. gondii promovidos por esses curcuminéides podem estar relacionados a
uma ac¢do direta nas atividades biologicas do parasito, bem como a modula¢do do ambiente
intracelular das células hospedeiras com a produgdo de ROS. Considerando os pardmetros
evidenciados neste trabalho, os curcumindides podem ser considerados potenciais alvos para
o estabelecimento de novas estratégias terapéuticas para toxoplasmose congénita, visto que,
diferente do tratamento convencional, ¢ capaz de diminuir significativamente a proliferagao
do parasito com uma baixa citotoxicidade. Entretanto, estudos mais detalhados sdao
necessarios para avaliar o efeito destes compostos in vivo € outros possiveis mecanismos in

Vitro € ex vivo.

4 Meétodos

2.1 Sintese de curcuminoides

Compostos sintéticos derivados da curcumina (curcuminoides) foram gentilmente
produzidos e cedidos pelo Prof. Dr. Luis Octévio Regasini (Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho, Sao 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 ja demonstraram efeitos antibacterianos em estudos prévios do Prof. Dr. Luis

Octéavio Regasinil®®>"), e suas estruturas quimicas estdo apresentadas na Tabela 1.
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Para obter uma diluigdo estoque, os compostos liofilizados foram solubilizados em
dimetilsulfoxido (DMSO) e armazenados em solucdes estoques a -80°C numa concentragdo

final de 50.000 png/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 pg/mL de estreptomicina (Sigma) e 5% de soro fetal bovino
(SFB) (Cultilab)) sob condi¢gdes ambientais adequadas (estufa umidificada a 37°C e 5% de
C0,). O Comunicado N°13/2012, pertencente ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFU (CEP), declara que projetos de pesquisa que envolvam células adquiridas
comercialmente nao necessitam de aprovagao €tica por esse comite.

Os taquizoitos de 7. gondii utilizados foram da cepa RH altamente virulenta (clone
2F1), que expressam constitutivamente o gene da -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 condi¢gdes adequadas.

2.3 Ensaio de viabilidade celular

Foi avaliada a viabilidade das células BeWo na presenga dos trés compostos
curcuminoéides separadamente (C13, C16 e C17), a fim de estabelecer as concentragdes ndo
toxicas de cada composto. Para isso, foi realizado o ensaio colorimétrico MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltertrazolina) ’%]. Inicialmente, as células foram plaqueadas
com 3x10* células/poco/100 pL em placas de 96 pocos com meio completo a 10% de SFB
sob as condi¢des adequadas. Apds 24 h, o sobrenadante foi removido e as células tratadas
(100 uL/pogo) com nove concentracdes diferentes alcangadas por diluicdes seriadas (128
pg/mL a 0,5 pg/mL) de cada composto. Para avaliar a toxicidade do solvente, as células
também foram tratadas com meio completo contendo DMSO a uma concentragdo de 0,25%,
correspondente a porcentagem de DMSO utilizada na maior concentra¢cdo de composto (128
pg/mL). Como controle negativo, foi utilizado apenas meio completo. As células foram
incubadas com o tratamento por mais 24 h em uma atmosfera umida a 37°C e 5% de CO;. Em
seguida, o tratamento foi retirado e substituido por uma solucao contendo 10 uLL. de MTT (5

mg/mL) e 90 uL de meio completo durante 4 h. Por fim, os cristais de formazan resultantes
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do metabolismo celular foram solubilizados pela adicdo de uma solugdo contendo 10% de
dodecil sulfato de so6dio (SDS) (Sigma) e 50% de N,N-dimetilformamida (Sigma) por 30 min.
As densidades Opticas 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 vidveis (% de viabilidade celular) em comparag@o com o controle
positivo (100% de viabilidade celular). Dois experimentos independentes foram realizados em

cinco replicatas.

2.4 Proliferacao intracelular de 7. gondii em células BeWo tratadas com curcuminoides
Ap6s avaliar a viabilidade celular, os compostos curcuminoides (C13, C16 e C17)
foram usados para investigar seu possivel efeito na proliferagdo intracelular de 7. gondii em
células BeWo. Inicialmente, as células BeWo foram plaqueadas com 3x10* células/poco/100
pL em placas de 96 pocos com meio completo contendo 10% de SFB sob as condic¢des
adequadas. Apos 24 h, as células foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii a uma
multiplicidade de infecgdao (MOI) de 3:1 (proporg¢do de taquizoitos por célula) em meio
suplementado a 2% de SFB. Apds 3 h de incubacgio, os sobrenadantes foram retirados, as
monocamadas de células foram delicadamente lavadas com tampao fosfato-salino (1xPBS)
para retirada dos parasitos extracelulares, e as células ja infectadas foram tratadas (100
uL/pogo) com concentragdes decrescentes (128 pg/mL a 0,5 pg/mL) de cada composto,
diluidos serialmente em meio completo a 10% de SFB. Como controle positivo, as células
infectadas foram tratadas com 200 pg/mL de Sulfadiazina (SDZ) (Sigma) e 8 pg/mL de
Pirimetamina (PYR) (Sigma) 7). Como controle negativo, foram utilizadas as células
infectadas sem nenhum tratamento. Ap6s 24 h de tratamento, foi realizado o ensaio
colorimétrico de B-galactosidase para quantificar a proliferacdo intracelular de T. gondii®”. A
quantificagdo foi feita em porcentagem (% da proliferacdo de 7. gondii) através da
comparag¢do com uma curva padrio contendo taquizoitos livres (variando de 1x10° a
15.625x10° taquizoitos). Os controles negativos representaram o crescimento incontido do
parasito (100% de proliferagdo parasitaria), portanto, foram utilizados para a medida da
eficiéncia de cada condi¢ao de tratamento. As densidades Opticas 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 concentragdes dos compostos curcumindides (C13, C16 e C17) foram
selecionadas criteriosamente com base nos resultados dos ensaios de MTT e proliferacao
intracelular e através dos valores da concentracao inibitéria de 50% (IC50), que permite obter
a concentracao de cada composto necessaria para inibir 50% da proliferacao de 7. gondii. As
concentracdes escolhidas foram utilizadas para avaliar a manutenc¢do dos efeitos
antiparasitarios dos compostos na proliferacao de 7. gondii, através do ensaio de
reversibilidade®®. Inicialmente, células BeWo foram plaqueadas com 3x10* células/pogo/100
pL em duas placas de 96 pocos com meio completo contendo 10% de SFB e incubadas nas
condi¢des adequadas. Apds 24 h, as células foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii a
uma MOI de 3:1 em meio completo suplementado a 2% de SFB. Apos 3 h de incubagao, as
placas tiveram seus sobrenadantes retirados, foram lavadas com 1xPBS para retirada dos
parasitos extracelulares, e as células infectadas foram tratadas (100 pL/pogo) com as
concentracgdes escolhidas. Foram utilizadas as concentracdes 4,0 pg/mL de C13; 4,8 ¢ 8,0
pg/mL de C16; e 32,0 e 50,0 ug/mL de C17. Como controle positivo, as células infectadas
foram tratadas com 200 pg/mL de SDZ e 8 pg/mL de PYRP7. Como controle negativo foram
utilizadas as células infectadas sem nenhum tratamento. Apos 24 h, uma das placas foi
submetida ao ensaio colorimétrico de p-galactosidasel*”), enquanto a outra teve o seu
tratamento substituido por meio completo a 10% de SFB. Ap6s 24 h de incubagdo na auséncia
do tratamento, a placa remanescente também foi submetida ao ensaio colorimétrico de -
galactosidase. Em ambas as situagdes a quantificagdo foi feita em porcentagem (% da
proliferacdo de 7. gondii) através da comparagdo com uma curva padrdo contendo taquizoitos
livres (variando de 1x10° a 15.625x10° taquizoitos). Os controles negativos representaram o
crescimento incontido do parasito (100% de proliferagao parasitaria), portanto, foram
utilizados para a medida da eficiéncia de cada condi¢ao de tratamento. Dois experimentos

independentes foram realizados em oito replicatas.

2.6 Ensaio de invasdo em taquizoitos de 7. gondii pré-tratados com curcumindides

Para avaliar se os compostos curcuminéides (C13, C16 e C17) causam efeito direto
nos taquizoitos de 7. gondii, foi realizado o ensaio de invasdol*”). Taquizoitos foram pré-
tratados e incubados durante 1 h na presenca das concentragdes de 4,0 pg/mL de C13,4,8 ¢
8,0 ug/mL de C16, € 32,0 ¢ 50,0 ng/mL de C17. Além disso, os parasitos também foram pré-
incubados com SDZ + PYR (200 + 8 pg/mL), e sem a presenca de qualquer tratamento. Apos
1 h de incubagdo, os parasitos pré-tratados foram utilizados para infectar células BeWo

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

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

2.7 Dosagem intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A influéncia dos compostos curcuminéides (C13, C16, C17) na indugao de ROS foi
avaliada em células BeWo, baseando-se na oxidacao intracelular dependente de peroxido de
diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (H,DCF-DA) para formar o composto
fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina (DCF). Inicialmente, células BeWo foram plaqueadas
com 3x10* células/poco/100 pL em placas pretas de fundos transparentes de 96 pogos com
meio completo e 10% de SFB sob as condi¢des adequadas. Duas condigdes experimentais
foram utilizadas nesse ensaio, uma infectada tratada e uma nao infectada tratada. Apos 24 h,
uma das placas foi infectada com taquizoitos de 7. gondii a uma MOI de 3:1, por 3 h. As
células foram entdo lavadas com 1xXPBS e ambas as placas foram tratadas com as
concentragdes 4,0 pg/mL de C13; 4,8 ¢ 8,0 ug/mL de C16; e 32,0 ¢ 50,0 pg/mL de C17.
Além disso, tanto para as células infectadas quanto para as nao infectadas foram criados
grupos controle tratados com SDZ + PYR (200 + 8 pg/mL) ou somente meio completo. O
perdxido de hidrogénio (H203) foi utilizado como controle positivo para a produciao de ROS.
Ap6s 24 h de tratamento, as células foram lavadas com 1xPBS e incubadas com 150 pL de
H>DCF-DA (10 pM; diluido em 1xPBS contendo 10% de SFB) por 45 min a 37°C e 5% de
COz no escuro. Por fim, a intensidade de fluorescéncia do DCF foi detectada utilizando um
leitor de microplacas (Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, EUA) em comprimentos de onda de excitagdo e emissao de 488 nm e 550 nm,
respectivamente. Os dados sdo apresentados como intensidade mediana de fluorescéncia

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

2.8 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versao 8.01
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA, https://www.graphpad.com). Todos os dados
foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Foi realizado teste de
comparagoes multiplas de Bonferroni para constatacdo dos dados paramétricos. Em seguida,
as diferencgas 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 proliferacao intracelular de 7. gondii. Células
BeWo foram tratadas por 24 h em dilui¢des seriadas (variando de 128 a 0,5 pg/mL) com os
compostos sintéticos analogos aos curcuminéides 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 diluicdo da maior concentragdo dos compostos). A
viabilidade celular foi analisada utilizando o ensaio colorimétrico MTT e expressa em
porcentagens (% de viabilidade celular), sendo a absorbancia das células incubadas apenas
com meio de cultura considerada 100% de viabilidade. Células BeWo infectadas com 7.
gondii foram tratadas por 24 h com as mesmas concentragdes 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 proliferagdo parasitaria) ou uma combinagao

de 200 pg/mL de sulfadiazina e 8 ng/mL de pirimetamina (SDZ + PYR, controle positivo de
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inibicao de crescimento parasitario). A proliferacao intracelular de 7. gondii foi analisada
utilizando um ensaio colorimétrico de B-galactosidase e expressa em variagdo percentual em
comparagdo ao controle. Os resultados de ambos os ensaios foram obtidos com base no teste
One-Way ANOVA e pos-teste de comparagdes multiplas de Bonferroni para os dados
paramétricos. Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05.
Os graficos representam os resultados de dois experimentos independentes realizados em
cinco replicatas. * Comparacdo entre meio (M) e as condi¢des submetidas aos tratamentos; #

Comparagao entre as condigdes tratadas com curcuminoides e as tratadas com SDZ + PYR.
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Figura 2 - Avaliacao da manutencio dos efeitos anti-7. gondii por ensaio de
reversibilidade. Células BeWo infectadas com 7. gondii foram expostas a 4,0 pg/mL de C13;
4,8 ¢ 8,0 pg/mL de C16; 32,0 e 50,0 pg/mL de C17; 200 + 8 pg/mL de SDZ + PYR ou apenas
meio de cultura (M - grupo controle negativo) por 24 horas, seguido ou ndo da remoc¢ao do
tratamento, substituicdo por meio de cultura novo e incubacdo por mais 24 horas. A
proliferacdo do parasita as 24 horas de tratamento com os curcuminoides foi considerada para
comparacao. A taxa de reversibilidade mede a capacidade dos parasitas de se recuperarem do
tratamento e retornarem a infectividade. A propor¢ado ¢ apresentada em variagao percentual
(% de reversibilidade do tratamento) em comparagdo com o grupo controle, que foi
considerado como 100% de reversibilidade. O ensaio da B-galactosidase foi utilizado como

indicador de atividade parasitaria. Os dados sao apresentados como médias + desvio padrao
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de experimentos realizados em oito repeticdes. Os resultados foram obtidos com base no teste
One-Way ANOVA e pos-teste de comparagdes multiplas de Bonferroni para os dados
paramétricos. Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05.
Os graficos representam os resultados de dois experimentos independentes realizados em oito
replicatas. * Comparagao entre as meio (M) e condigdes infectadas/tratadas com
curcumindides; # Comparagdo entre as condigdes infectadas/tratadas com curcuminoides e
condi¢des infectadas/tratadas com SDZ + PYR; & Comparacao entre as diferentes
concentragdes dos compostos. + Comparagdo com o respectivo tratamento na condigao de
24h de tratamento sem remogao posterior; & Comparacao entre as duas concentragdes de

tratamento de cada composto.
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Figura 3 - Invasao de taquizoitos de 7. gondii pré-tratados. Taquizoitos de 7. gondii foram
pré-incubados por 1 hora com 4,0 pg/mL de C13; 4,8 e 8,0 pg/mL de C16; 32,0 e 50,0 ng/mL
de C17; 200 + 8 ug/mL de SDZ + PYR ou apenas meio de cultura (M — grupo controle
negativo). As porcentagens da invasao de 7. gondii, apds 3 h de exposicdo as células BeWo,
foi determinada usando o ensaio de -galactosidase. Parasitas ndo tratados foram

considerados como 100% de capacidade de invasdo. Os dados sdo expressos como médias +
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desvio padrao de experimentos realizados em oito repeti¢cdes. Os resultados foram analisados
com base no teste One-Way ANOVA e pds-teste de comparacdes multiplas de Bonferroni
para os dados paramétricos. Os dados foram considerados estatisticamente significativos
quando P < 0,05. Os graficos representam os resultados de dois experimentos independentes
realizados em oito replicatas. * Comparagdo entre parasitas nao tratados e parasitas tratados; #

Comparacgao de parasitas tratados curcuminoéides e tratados com SDZ + PYR.
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Figura 4 - Produc¢io de ROS por células BeWo infectadas por 7. gondii ou nao, frente ao
tratamento. Células BeWo foram infectadas ou ndo com taquizoitos de 7. gondii, seguido de
tratamento por 24 h com 4,0 pg/mL de C13; 4,8 € 8,0 pg/mL de C16; 32,0 ¢ 50,0 ug/mL de
C17;200 + 8 ng/mL de SDZ + PYR ou apenas meio de cultura (M - grupo controle negativo).
As células foram incubadas com a sonda diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina
(H2DCF-DA) e a produgao de ROS foi mensurada por citometria de fluxo e expressa como
intensidade mediana de fluorescéncia (MFI). Os dados sdo expressos como médias + desvio
padrdo de experimentos realizados em oito repeticdes. Os resultados foram obtidos com base

no teste One-Way ANOVA e pos-teste de comparagdes multiplas de Bonferroni para os dados



32

paramétricos. Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05.
Os graficos representam os resultados de dois experimentos independentes realizados em oito
replicatas. * Comparagdo entre as condigdes ndo infectadas/ndo tratadas (M) e as condigdes
nao infectadas/tratadas; * Comparagao entre as condigdes infectadas/nao tratadas (M com 7.
gondii) e as condigdes infectadas/tratadas; + Comparagdo entre as condi¢des nao infectadas e
as condi¢des infectadas, independente de tratamento; # Comparacdo em relacdo ao tratamento

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

Tabela 1 - Caracterizacio dos compostos curcumindides. Codigo e estrutura quimica dos compostos C13, C16 e C17. Concentracao

citotoxica de 50% (CC50) de cada composto com base nos resultados do ensaio de viabilidade celular. Concentragdo inibitoria de 50% (IC50) de

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

Nomenclatura Codigo Estrutura CC50 IC50

on 7,81 pg/mL + 1,39
POL-340H | [ T () 43,09 pg/mL + 10,96

oH

C13

Cl6 P A | =128 pgmL 4,80 pg/mL + 0,94
PCR-3,4 OCH3 | _ T ] D
o 0
C17 . P 50,92 pg/mL + 15,76
PCR - 2,4 OCH3 M >128 pg/mL
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Apéndices

APENDICE I — Trabalho de Conclusio de Curso nas normas de uma revista cientifica

O presente trabalho foi redigido sob as normas de uma revista cientifica, conforme
assegurado pelo Art. 4°, paragrafos 1° e 2°, da Resolu¢do CONIB N° 12, de 27 de novembro de
2023, que dispde sobre as Normas especificas para o Trabalho de Conclusdo da Graduagao em
Ciéncias Biologicas (Licenciatura ou Bacharelado) da Universidade Federal de Uberlandia, nos

quais versam que:

§ 1°. O TCCI tera como atividade obrigatéria a elaboracdo de um
Projeto de Pesquisa que serd executado e concluido no componente
curricular TCCII, no qual os resultados serdo apresentados na forma de
uma monografia ou artigo cientifico.

§ 2°. A monografia devera ser redigida preferencialmente em portugués
e de acordo com a Norma da ABNT vigente, enquanto que o artigo sera
organizado de acordo com a norma de uma revista cientifica indexada,
a critério do Professor Orientador, podendo ser redigido em outro
idioma (RESOLUCAO CONIB N° 12, 2023, p. 3)

A referida resolugao dispoe ainda no Art. 19° e paragrafo 1°:

Art. 19. O Trabalho de Conclusdo de Curso II, quando redigido sob a
forma de artigo cientifico seguira as normas de uma revista indexada,
escolhida, de comum acordo, entre Estudante e Professor Orientador.

§ 1°. As normas da revista selecionada deverdo ser anexadas ao corpo
do Trabalho de Conclusio de Curso (RESOLUCAO CONIB N° 12,
2023, p. 6)

Desta forma, a redacdo do desenvolvimento deste trabalho foi feita respeitando as
normas da revista Scientific Reports, cujo guia de submissao com as normas esta disponivel

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



