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RESUMO

Toxoplasma gondii é um protozoario parasito intracelular obrigatério capaz de infectar uma
diversidade de células, incluindo células trofoblasticas. Estudos prévios demonstraram que
interleucina (IL)-10, fator transformador de crescimento (TGF)-B1 e interferon (IFN)-y sdo
importantes citocinas envolvidas na susceptibilidade de células trofoblasticas humanas
(linhagem BeWo) e células epiteliais uterinas humanas (linhagem HeLa) a infeccdo por 7.
gondii. Adicionalmente, 7. gondii ¢ capaz de aderir & membrana plasmatica de células
hospedeiras através da molécula de adesdo intercelular tipo 1 (ICAM-1). O presente estudo
investigou dois objetivos gerais: (i) verificar o papel de IL-10, TGF-B1 e IFN-y na expressao
de ICAM-1 em células BeWo e HelLa, bem como analisar a influéncia de ICAM-1 na adesdo
de T. gondii a estas células quando tratadas ou ndo com as mesmas citocinas; e (ii) verificar os
mecanismos intracelulares ativados por IL-10, TGF-f1 e IFN-y em células BeWo e HeLa no
intuito de compreender os efeitos diferenciais exercidos por essas citocinas nessas distintas
linhagens celulares. Para executar o primeiro objetivo, células BeWo e HeLa foram infectadas
por T. gondii (cepa RH) e tratadas com rIL-10, fTGF-B1 ou rIFN-y. As células foram
analisadas quanto ao indice de infecgdo, expressdo de ICAM-1, produgdo de fator de necrose
tumoral (TNF)-a e quanto ao papel de ICAM-1 na adesdo de 7. gondii as células na presenga
ou auséncia de anticorpo neutralizante especifico anti-ICAM-1. Para desenvolver o segundo
objetivo, cé¢lulas BeWo e HeLa foram tratadas com rIL-10, rTGF-B1 ou rIFN-y, infectadas por
T. gondii (cepa 2F1 ou RH) e analisadas quanto ao indice de proliferacdo intracelular do
parasito, a produ¢do de citocinas, a fosforilagdo dos transdutores de sinais e ativadores de
transcri¢do (STAT)-1, STAT-3 e Smad2/3, a expressao do fator regulador de interferon (IRF)-
1, bem como o efeito da inibi¢do destas vias intracelulares na proliferagdo de 7. gondii. Nas
células BeWo, rIL-10 e rTGF-B1 induziram aumento do indice de infeccdo, mas apenas
rTGF-B1 e rIFN-y promoveram aumento da expressao de ICAM-1, da produ¢ao de TNF-a, do
nimero de células ICAM-1" com parasitos aderidos a membrana e do niimero total de
parasitos aderidos 4 membrana em células ICAM-1". Por outro lado, rTGF-Bl e rIFN-y
reduziram a expressdo de ICAM-1 induzida por 7. gondii em células HeLa, direcionando a
uma menor susceptibilidade destas células & infec¢do. E, contrariamente ao observado para
células HeLa, o indice de proliferacdo intracelular de 7. gondii foi aumentado em células
BeWo tratadas com rIL-10 e rTGF-1, enquanto que rI[FN-y foi incapaz de controlar este
indice nestas células. A proliferacdo do parasito regulada por rIFN-y e rIL-10 em células

BeWo e HeLa esteve relacionada a maior fosforilacdo de STAT-1 e expressdao de IRF-1 em
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células HelLa e a fosforilacdo de STAT-3 em células BeWo. A influéncia dessas vias
intracelulares na proliferagdo de 7. gondii foi confirmada quando os inibidores de STAT-1 e
STAT-3 foram usados, revertendo os mecanismos efetores de regulacdo do parasitismo
induzidos por rI[FN-y e rIL-10. Quanto a produgdo de citocinas, células HelLa secretaram
maiores concentragdes de MIF se comparado as células BeWo, enquanto que células BeWo
produziram maiores quantidades de IL-6 em comparacdo com células HeLa. Portanto, esses
dados coletivamente demonstraram que IL-10, TGF-B1 e IFN-y induziram susceptibilidades
diferentes a infecgdo por 7. gondii em células BeWo e HelLa ao modularem distintamente a
expressio de ICAM-1 e as vias de sinalizagdo intracelulares, contribuindo assim no
entendimento de alguns dos mecanismos usados por 7. gondii para se estabelecer em células
trofoblasticas humanas e os possiveis efeitos intracelulares de algumas citocinas anti-
inflamatorias e pro-inflamatorias responsaveis pela maior susceptibilidade de células

trofoblasticas a infec¢ao.

Palavras chaves: células trofoblasticas BeWo, células HelLa, Toxoplasma gondii, ICAM-1,

TGF-B1, IFN-y, IL-10 e sinalizacdo intracelular
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a parasite able to infect various cell types, including trophoblast cells.
Studies demonstrated that interleukin (IL)-10, transforming growth factor (TGF)-f1 and
interferon (IFN)-y are cytokines involved in the susceptibility of BeWo trophoblast cells and
cervical uterine cells (HeLa lineage) to 7. gondii infection. Furthermore, 7. gondii is able to
adhere to the plasma membrane of host cells through intercellular adhesion molecule 1
(ICAM-1). The present study investigated two major aims: (i) the role of IL-10, TGF-B1 and
IFN-vy in the expression of ICAM-1 in BeWo and HeLa cells and the adhesion of 7. gondii to
these cells under the influence of these cytokines; and (ii) the intracellular mechanisms
triggered by IL-10, TGF-fl1 and IFN-y in BeWo and HeLa cells in the differential
susceptibility of these cells to infection. In order to perform the first aim, BeWo and HelLa
cells were infected or not by 7. gondii (RH strain) and treated or not with rIL-10, rTGF-f1 or
rIFN-y. The cells were analyzed for the infection index, ICAM-1 expression, tumor necrosis
factor (TNF)-a release, and for influence of ICAM-1 in the adhesion of the parasite to the host
cells in the presence or absence of anti-ICAM-1 antibody. Additionally, to verify the second
aim, BeWo and HeLa cells were treated or not with rIL-10, rTGF-B1 or r[FN-y, infected or
not by 7. gondii (2F1 or RH strain), and analyzed for 7. gondii proliferation index, cytokines
production, phosphorylation of signal transducers and activators of transcription (STAT)-1,
STAT-3, Smad2/3 and interferon regulatory factor (IRF)-1 expression, as well as the effect of
the inhibition of these intracellular pathways in the proliferation of 7. gondii. For the BeWo
cells, rIL-10 and rTGF-B1 favored susceptibility to infection, but only rTGF-B1 and rIFN-y
promoted an increase of ICAM-1 expression, TNF-a release, the number of ICAM-1" cells
with membrane-adhered parasites and the total number of membrane adhered-parasites in
ICAM-1" cells. On the other hand, rTGF-BI and rIFN-y downregulated the expression of
ICAM-1 triggered by T. gondii in HeLa cells, leading to control of the infection. In contrast to
HeLa cells, 7. gondii proliferation index was increased in BeWo cells treated with rIL-10 and
rTGF-B1, while rIFN-y was unable to control it. The parasite proliferation regulated by rIFN-y
and rIL-10 in BeWo and HeLa cells was associated with the high phosphorylation of STAT-1
and IRF-1 expression in HelLa cells and the activation of STAT-3 in BeWo cells. The
influence of these intracellular pathways in the parasite proliferation was confirmed when
STAT-1 or STAT-3 inhibitors were used to revert the effectors mechanisms of the parasite
regulation induced by rIFN-y and rIL-10. In relation to cytokine production, HeLa cells
produced higher concentrations of MIF if compared to BeWo cells, while BeWo cells
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secreted higher concentrations of IL-6 when compared to HeLa cells. Taken together, these
data conclude that IL-10, TGF-B1 or IFN-y cytokines regulate the susceptibility of BeWo and
HeLa cells to T. gondii infection when differentially modulate ICAM-1 expression and trigger
distinct intracellular pathways, contributing to the understanding of this particular strategy
used by 7. gondii to adhere and invade trophoblast cells and the intracellular effects of some

cytokines responsible to the higher susceptibility of trophoblast cells to infection.

Keywords: BeWo trophoblast cells, HeLa cells, Toxoplasma gondii, ICAM-1, TGF-B1, IFN-
Y, IL-10 and intracellular pathways
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Toxoplasma gondii: formas de infecc¢io e ciclo de vida

T. gondii é um protozoario parasito intracelular obrigatorio pertencente ao filo
Apicomplexa com habilidade para infectar uma diversidade de animais vertebrados, como
aves e mamiferos (Remington et al., 2001). O parasito ¢ o agente etioldogico da toxoplasmose,
infeccdo com elevada soroprevaléncia na populacdo humana, atingindo aproximadamente
metade da populagdo mundial (Blader; Saeij, 2009).

Morfologicamente, 7. gondii se assemelha as demais células eucaridticas. Ha presenga
de um nucleo, mitocondrias, complexo de Golgi, lisossomos e reticulo endoplasmatico. O
parasito possui uma forma alongada com as extremidades arqueadas, lembrando o formato de
uma banana. Certas vezes, apresenta-se oval, indicando o inicio de um processo de divisdo
celular (Remington et al., 2001). Além de organelas tipicas de organismos eucariontes, 7.
gondii apresenta ainda organelas especialmente envolvidas com os processos de adesdo e
invasdo do parasito a célula hospedeira: micronemas, roptrias e granulos densos (Blader;
Saeij, 2009).

T. gondii apresenta trés estdgios infectantes: taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas
(Montoya; Liesenfeld, 2004). Os taquizoitas sdo freqiientemente encontrados no estagio
agudo da infeccdo, onde se observa uma alta capacidade de multiplicagdo do parasito,
principalmente em tecidos muscular, ocular, nervoso e placenta dos hospedeiros
intermediarios (Montoya; Liesenfeld, 2004). Os bradizoitas s@o as formas tipicas encontradas
na fase cronica da infecgdo e se localizam dentro de cistos, os quais se formam em resposta ao
sistema imune dos hospedeiros. Os cistos teciduais sdo comumente encontrados no cérebro e
tecidos musculares destes hospedeiros (Montoya; Liesenfeld, 2004). Os esporozoitas sdo

encontrados apenas nos hospedeiros definitivos, representados pelos felinos domésticos e
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selvagens. Estes esporozoitas estdo localizados no interior de oocistos que, ao serem liberados
juntamente com as fezes no meio ambiente, sofrem esporulagdo tornando-se altamente
resistentes e infectantes (Tenter; Heckeroth; Weiss, 2000). As principais vias de aquisicdo da
infeccdo se ddo através da ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais
repletos de bradizoitas no seu interior; ingestdo de agua, frutas e verduras contaminadas por
oocistos; através da via transplacentaria; transfusdo sanguinea; transplante de o6rgdos e até
mesmo por acidentes laboratoriais (Blader; Saeij, 2009; Montoya; Liesenfeld, 2004; Silva;
Langoni, 2009).

O ciclo de vida de T. gondii é heteroxénico, sendo hospedeiros definitivos os géneros
Felix e Lynx, nos quais o parasito desenvolve um ciclo de vida sexuado, enquanto que em
hospedeiros intermediarios, comumente aves ¢ mamiferos incluindo a espécie humana, o
parasito desenvolve o ciclo assexuado (Silva; Langoni, 2009). Felinos podem ser infectados
com qualquer uma das fases evolutivas de 7. gondii, no entanto a seqiiéncia de eventos
melhor conhecida é aquela que se desenvolve apés a ingestdo de cistos teciduais. Assim, apos
a ingestdo desses cistos teciduais, enzimas proteoliticas do trato gastrointestinal dissolvem a
parede destes cistos, liberando centenas de bradizoitas que invadem células epiteliais do
intestino delgado. Neste local, o parasito se replica por um processo denominado
esquizogonia, resultando em esquizontes. Os nucleos dos esquizontes iniciam lentamente a
sua individualizagdo por divisdo da membrana plasmadtica, originando os merozoitos. Estes,
por sua vez, originam os gametas masculino e feminino e a fertilizagdo ocorre no epitélio
intestinal do hospedeiro, levando a formagdo dos oocistos. Juntamente com as fezes, os
oocistos sdo liberados para o ambiente onde sofrem esporulagdo, resultando em oito
esporozoitas no interior de cada oocisto (Dubey; Lindsay; Speer, 1998). Uma vez que os
hospedeiros intermediarios ingerem estes oocistos acidentalmente, os parasitos convertem

para o estagio de taquizoitas, sendo capazes de invadir qualquer célula do organismo. Caso a
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ingestdo seja de cistos teciduais, estes também serdo convertidos em taquizoitas nos
hospedeiros intermediarios (Montoya; Liesenfeld, 2004).

A toxoplasmose ¢ uma infeccdo que geralmente cursa de modo assintomatico ou
subclinico na maioria dos individuos infectados (Filisetti; Candolfi, 2004). No entanto,
manifestagdes graves da infeccdo podem ser observadas em individuos imunocomprometidos
e em criangas ou recém-nascidos infectados congenitamente, caracterizando um importante
problema de saude publica (Pinard et al., 2003).

Nos individuos imunocomprometidos, representados pelos portadores de HIV, pessoas
que fazem uso de drogas imunossupressoras ou que apresentam defici€ncias no seu sistema
imunolégico, a forma grave da toxoplasmose normalmente surge como a reativagdo de uma
infeccdo latente, quando bradizoitas no interior de cistos teciduais retornam ao seu estagio de
taquizoitas (Miller et al.; 2009). O sistema nervoso central ¢ o local de manifestagdes mais
graves nesses individuos, levando a um quadro de encefalite aguda (Porter; Sande, 1992). Por
outro lado, os recém-nascidos infectados congenitamente podem apresentar um quadro agudo
subclinico ou benigno ao nascimento e durante a infancia. No entanto, na puberdade ou idade
adulta, esses individuos podem apresentar quadros de retinocoroidite resultantes de uma
infeccdo ndo diagnosticada precocemente. Além disso, esses recém-nascidos podem ser
sintomadticos, apresentando sinais clinicos graves como calcificacdes intracranianas,
hidrocefalia, microcefalia, retinocoroidite, epilepsia, retardamento mental e até cegueira

(Jones et al., 2001; Piper; Wen, 1999).

1.2. Mecanismos de adesio e invasido da célula hospedeira
A adesdo de T. gondii a célula hospedeira ¢ inicialmente mediada por proteinas de
superficie do parasito, denominadas comumente de antigenos de superficie (SAGs) (Pollard et

al.,, 2008). Existem inumeras proteinas de membrana da célula hospedeira usadas como
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receptores para as SAGs, como a heparina (Carruthers et al., 2000) e a molécula de adesao
intercelular tipo 1 (ICAM-1) (Barragan; Brossier; Sibley, 2005). Apds esse primeiro contato
do parasito com a célula hospedeira, o parasito aumenta seus niveis intracelulares de calcio
por mecanismos ainda ndo totalmente conhecidos, o que permite ativar varias quinases
dependentes de calcio que, por sua vez, induzem a secrecdo de proteinas derivadas das
micronemas (Blader; Saeij, 2009; Nagamune; Sibley, 2006; Zhou et al., 2005). Atualmente se
conhece 20 tipos de proteinas secretadas pelas micronemas (Blader; Saeij, 2009; Zhou et al.,
2005), sendo a proteina de micronema tipo 2 (MIC-2) a mais bem estudada até o momento.
MIC-2 ¢ uma proteina aderente transmembranica, cujo dominio extracelular contém
integrinas capazes de se ligarem a moléculas de glicosaminoglicanas, como heparan sulfato,
da célula hospedeira (Sibley, 2004; Wan et al., 1997). Além disso, MIC-2 esta associada a
outra proteina denominada proteina acessoria de MIC-2 (M2AP). O complexo formado MIC-
2/M2AP ¢ liberado na superficie de 7. gondii e logo se liga aos receptores das células
hospedeiras. Portanto, pode-se afirmar que o complexo MIC-2/M2AP participa diretamente
da adesdo de 7. gondii nas células do hospedeiro (Carruthers, 2002; Sibley, 2004). Barragan e
colaboradores (2005) demonstraram que a MIC-2 de 7. gondii se liga a ICAM-1 da célula
hospedeira, permitindo ao parasito migrar até os tecidos imunologicamente privilegiados,
como cérebro, retina e placenta, utilizando-se de uma via paracelular. Esse tipo de
deslocamento parasitario permite a invasdo de novos tecidos e, conseqiientemente, a
disseminagdo mais rapida do parasito no organismo hospedeiro (Barragan; Brossier; Sibley,
2005).

Logo apds a adesdo de 7. gondii na célula hospedeira, o parasito inicia um movimento
especifico e dependente de actina e miosina denominado “gliding” que, possivelmente, ¢
fundamental para a entrada do parasito na célula (Blader; Saeij, 2009). Posteriormente, ocorre

a liberagdo de proteinas derivadas das roptrias (ROPs), onde varias subunidades de ROP-2,
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ROP-4, ROP-5 ¢ ROP-8 associam-se para formar um complexo capaz de transportar o
parasito para o interior da célula hospedeira (Straub et al., 2009). Dziadek e colaboradores
(2007) demonstraram um novo atributo das roptrias, ao relatar que ROP-2 e ROP-4 ligam-se a
lactoferrina humana, como um fenomeno capaz de influenciar no processo de adesdo do
parasito a célula hospedeira e posterior replicag@o intracelular.

Os granulos densos sdo organelas que descarregam seu contetido protéico dentro do
vacuolo parasitoforo apos a invasdo do parasito. As proteinas dos granulos densos (GRA-1 a
GRA-9) possuem diferentes pesos moleculares e permanecem soliiveis no limen do vacuolo
parasitoforo ou associadas a ele, garantindo uma fonte de nutri¢do e impedindo a ligagdo de
lisossomos ao vactiolo (Carruthers, 2002). Estudos revelaram que 7. gondii usa GRA-7 para
redirecionar o transporte de nutrientes da célula hospedeira em direcdo ao limen do vactiolo
parasitoforo (Coppens et al., 2006). Este processo se da pelo redirecionamento dos
microtubulos e filamentos intermedidrios da célula hospedeira, garantindo que as organelas do
hospedeiro concentrem-se nos arredores do vacuolo parasitoforo (Blader; Saeij, 2009;

Coppens et al., 2000).

1.3. Resposta imune a 7. gondii e mecanismos de evasio do parasito

O controle da infec¢do € o resultado de mecanismos imunoldgicos complexos € a
imunidade celular ¢ considerada componente chave na resposta imune do hospedeiro devido
ao controle da replicacdo do parasito (Filisetti; Candolfi, 2004; Lindberg; Frenkel, 1977;
Schliiter et al., 1991).

A imunidade mediada por células ¢ caracterizada pela presenga de macréfagos,
linfocitos T, células “natural killers” (NK) e leucocitos polimorfonucleares, que séo
funcionalmente ativos em hospedeiros imunocompetentes (Denkers; Gazzinelli, 1998; Lang et

al., 2007). A resposta imune inicial ou inata envolve a participacdo de macrofagos, células
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dendriticas e células NK, além de outras células de natureza ndo hematopoiética (Hauser;
Sharma; Remington, 1983).

Os receptores de reconhecimento padrao (TLRs) TLR-2 e TLR-4 de macrofagos sdo
capazes de reconhecer as proteinas de superficie do parasito ancoradas a
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Debierre-Grockiego et al., 2007). Esta liga¢ao induz a uma via
de sinalizagdo intracelular nos macrofagos dependentes da molécula adaptadora MyD88
(Denkers, 2010). Neste sentido, camundongos nocautes para MyD88 sdo mais susceptiveis a
infeccdo por 7. gondii, uma vez que apresentam alta taxa de mortalidade como conseqiiéncia
de replicacdo e disseminagdo ndo controladas do parasito (Sukhumavasi et al.,, 2008). A
ativacdo de MyD88 direciona a produgdo de fator de necrose tumoral (TNF)-a e a maior
expressdo de moléculas de histocompatibilidade (MHC) classe Il nos macrofagos (Debierre-
Grockiego et al., 2009).

A presenca de MHC-II nos macrofagos e células dendriticas torna estas células
apresentadoras de antigenos (APCs). Além disso, essas células também secretam citocinas
pro-inflamatorias como interleucina (IL)-12 e TNF-a, que ativam linfocitos T CD4" a
produzirem interferon (IFN)-y (Denkers, 2010; Gazzinelli et al., 1994; Hunter et al., 1995;
John; Weninger; Hunter, 2010). A ativagdo de macrofagos por IFN-y induz suas atividades
microbicidas que incluem mecanismos oxidativos, ndo oxidativos e inducdo da enzima
degradante de triptofano: indoleamina 2,3 dioxygenase (IDO) (Ding; Nathan; Stuehr, 1988;
Heseler et al., 2008; Hughes, 1988; Lang et al., 2007; Pfefferkon; Rebhun; Eckel, 1986). IL-
12 também ¢ secretada por neutrofilos apos infeccdo por 7. gondii, o que garante o
estabelecimento de uma imunidade tipicamente pro-inflamatdria ou Thl (Gazzinelli et al.,
1994; John; Weninger; Hunter, 2010; Silva; Langoni, 2009). Células NK também secretam
IFN-y e parecem agir em sinergismo com os macréfagos na imunidade inata (Hunter et al.,

1994).
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Uma vez estabelecida a resposta imune mediada pelas células da imunidade inata e o
conseqiiente processamento antigénico no interior das APCs, os linfocitos tornam-se ativados
e diferenciam-se na subpopulagdo Thl, que ¢ predominante no curso da infec¢ao por 7. gondii
(Silva; Langoni, 2009). Estudos recentes demonstraram que linfocitos TCD4" conseguem
reconhecer antigenos de 7. gondii por intermédio de Nod2, receptor de reconhecimento
padrdo localizado intracelularmente, demonstrando que os linfocitos sdo células que também
podem reconhecer antigenos, como o fazem as APCs profissionais (Shaw et al., 2009).

Citocinas como IFN-y e IL-2 sdo potencialmente inflamatorias e secretadas por
linfocitos TCD4 " (Silva; Langoni, 2009). IFN-y possui inimeras atividades biologicas, dentre
elas a ativacdo dos mecanismos microbicidas de macréfagos como ja descrito, a promogéo da
citotoxicidade de linfocitos TCDS", o aumento da expressdo de moléculas MHC-IT (Mccabe;
Luft; Remington, 1984), a conversdo de taquizoitas em bradizoitas e, ao mesmo tempo, a
prevencao da ruptura dos cistos teciduais, impedindo a reativagdo do parasito no hospedeiro
(Bohne; Heesemann; Gross, 1993; Skariah; Mcintyre; Mordue, 2010). Neste contexto,
pesquisas realizadas em modelo experimental murino demonstraram que a produgao de IFN-y
por células T ¢ essencial para prevengdo da reativacdo da infeccdo por 7. gondii (Denkers et
al.,, 1997, Wang et al., 2004). Adicionalmente, algumas enzimas induzidas por IFN-y da
familia de guanosideo trifosfato (GTPases) também mostraram atividades contra a infeccao
por T. gondii, pois estas enzimas tendem a se acumular nas proximidades do vacuolo
parasitéforo, contribuindo para a sua destruicdo (Butcher et al., 2005; Collazo et al., 2001;
Zhao et al., 2009). Por outro lado, IL-2 atua no recrutamento de novos linfocitos TCD4" e
promove a ativagio de células TCD8" ou células citotoxicas, que produzem enzimas
proteoliticas — granzimas e perforinas, capazes de romper a membrana de parasitos livres ou

células infectadas pelo mesmo (Subauste; Koniaris; Remington, 1991).
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Além de IFN-y, IL-12, IL-2 e TNF-a, 7. gondii também induz a producdo de outras
citocinas pro-inflamatorias, como IL-17A (Passos et al., 2010). Durante infeccdo por T.
gondii, as células NK demonstraram serem responsaveis pela maior producdo de IL-17A em
camundongos C57 RAG™ ¢ esta producao foi influenciada por TGF-, IL-23 e principalmente
por IL-6 (Passos et al., 2010). A sinalizagdo intracelular mediada por IL-17 exerce um papel
protetor no hospedeiro contra infec¢do por 7. gondii, uma vez que camundongos nocautes
para o receptor especifico de IL-17 apresentaram alta taxa de mortalidade devido ao nao
controle da replica¢do do parasito no intestino delgado (Kelly et al., 2005). Adicionalmente,
IL-17 parece ser importante no recrutamento de neutrofilos para o sitio de infec¢do (Kelly et
al., 2005).

Apesar de T. gondii induzir a producdo de citocinas pré-inflamatérias no hospedeiro,
T. gondii também ¢ capaz de induzir a produgdo de citocinas anti-inflamatdrias como IL-10 e
fator transformador de crescimento (TGF)-p (Gazzinelli et al., 1996). IL-10 tem o papel de
regular a producdo de IFN-y e a proliferacdo de linfocitos T, antagonizando os efeitos pro-
inflamatérios desencadeados pela resposta imune Thl e prevenindo uma resposta imune
exacerbada prejudicial ao proprio hospedeiro (Lang et al., 2007). Além de IL-10, TGF-p
também exerce fun¢do imunomoduladora, uma vez que induz a reducao da producdo de IFN-y
por células NK e a desativagdo de macrofagos (Lang et al., 2007).

Portanto, de um modo geral, a resposta imune do hospedeiro contra 7. gondii ¢
tipicamente celular e pro-inflamatoria, caracterizada pela alta produgdo de citocinas
inflamatorias que ativam células fundamentais no controle da infeccdo. No entanto, 7. gondii
apresenta inuimeros mecanismos capazes de regular a resposta imune do hospedeiro, no intuito
de evadir a esta resposta e manter-se viavel nas células hospedeiras (Denkers, 2003).

Durante infecc¢do por 7. gondii, macrofagos retardam a producgdo de IL-12 por cerca de

24 horas quando estimulados com lipopolissacarideos (LPS) (Denkers, 2003). O parasito
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também ¢ capaz de inibir a fosforilacdo de p65/RelA, proteina que participa da cascata de
sinalizacdo envolvida na habilidade de translocacdo do fator de transcri¢do nuclear (NF)-xB
para o nucleo. Frente a esta situacdo, os macrofagos e células dendriticas diminuem a
producdo de IL-12 e TNF-a em resposta aos antigenos parasitarios (Shapira et al., 2005).

A infec¢do de macréfagos murinos, da linhagem RAW 264.7, por parasitos viaveis de
T. gondii resultou na inibigao da fosforilagdo do fator de transcrigao ativado por IFN-y STAT-
1, da secrecdo de 6xido nitrico e da expressao de genes da familia das GTPases, reconhecidas
como prejudiciais a sobrevivéncia parasitaria. Essas interferéncias mediadas pelo parasito na
resposta imune dos macréfagos foram conseqiiéncias da ativagdo de proteinas supressoras da
sinalizacdo de citocinas (SOCS), principalmente SOCS-1 (Zimmermann et al., 2006). Butcher
e colaboradores (2005) demonstraram que a infeccdo de macrofagos murinos pelo parasito
induziu a fosforilagdo de STAT-3, fator de transcricdo ativado por IL-10, envolvido na
regulacdo de genes supressores de citocinas pro-inflamatorias. 7. gondii também inibiu a
producdo de 6xido nitrico e a expressdao da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) em
microglias murinas ativadas por IFN-y e este efeito foi dependente da regulagdo de TGF-B1
pelo parasito (Rozenfeld et al., 2005).

Finalmente, 7. gondii também ¢ capaz de induzir a expressdo de lipoxina A4 (LXAy),
eicosandide que exerce fung¢do imunomoduladora da expressao de IL-12 em células
dendriticas murinas (Aliberti et al., 2002). A produgdo de LXA4 ¢ dependente da enzima 5-
lipoxygenase (LO) e camundongos deficientes para esta enzima, quando infectados por
parasitos viaveis, ndo produzem LXA4 e, conseqlientemente, as células dendriticas desses
animais continuam a produzir IL-12 e a controlar a infec¢@o (Aliberti et al., 2002).

Assim, a relacdo parasito-hospedeiro ¢ um balango delicado de acdes e reacdes
mutuas, quando hospedeiro controla a replicagdo do parasito ao montar uma resposta imune

adequada, mas ndo exacerbada a ponto de prejudicar o proprio hospedeiro. E o parasito, além
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de se beneficiar da ndo ocorréncia da resposta imune exacerbada no hospedeiro, ¢ capaz de

modular e evadir desta resposta para sua sobrevivéncia nas células hospedeiras.

1.4. T. gondii na interface materno-fetal

Como ja discutido anteriormente, 7. gondii provoca no organismo hospedeiro uma
resposta imune tipicamente pro-inflamatoria (Lang et al., 2007) e a toxoplasmose congénita é
uma das formas mais graves da infeccdo (Jones et al., 2001). Frente a estes dois parametros, ¢
de extremo interesse compreender a interagdo do parasito na interface materno-fetal, ja que
neste microambiente deve existir uma tolerancia imunoldgica entre tecidos fetais e maternos
que impega a rejeicao do feto por uma resposta imune materna fortemente pré-inflamatoria.

O trofoblasto ¢ uma célula de origem fetal que possui uma diversidade de fun¢des que
propiciam o sucesso gestacional. Primeiramente, esta célula ¢ responsavel pela adesdo e
invasdo do blastocisto no endométrio receptivo, pela nutricdo do embrido ¢ por formar a
porcao fetal da placenta (Fitzgerald et al., 2008). Além dessas habilidades, o trofoblasto ¢ uma
célula essencial na producdo de citocinas e outros mediadores bioldgicos que mantém o
equilibrio gestacional (Challis et al., 2009; Luppi, 2003).

Existem trés fases imunoldgicas distintas no curso da gesta¢do (Koga et al., 2009). No
inicio da gestacdo, ha um perfil preferencialmente pro-inflamatorio, com alta producao de
fatores inflamatorios como IL-8 e proteina quimiotatica para monoécitos (MCP-1) (Naruse et
al., 2010). A invasdo do trofoblasto no endométrio uterino durante a implantagdo gera a
sintese de citocinas pro-inflamatdrias, essenciais na montagem de reacdes inflamatorias
necessarias a ruptura do epitélio uterino pelo trofoblasto, bem como as modificacdes das
artérias espiraladas que garantem a nutricdo do embrido em desenvolvimento (Koga et al.,
2009). Os principais leucdcitos encontrados na interface materno-fetal durante o primeiro

trimestre gestacional sdo as células NK uterinas, importantes para a invasdo do trofoblasto no
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endométrio e para a angiogénese, ¢ macrofagos que fagocitam células em apoptose e debris
celulares (Hanna et al., 2006; Mor et al., 2005). No periodo médio da gestagdo se estabelece
uma fase de tolerancia ideal entre organismo materno e fetal, gerando um perfil
preferencialmente anti-inflamatério. Ja o fim gestacional é marcado por infiltragdo de células
imunoldgicas para a interface materno-fetal, criando um meio inflamatorio necessario para o
parto (Koga et al., 2009).

Existe uma estreita cooperagdo entre placenta e sistema imune materno (Koga et al.,
2009). As células trofoblasticas humanas expressam todos os 10 tipos existentes de TLRs. No
primeiro trimestre de gestagdo, TLR-2 e TLR-4 estdo situados exclusivamente no
citotrofoblasto e trofoblasto extraviloso; enquanto que estes receptores tornam-se presentes no
sinciciotrofoblasto apenas no terceiro trimestre (Beijar et al., 2006; Rindsjo et al., 2007). A
expressdo de TLRs nestas camadas diferentes de trofoblasto torna estas células componentes
do sistema imune inato, ja que € capaz de responder a estimulos com LPS, peptidioglicanas e
a virus (Holmlund et al., 2002; Koga et al., 2009). Os fatores inflamatorios liberados pelas
células trofoblasticas apds ativagdo de TLRs exercem uma fung¢do imunomoduladora nas
células imunes maternas, diminuindo as agdes inflamatorias de monoécitos e macrofagos (Fest
et al., 2007). Neste contexto, células trofoblasticas humanas de primeiro trimestre (linhagem
Sw.71) foram capazes de reduzir a secrecdo de fatores inflamatérios (IL-8 e TNF-a) por
mondcitos humanos da linhagem THP-1 apds estimulo com LPS (Fest et al., 2007). Portanto,
¢ possivel especular que reagdes inflamatérias sdo necessarias para o sucesso gestacional,
porém o trofoblasto ¢ capaz de modular (“educar”) as células imunes maternas para impedir
reagoes inflamatdrias exacerbadas ou ndo desejadas potencialmente prejudiciais a gestacao.

Uma vez que a gestacdo ¢ marcada por uma tolerancia do sistema imunoldgico
materno em relagdo aos antigenos fetais, qualquer desequilibrio deste delicado balango

imunoldgico pode resultar em problemas na gestagcdo ou até abortos recorrentes (Luppi, 2003;
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Raghupathy, 2001; Tangri; Raghupathy, 1993). O estabelecimento de um desequilibrio
imunoldgico pode ser conseqiliéncia de varios fatores, por exemplo, a presenca de patogenos
como 7. gondii na interface materno-fetal, j& que este parasito induz a uma resposta
tipicamente pro-inflamatoria.

Para melhor compreender o papel do trofoblasto na imunologia da gestagdo e,
especialmente, na presenca de parasitos intracelulares como 7. gondii, diversos estudos in
vitro sdo realizados utilizando-se de linhagens celulares pré-estabelecidas, como as células de
coriocarcinoma humano (linhagem BeWo), isoladas em 1968 e que mantém muitas
caracteristicas tipicas de trofoblasto (Pattilo; Gey, 1968). Nossos estudos prévios
demonstraram que células BeWo foram altamente susceptiveis a infec¢do por 7. gondii na
presenca de IL-10 e TGF-B1 (Barbosa et al., 2008). Adicionalmente, IFN-y, citocina pro-
inflamatoria que deveria controlar a disseminagdo do parasito, foi incapaz de controlar ambas
invasdo e replicacdo de 7. gondii em células BeWo (Barbosa et al., 2008; Oliveira et al.,
2006), embora o tratamento destas células com IFN-y tenha controlado a replicacdo de
Neospora caninum, parasito altamente semelhante a 7. gondii (Carvalho et al., 2010). Frente
a infeccdo por 7. gondii, supde-se que células trofoblasticas, mesmo sob estimulo pro-
inflamatorio oferecido por IFN-y, sdo capazes de modular o perfil imunologico na interface
materno-fetal para garantir a manutencao da gestacdo, mesmo que favorega infecgdo fetal por
patogenos intracelulares.

Células trofoblasticas de vilos coridnicos humanos obtidos de placentas de primeiro
trimestre gestacional aumentaram a producdo do fator de inibicdo da migracao de macréfagos
(MIF) quando tratados com antigeno soluvel de 7. gondii (Ferro et al., 2008). Esta elevada
producdo de MIF propiciou elevada expressdao da molécula ICAM-1 no sinciciotrofoblasto,
resultando em maior adesdo de mondcitos a estas células placentarias, representando uma

possivel via facilitadora da transmissao do parasito para tecidos fetais (Ferro et al., 2008). Isto
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se justifica porque a disseminagdo de 7. gondii pelo organismo hospedeiro ocorre
predominantemente por meio de monoécitos (Channon; Kasper, 1996; Dunay; Sibley, 2010).
Recentemente, nossos estudos prévios demonstraram que células trofoblasticas humanas
obtidas de placentas a termo mostraram-se mais susceptiveis a infeccdo por 7. gondii que
células trofoblasticas de primeiro trimestre gestacional (Gomes et al., 2011). Sugerimos que
este evento possa estar relacionado ao potente efeito de MIF no primeiro trimestre de
gestacdo, que tende a controlar o parasitismo (Gomes et al., 2011).

Adicionalmente, placentas com vilite ou intervilosite causadas por infecgdes
provocadas por 7. gondii ou Trypanosoma cruzi atrairam uma diversidade de células
imunoldgicas para a barreira placentaria, causando a ruptura desta barreira e propiciando a
migracdo dessas células e do proprio parasito para o interior da placenta (Juliano; Blotta;
Altermani, 2006). Estes eventos relacionaram-se com a alta expressdo de ICAM-1 pelo
sinciciotrofoblasto (Juliano; Blotta; Altermani, 2006). Outros estudos demonstraram que as
citocinas pro-inflamatérias IFN-y, TNF-a e IL-1B propiciaram maior expressdo de ICAM-1
em células trofoblasticas BeWo e, simultaneamente, favoreceram a adesdo de monocitos
THP-1 infectados por 7. gondii, mais uma vez evidenciando uma via facilitadora da
disseminagdo do parasito para tecidos placentarios (Pfaff et al., 2005).

Assim, infeccdes por 7. gondii na interface materno-fetal podem desencadear
desequilibrio neste microambiente, favorecendo a infeccdo de tecidos fetais. De acordo com
nossos estudos prévios (Barbosa et al., 2008; Ferro et al., 2008; Oliveira et al., 2006), este
fendmeno parece ser influenciado por ICAM-1 e pela presenca de citocinas como IL-10,
TGF-B1, IFN-y e MIF. Assim, novos estudos se fazem necessarios para verificar o papel

desses mediadores imunologicos na interface materno-fetal na presenca de 7. gondii.
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2. JUSTIFICATIVA

A passagem transplacentaria de 7. gondii é um processo complexo que envolve a
participacdo de diversas proteinas, citocinas e moléculas de adesdo. Conhecer os mecanismos
que propiciam a passagem de 7. gondii pela interface materno-fetal tem o potencial de gerar
informagdes fundamentais para o estabelecimento de estratégias efetivas no combate a
infeccdo dos tecidos placentarios e fetais. Assim, o presente trabalho se propds a investigar
alguns dos mecanismos usados por 7. gondii, especialmente ICAM-1, para se estabelecer em
células trofoblasticas humanas e os possiveis efeitos intracelulares de algumas citocinas anti-
inflamatorias (IL-10 e TGF-B1) e pro-inflamatérias (IFN-y) na susceptibilidade destas células
a infeccdo. Para uma maior facilidade de compreensdo, o presente trabalho foi dividido em

dois capitulos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Capitulo I: Investigar o papel de IL-10, TGF-f1 e IFN-y na expressdo de
ICAM-1 e na adesdo de 7. gondii as células BeWo e HeLa

Capitulo II: Investigar o papel das vias de sinalizagdo intracelulares ativadas
por IL-10, TGF-B1 e IFN-y em células BeWo e HeLa e a produgdo de citocinas

potencialmente envolvidas com susceptibilidade das células a 7. gondii

3.2. Objetivos Especificos

Capitulo I:

Verificar o efeito de IL-10, TGF-B1 e IFN-y no indice de infeccao de 7. gondii
em células BeWo e HeLa

Verificar o efeito de IL-10, TGF-f1 e IFN-y na expressdo de ICAM-1 em
células BeWo e HeLa infectadas ou nao por 7. gondii

Verificar associagdo entre expressdao de ICAM-1 e infeccdo por 7. gondii
Verificar a participacdo de ICAM-1 na adesdo de 7. gondii em células BeWo e

HeLa tratadas nas condicdes que regularam alta expressao de [CAM-1

Capitulo II:

Verificar o efeito de IL-10, TGF-B1 e IFN-y na prolifera¢ao intracelular de 7.
gondii em células BeWo ¢ HeLa
Verificar a producao de IL-10, TGF-B1 e IFN-y em células BeWo ¢ Hela

infectadas ou ndo por 7. gondii
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e Verificar a produgdo de citocinas do perfil Thl (IL-2, TNF-a, IL-6, IFN-y e
MIF), Th2 (IL-4 e IL-10) e Th17 (IL-17A) em células BeWo e HeLa pré-
tratadas com citocinas e infectadas ou ndo por 7. gondii

e Verificar a ativacao/fosforilacdo de STAT-1, STAT-3 ¢ Smad2/3 em células
BeWo e HelLa infectadas ou ndo por 7. gondii e tratadas ou ndo com IFN-y,
IL-10 ou TGF-B1, respectivamente

e Verificar a expressdo de IRF-1 em células BeWo e Hela infectadas ou ndo
por T. gondii e tratadas ou ndo com IFN-y

e Verificar o efeito das vias de STAT-1 e STAT-3 na proliferacdo intracelular 7.
gondii em células BeWo e HelLa tratadas com inibidores de STAT-1

(Fludarabine) ou de STAT-3 (WP1066)

Células HeLa (células epiteliais do cérvix uterino humano) foram usadas como
parametro de comparacdo em todos os experimentos realizados, uma vez que a resposta
destas células epiteliais a infeccdo por 7. gondii difere consideravelmente das células
BeWo, como ja demonstrado por nds em estudos anteriores (Barbosa et al., 2008; Oliveira

et al., 20006).
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CAPITULO1

Papel das citocinas IL-10, TGF-1 e IFN-y na expressao de
ICAM-1 e na adesao de 7. gondii em células trofoblasticas

humanas (BeWo) e células epiteliais uterinas humanas (HeLa)
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1. INTRODUCAO

ICAM-1 ¢ uma proteina transmembranica pertencente a familia das imunoglobulinas e
encontrada em varios tipos celulares como leucocitos e células endoteliais (Lawson; Wolf,
2009). ICAM-1 realiza importantes funcdes nas respostas imunes inata e adaptativa, pois esta
molécula esta envolvida na migracdo transendotelial de leucdcitos para os sitios de
inflamacao, assim como em interacdes entre APCs e os linfocitos T (Lawson; Wolf, 2009).

A expressao de ICAM-1 ¢é ampla, ou seja, além de sua presenga em células endoteliais
e leucocitos, diversos estudos apontam a expressio de ICAM-1 em células da interface
materno-fetal. Estudos demonstraram que a expressdao de ICAM-1 ocorre principalmente no
sinciciotrofoblasto, estroma e em algumas células endoteliais fetais de tecidos placentarios
humanos de primeiro trimestre gestacional (Ferro et al., 2008), bem como em citotrofoblasto e
sinciciotrofoblasto de tecidos placentarios humanos a termo (Gaffuri et al., 1998). ICAM-1 ¢
importante na interface materno-fetal, especialmente durante o primeiro trimestre gestacional,
uma vez que auxilia nos processos de adesdo, invasdo e migragdo do trofoblasto no
endométrio, promovendo angiogénese e desenvolvimento placentario (Gearing; Newman,
1993; Hu et al., 2010). No entanto, ICAM-1 torna-se exacerbadamente expresso em tecidos
placentarios derivados de gestantes com pre-eclampsia, as quais apresentam vasos sanguineos
com varias células inflamatorias aderidas, como macrofagos e linfocitos T (Labarrere et al.,
1995).

Muitos estudos ja relacionaram a influéncia de patdogenos na expressdo de ICAM-1,
seja na interface materno-fetal ou sistemicamente. Maubert e colaboradores (1997)
verificaram alta expressao de ICAM-1 em sinciciotrofoblasto de placentas a termo infectadas
por Plasmodium falciparum, especialmente quanto tratadas com TNF-o. Monbcitos e

macrofagos de placentas infectadas por P. falciparum promoveram o recrutamento de
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eritrocitos infectados para o espago interviloso através de ICAM-1 (Bulmer et al., 1993;
Ismail et al., 2000; Ordi et al., 1998). Placentas com inflamag¢des como vilite ou intervilosite
provocadas por T. cruzi ou T. gondii demonstraram influxo de macrofagos, linfocitos e
granulocitos para dentro da placenta, jA4 que a expressio de ICAM-1 pelo trofoblasto
proporcionou a adesdo dessas células de defesa e, simultaneamente, favoreceu a infecgao
desses tecidos (Juliano; Blotta; Altermani, 2006). Ferro e colaboradores (2008) demonstraram
aumento da expressao de ICAM-1 no sinciciotrofoblasto de primeiro trimestre gestacional
apos estimulo com antigeno soluvel de 7. gondii. Citocinas pré-inflamatorias, como IFN-y e
TNF-a, produzidas por células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC)
infectadas por 7. gondii, aumentaram a expressdo de ICAM-1 em células trofoblasticas
BeWo, propiciando uma maior adesdo de mondcitos (THP-1) a estas células trofoblasticas
(Pfaff et al., 2005). Barragan e colaboradores (2005) demonstraram que 7. gondii aderiu-se a
ICAM-1 expresso em células BeWo através de sua proteina de micronema MIC-2. Portanto, ¢
possivel que 7. gondii faga uso de ICAM-1 para migrar até sitios imunologicamente
privilegiados, como o microambiente placentario (Barragan; Brossier; Sibley, 2005).

Algumas citocinas pro-inflamatdrias ja& demonstraram influenciar significativamente
na expressdao de ICAM-1. IFN-y, TNF-a e IL-1 proporcionaram maior expressao de ICAM-1
em células BeWo (Pfaff et al., 2005) e em fibroblastos de pulmao humano (Spoelstra et al.,
1999). Um efeito sinergistico de IFN-y, TNF-a e IL-17 na expressio de ICAM-1 foi
observado em células de disco intervertebral humano (Gabr et al., 2011) e, adicionalmente,
TNF-a favoreceu a expressdo de ICAM-1 em trofoblasto humano derivado de placenta com
pré-eclampsia, sendo este efeito dependente da ativacao de NF-kB (Abe et al., 2008).

Nossos estudos prévios demonstraram que as citocinas IL-10, TGF-B1 e IFN-y
modularam diferentemente a susceptibilidade de células trofoblasticas humanas BeWo ¢

células epiteliais uterinas humanas (HeLa) a infecgdo por 7. gondii (Barbosa et al., 2008). Se
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ICAM-1 ¢é uma proteina regulada por patdégenos como 7. gondii na interface materno-fetal
(Ferro et al., 2008; Juliano; Blotta; Altermani, 2006) e pode representar uma molécula
adicional de adesdo para 7. gondii (Barragan; Brossier; Sibley, 2005), ¢ plausivel supor que
ICAM-1 esteja envolvida na transmissdo de 7. gondii para tecidos fetais humanos. Assim,
estudos que investiguem a funcdo de ICAM-1 na passagem transplacentaria de 7. gondii
podem esclarecer alguns dos mecanismos de transmissdo do parasito para o feto. Neste
sentido, nds investigamos o papel de IL-10, TGF-B1 e IFN-y na expressdao de ICAM-1 em
células BeWo e HelLa, bem como o efeito de ICAM-1 na adesdo de T. gondii a estas células

na presenga das mesmas citocinas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Manutencao de células BeWo e HeLLa em cultura

Células de coriocarcinoma humano (linhagem BeWo) e células epiteliais do cérvix
uterino humano (linhagem HeLa) foram adquiridas do American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, EUA) e mantidas em cultura no Laboratério de Imunofisiologia da
Reproducdo da Universidade Federal de Uberlandia.

As células foram cultivadas separadamente em frascos de cultura de 25cm® ou 75c¢cm®
contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Cultilab, Campinas, SP,
Brasil) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab), 10.000U/ml de
penicilina e 10mg/ml de estreptomicina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) em estufa
umidificada a 37°C e 5% de CO,, de acordo com Barbosa e colaboradores (2008).

O repique das células foi realizado a cada dois dias e procedeu-se, brevemente, da
seguinte maneira: primeiramente, as células foram lavadas com meio sem soro ¢ em seguida

incubadas com solugdo de tripsina mais 0,25% de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
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(Sigma) durante 5 minutos a 37°C e 5% de CO,. Depois, as células foram lavadas e retiradas
dos frascos de cultura com uso de meio a 10% de soro, transferidas para tubos falcon de 15ml
e centrifugadas a 400g por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos descarte do sobrenadante,
as células foram homogeneizadas em 1ml de meio com soro e distribuidas em frascos novos
de cultura. O excedente foi congelado em meio de congelamento: 90% de SBF e 10% de

dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma).

2.2. Manutencao in vivo e in vitro da cepa RH de T. gondii

Primeiramente, a cepa RH de 7. gondii foi mantida in vivo na cavidade peritoneal de
camundongos Swiss no Laboratério de Experimentacdo Animal (LEA) da Universidade
Federal de Uberlandia (Mineo et al., 1980). O repique foi realizado a cada 48 horas e
procedeu-se da seguinte maneira: a cavidade peritoneal de camundongos infectados foi lavada
com meio de cultura RPMI 1640 sem soro e o exsudato peritoneal contendo taquizoitas foi
inoculado em camundongos ndo infectados para manutencdo da cepa in vivo.

Os taquizoitas retirados da cavidade peritoneal de camundongos Swiss foram
centrifugados a 400g por 5 minutos, contados em camara de Newbauer e adicionados em
frascos de cultura contendo monocamada de células BeWo e HelLa com a finalidade de
manter parasitos in vitro para os futuros procedimentos experimentais. A medida que a grande
maioria das células infectadas em cultura encontrava-se lisada pelo parasito, o meio contendo
taquizoitas livres foi centrifugado a 400g por 5 minutos, os parasitos homogeneizados em

meio a 2% de soro e distribuidos em novos frascos contendo células ndo infectadas.

2.3. Infecciio de células BeWo e HeLa por 7. gondii e tratamento com citocinas
Numa primeira etapa de experimentos, cé¢lulas BeWo e HelLa foram retiradas dos

frascos de cultura usando solucdo de tripsina-EDTA, centrifugadas a 400g por 5 minutos,
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homogeneizadas em meio a 10% de soro, contadas em cdmara de Newbauer e ajustadas para
uma propor¢do de 5x10* células a cada 200ul de meio. Posteriormente, as células foram
plaqueadas sobre laminulas redondas de 13 mm (BioSan, Belo Horizonte, MG, Brasil) dentro
de placas de 24 pocos (Caltech, Uberlandia, MG, Brasil) em meio RPMI a 10% de soro e
incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apos 48 horas, as células foram infectadas por
taquizoitas da cepa RH de 7. gondii, numa proporcao de 5 parasitos por célula (5:1), em meio
a 2% de soro e incubadas durante 3 horas em estufa. Em seguida, os parasitos ndo aderentes
foram removidos por lavagem dos pogos com meio a 2% de soro e as células infectadas
permaneceram em estufa por adicionais 24 horas. Como controle, as células ndo foram
infectadas por 7. gondii. Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata.
Numa segunda etapa de experimentos, células BeWo e HeLa foram cultivadas sobre
laminulas redondas de 13mm (5%10* células/200pl) dentro de placas de 24 pocos em meio a
10% de soro, durante 24 horas a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, as células foram pré-
tratadas com as formas recombinantes de TGF-f1 (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA),
IL-10 (R&D Systems), ambas numa concentracdo de 50ng/ml, ou IFN-y (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) a 20ng/ml, de acordo com Barbosa e colaboradores
(2008). Apods 24 horas em estufa, as células foram infectadas ou ndo por 7. gondii (5:1),
incubadas durante 3 horas, os parasitos ndo aderentes removidos por lavagem dos pocos com
meio a 2% de soro, ¢ as células novamente tratadas com rTGF-B1, rIL-10 ou rIFN-y nas
mesmas concentracdes em meio a 2% de soro por adicionais 24 horas. Paralelamente, células
BeWo e Hela foram tratadas com as citocinas, mas nao infectadas; ou foram apenas
infectadas e ndo tratadas com citocinas. Como controle, as células ndo foram tratadas com
citocinas e nem infectadas. Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata.
Numa terceira etapa de experimentos, células HelLa foram cultivadas sobre laminulas

redondas de 13mm (5x10* células/200pl) dentro de placas de 24 pogos em meio a 10% de



38

soro, durante 24 horas a 37°C e 5% de CO,. Em seguida, as células foram tratadas com meio
condicionado (sobrenadante de células HeLa previamente infectadas) por 24 horas. Como
controle, células HeLa ndo foram tratadas com meio condicionado ou foram apenas infectadas
por 7. gondii (5:1) em meio a 2% de soro por adicionais 24 horas. Dois experimentos
independentes foram realizados em triplicata.

As células provenientes das 3 etapas de experimentos foram lavadas em salina
tamponada com Tris a 20mM (LGC Biotecnologia, Sao Paulo, SP, Brasil) (TBS, pH 7,4),
fixadas em formol a 10% em TBS por 24 horas e submetidas a imuno-histoquimica para

deteccdo de ICAM-1.

2.4. Imuno-histoquimica para ICAM-1

A imuno-histoquimica para ICAM-1 foi realizada de acordo com Ferro e
colaboradores (2008), com pequenas modificacdes. Brevemente, as laminulas contendo
células aderidas foram lavadas com TBS, incubadas com 5% de acido acético durante 8
minutos a temperatura ambiente para bloqueio da fosfatase alcalina enddgena, tratadas com
5% de soro normal de coelho por 45 minutos a 37°C para bloqueio de sitios de ligacdo
inespecificos e incubadas por 12 horas a 4°C com anticorpo primario policlonal de cabra anti-
ICAM-1 humano (R&D Systems) na concentracdo de 1:300. Posteriormente, as células foram
lavadas com TBS, incubadas com anticorpo secundario de coelho anti-cabra biotinilado
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, EUA) na concentragao de 1:3000
durante 1 hora a 37°C. Em seguida, as células foram lavadas novamente em TBS e incubadas
com o complexo ABC (complexo avidina-biotina) (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
EUA) na dilui¢do de 1:100 por 40 minutos a 37°C para amplificacdo do sinal da reagdo.
Entdo, as células foram lavadas em TBS, a reagdo foi revelada com fast red naphthol (Sigma)

por aproximadamente 8 minutos, as células foram contra-coradas com hematoxilina de Harris
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e observadas ao microscopio de luz para andlise de 4 parametros diferentes: (1) porcentagem
(%) de células infectadas a cada 200 células examinadas aleatoriamente (indice de infec¢do);
(2) porcentagem de células positivas para ICAM-1 (células ICAM-1") a cada 400 células
examinadas aleatoriamente; (3) nimero de células ICAM-1" a cada 100 células infectadas por

T. gondii; e (4) nimero de células ICAM-1"a cada 100 células infectadas por 7. gondii.

2.5. Western blotting para ICAM-1

Células BeWo e HelLa foram retiradas dos frascos de cultura usando solugdo de
tripsina-EDTA, centrifugadas a 400g por 5 minutos, homogeneizadas em meio a 10% de soro,
contadas em camara de Newbauer e ajustadas para uma propor¢io de 1x10° células a cada
Iml de meio. Posteriormente, as células foram adicionadas diretamente em placas de 24 pogos
e cultivadas em meio RPMI a 10% de soro em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apos 24 horas, as
células foram pré-tratadas com as citocinas recombinantes rTGF-f1, rIL-10 (ambas a
50ng/ml) ou rIFN-y (20ng/ml) em meio a 10% de soro por mais 24 horas. Em seguida, as
células foram infectadas por 7. gondii (5:1) em meio a 2% de soro e, ap6s 3 horas de
incubacdo, parasitos ndo aderentes foram removidos por lavagem dos pogos e as células
foram novamente tratadas com as citocinas nas mesmas concentragdes em meio a 2% de soro
por adicionais 24 horas. Paralelamente, células BeWo e Hela foram tratadas com as
citocinas, mas nao infectadas; ou foram apenas infectadas e nao tratadas com citocinas. Como
controle, as células nao foram tratadas com citocinas ¢ nem infectadas. Dois experimentos
independentes foram realizados em triplicata. Os sobrenadantes foram coletados e
armazenados a -70°C para posterior dosagem de TNF-a.

As células foram coletadas, centrifugadas a 400g por 5 minutos, homogeneizadas ¢
lisadas em tampao de lise contendo 50mM de Tris-HCI pH 8,0; 0,1mM de EDTA; 0,5% de

Triton X100; 10% de glicerol; ImM de dithiothreitol (DTT), 200mM de NaCl e suplementado
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com coquetel de inibidores de proteases (Complete®, Roche Diagnostic, Mannheim,
Alemanha) mais 1mM de ortovanadato de sddio (Na;VO,4) e ImM de fluoreto de sodio (NaF)
(ambos Sigma). Os lisados foram centrifugados a 13.000g por 15 minutos a 4°C, os
sobrenadantes contendo proteinas totais foram coletados e submetidos a dosagem protéica
pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

Apbés o ajuste para 30ug de proteinas, as amostras de proteinas totais foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilaminda (8%) sobre condi¢des desnaturantes
(SDS-PAGE) e transferidas para membranas de PVDF (Thermo Scientific, Rockford, IL,
EUA). As membranas contendo as proteinas totais foram incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente e sob agitacdo constante em tampao de blotting (25mM de Tris; 0,15M de NaCl e
0,1% de Tween 20, pH 7,4) contendo 4% de leite em pd (Nestl¢, Sdo Paulo, SP, Brasil). Apos
este periodo, as membranas foram incubadas por 12 horas a temperatura ambiente e sob
agitacdo com anticorpo primario policlonal de cabra anti-ICAM-1 humano (R&D Systems) ou
anticorpo monoclonal de camundongo anti-B-actina humana (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EUA), ambos na concentracdo de 1:1000, diluidos em tampao de blotting
com 2% de leite em po. Depois, as membranas foram lavadas em tampao de blotting e
incubadas com anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (anti-cabra-peroxidase ou
anti-camundongo-peroxidase, Jackson ImmunoResearch Laboratories) na concentragdo de
1:3000 em tampao de blotting também a 2% de leite em pd durante 2 horas sob agitacdo e
temperatura ambiente. A reacdo foi revelada em cémara escura usando kit de
quimioluminescéncia (ECL kit, GE Healthcare, Sao Paulo, SP, Brasil) e as quantidades iguais
de proteinas foram confirmadas por coloragdo de Pounceau (1%). A densitometria foi
realizada usando o programa “KODAK software” (1D Image Analysis Software 3.5) com a
finalidade de determinar a intensidade média das bandas. Os dados foram demonstrados como

densidade relativa da razdo entre as intensidades médias das bandas de ICAM-1 e B-actina.
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2.6. Reacdo em cadeia de polimerase quantitativa (PCR em tempo real) para
ICAM-1

Células BeWo e Hela foram cultivadas, tratadas e infectadas sob as mesmas
condicdes experimentais descritas no item 2.5. Dois experimentos independentes foram
realizados em triplicata. As células foram coletadas, centrifugadas a 400g por 5 minutos e o
RNA total foi isolado usando reagente TRIzol (Invitrogen Life Technologies), seguindo as
instrugdes do fabricante. A sintese de cDNA foi realizada em um volume final de 20ul usando
“ImProm-II Reverse Transcriptase” (Promega Corporation, Madison, WI, EUA) e contendo
4ug de RNA total, 20pmol de oligo dT primer (Invitrogen Life Technologies), 40U de
RNAsin, 1M de dNTP mix e 1U de tampao de transcriptase reversa. O cDNA foi tratado com
10pg de RNAse (Gibco, Carlsbad, CA, EUA) antes que a amplificagdo fosse realizada usando
o detector de seqiiéncia ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A
expressio relativa do gene para ICAM-1 humano foi analisada baseada no método 2" ¢
normalizada pela expressdo do gene para -actina humana como controle endégeno. Todas as
reagOes foram realizadas com “SYBR Green Master Mix” (Applied Biosystems), usando um
volume de 20ul em cada reacdo contendo 2ul de cDNA, Spmol de cada primer e 10ul de
“SYBR Green”. Os primers usados para amplificagdo foram os seguintes: para ICAM-1
humano, 5’- CAAGGCCTCAGTCAGTGTGA -3 (forward) and 5’-
CCTCTGGCTTCGTCAGAATC -3 (reverse), e para P-actina humana, 5’-

AAGGATTCCTATGTGGGCGA -3’ (forward) and 5’- TCCATGTCGTCCCAGTTGGT -3’

(reverse).

2.7. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) de Captura para TNF-a
As concentracdes de TNF-o nos sobrenadantes de células BeWo e HelLa foram

quantificadas nas condi¢gdes que regularam positivamente ou negativamente a expressao de
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ICAM-1 por ELISA Captura, de acordo com as instrugdes do fabricante (BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA). Brevemente, placas de alta afinidade de 96 pogos (BD Biosciences) foram
sensibilizadas com anticorpo de captura anti-TNF-o humano na dilui¢do de 1:250 em 0,1M de
carbonato de sodio por 12 horas a 4°C; em seguida as placas foram lavadas com salina
tamponada com fosfato (PBS) contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com 10%
de soro diluido em PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds novas lavagens em
PBS-T, 50ul da curva (500pg/ml a 3,9pg/ml em PBS a 10% de soro) ou 50ul das amostras de
sobrenadantes de células BeWo e HeLa foram adicionados nas placas e incubados por 2 horas
a temperatura ambiente. Posteriormente, apos lavagens, as placas foram incubadas com
anticorpo de deteccdo anti-TNF-a humano biotinilado (1:500) mais estreptavidina conjugada
com peroxidase diluidos em PBS a 10% de soro durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, as placas foram novamente lavadas, reveladas com 3,3,5,5 tetramethylbenzidine
(TMB) (Zymed, San Francisco, CA, EUA) mais 0,03% de peroxido de hidrogénio por 20
minutos e a densidade dptica foi mensurada por um leitor de microplacas a 450nm (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, VA, EUA). Os dados foram demonstrados em
pg/ml de acordo com a referéncia da curva padrdo. O limite de detec¢do do ensaio foi de

3.9pg/ml.

2.8. Influéncia de ICAM-1 na adesao de 7. gondii em células BeWo e HeLa

Com o objetivo de verificar a influéncia de ICAM-1 na adesdo de 7. gondii em células
BeWo e Hela estimuladas ou ndo com citocinas ou meio condicionado, as células foram
tratadas nas condi¢gdes que promoveram alta expressao de ICAM-1 e experimentos de adesdo
na presenca de 7. gondii foram realizados.

Nesse proposito, células BeWo e HelLa foram retiradas dos frascos de cultura usando

solugdo de tripsina-EDTA, centrifugadas a 400g por 5 minutos, homogeneizadas em meio a
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10% de soro, contadas em cAmara de Newbauer e ajustadas para uma proporgdo de 2x10*
células a cada 200ul de meio. Posteriormente, as células foram plaqueadas sobre laminulas
redondas de 13 mm dentro de placas de 24 pogos em meio RPMI a 10% de soro e incubadas
em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apds 24 horas, células BeWo foram tratadas com rTGF-B1
(50ng/ml) ou rIFN-y (20ng/ml), enquanto que células HelLa foram tratadas com meio
condicionado (sobrenadante de células HeLa infectadas) por mais 24 horas. Depois, as células
foram fixadas com paraformoldeido 4% diluido em PBS por 30 minutos, lavadas duas vezes
com meio a 10% de soro, incubadas com 7. gondii (5:1) durante 3 horas para permitir adesdo,
mas ndo invasdo, dos parasitos as células, e novamente fixadas com paraformoldeido 4% por
adicionais 24 horas, de acordo com Oliveira e colaboradores (2006). Como controle, células
BeWo e Hela ndo foram tratadas. Dois experimentos independentes foram realizados em
triplicata.

Para confirmar o papel de ICAM-1 na ades@o de 7. gondii as células BeWo e Hela,
experimentos foram conduzidos em paralelo na presengca de anticorpo neutralizante anti-
ICAM-1 humano no intuito de neutralizar a molécula expressa na membrana das células e
verificar a adesdo dos parasitos. Para isso, as células foram plaqueadas sobre laminulas
redondas de 13 mm dentro de placas de 24 pogos (2x10” células/200ul) em meio RPMI a 10%
de soro e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apds 24 horas, células BeWo foram
tratadas com rTGF-B1 (50ng/ml) ou rIFN-y (20ng/ml), enquanto que células HelLa foram
tratadas com meio condicionado por mais 24 horas. Antes da fixagao com paraformoldeido
4%, as células foram incubadas por 1 hora com anticorpo monoclonal neutralizante anti-
ICAM-1 humano (Millipore, Sao Paulo, SP, Brasil) na concentracao de 10ug/ml ou isotipo
controle (Roche Diagnostics) em estufa a 37°C e 5% de CO,, de acordo com estudos prévios
(Barragan; Brossier; Sibley, 2005; Pfaff et al., 2005). Apos fixagdo por 30 minutos, as células

foram incubadas com 7. gondii (5:1) por 3 horas para permitir a ades@o do parasito as células,
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lavadas em meio a 10% de soro, e novamente fixadas com paraformoldeido 4% por adicionais
24 horas (Oliveira et. al., 2006). Como controle, células BeWo e HeLa ndo foram tratadas.
Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata.

As células fixadas foram lavadas em TBS e submetidas a imuno-histoquimica para
detecgdo de ICAM-1. As laminas foram observadas em microscopio de luz e os seguintes
parimetros foram determinados: (1) porcentagem de células ICAM-1" a cada 200 células
examinadas aleatoriamente; (2) niimero de células ICAM-1" a cada 100 células com parasitos
aderidos a membrana; (3) numero de células ICAM-1" a cada 100 células com parasitos
aderidos a membrana; (4) niumero total de parasitos aderidos a membrana a cada 100 células
ICAM-1"; e (5) numero total de parasitos aderidos & membrana a cada 100 células ICAM-1".

Depois, a porcentagem de inibi¢io do numero de células ICAM-1" com parasitos
aderidos a membrana, bem como a porcentagem de inibi¢do do nimero total de parasitos
aderidos & membrana em células ICAM-1", foram calculadas quando a molécula ICAM-1 foi
neutralizada com anticorpo especifico. As taxas de inibigdo (%) foram calculadas subtraindo
os valores obtidos (médias) das células ndo tratadas com anti-ICAM-1 daqueles valores

obtidos (médias) de células tratadas com anti-ICAM-1, de acordo com a seguinte formula:

% de inibi¢do = (meédia sem anticorpo neutralizante) — (média com anticorpo neutralizante) 10

média sem anticorpo neutralizante

2.9. Analise estatistica

Todos os dados foram analisados como média e desvio padrao de dois experimentos
independentes realizados em triplicata. As diferen¢as entre grupos foram analisadas pelo teste
ANOVA com comparagdes multiplas de Bonferroni e as comparagdes entre condigdes pares

foram realizadas pelo teste ¢ de Student, usando o programa GraphPad Prisma versdo 4.0
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(GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). As diferencgas estatisticas foram consideradas

significantes quando P<0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Células BeWo apresentam maior expressio de ICAM-1, independentemente
da infecc¢io por 7. gondii

Células BeWo ¢ Hela apresentaram indices de infec¢do similares, demonstrando um
percentual de células infectadas em torno de 49,6% e 47%, respectivamente (Figura 1A).
Quanto a expressdo de ICAM-1 na auséncia de 7. gondii, um maior percentual de células
ICAM-1" foi detectada na linhagem BeWo (38,1%) em comparacdo com células HeLa
(24,2%) (P<0,01) (Figura 1B). A infecgdo por 7. gondii ndo foi capaz de alterar a expressao
de ICAM-1 em células BeWo (39,7%) em relagdo as células ndo infectadas (38,1%) (Figura
1B). No entanto, células HelLa infectadas por 7. gondii aumentaram significativamente a
expressio de ICAM-1, uma vez que o percentual de células ICAM-1" alcangou uma média de
40,9% quando comparado as células ndo infectadas (24,2%) (P<0,01) (Figura 1B).

Para confirmar os resultados de expressio de ICAM-1 quantificados por imuno-
histoquimica, células BeWo e HelLa foram cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO,
diretamente em placas de 24 pogos, infectadas ou ndo por 7. gondii (5:1) por 24 horas e
lisadas para extra¢do de proteinas totais para deteccao de ICAM-1 por Western blotting. Os
resultados obtidos no Western blotting confirmaram os dados observados na imuno-
histoquimica, quando células BeWo apresentaram maior expressdo de ICAM-1 em relacdo as
células HeLa (P<0,05), independentemente de infec¢do por 7. gondii (Figura 1C-D). No

entanto, a infec¢do por 7. gondii aumentou consideravelmente a expressdo de ICAM-1 em
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células HeLa quando comparado as mesmas células na auséncia do parasito (P<0,01) (Figura

1C-D).

3.2. Tratamento com rTGF-B1 e rIL-10 induzem aumento do indice de infeccio
em células BeWo, enquanto rIFN-y nio é capaz de controlar a infec¢io por 7. gondii

No intuito de verificar a influéncia de citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-B1) e
pro-inflamatdrias (IFN-y) no indice de infec¢do em células BeWo e HeLa, estas células foram
cultivadas sobre laminulas redondas de 13 mm dentro de placas de 24 pogos, pré-tratadas com
as formas recombinantes de TGF-B1, IL-10 ou IFN-y, infectadas ou nao por 7. gondii (5:1) e
novamente tratadas com as mesmas citocinas. Finalmente, as células foram fixadas,
processadas para imuno-histoquimica para detec¢do de ICAM-1 e analisadas quanto ao indice
de infecgdo.

O indice de infeccdo aumentou significativamente em células BeWo tratadas com rlL-
10 (70,2%) ou rTGF-B1 (74,1%) quando comparado as células infectadas e ndo tratadas
(49,6%) (P<0,01) (Figura 2A). No entanto, rIFN-y ndo foi capaz de controlar o indice de
infeccdo em células BeWo (53%) em relacdo as células infectadas e ndo tratadas (49,6%),
apresentando uma tendéncia em aumentar o percentual de células infectadas (Figura 2A).

Por outro lado, o indice de infecgdo foi maior em células HeLa apenas na presenca de
rIL-10 (69,5%) quando comparado as células infectadas e nao tratadas (47%) (P<0,01)
(Figura 2B). Diferentemente de células BeWo, rIFN-y foi capaz de controlar o indice de
infeccao em células Hela (24,8%) em comparagdo as células infectadas e ndo tratadas (47%)
(P<0,01) (Figura 2B).

A expressdo de ICAM-1 em células BeWo e Hela tratadas com rIL-10, rTGF-1 ou

rIFN-y também foi analisada e sera descrita no proximo item.
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3.3. Tratamento com rTGF-1 e rIFN-y regulam positivamente a expressiao de
ICAM-1 em células BeWo, independentemente da infeccao por 7. gondii

Com o objetivo de verificar a influéncia das citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-
B1) e pro-inflamatorias (IFN-y) na expressdo de ICAM-1 em células BeWo e HeLa, estas
células foram cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO; sobre laminulas redondas de 13 mm
dentro de placas de 24 pogos, pré-tratadas com rTGF-B1, rIL-10 ou rIFN-y, infectadas ou ndo
por T. gondii (5:1) e novamente tratadas com as mesmas citocinas. Finalmente, as células
foram fixadas, processadas para imuno-histoquimica para deteccdo da proteina ICAM-1 e
analisadas quanto a porcentagem de células ICAM-1".

Como ja descrito anteriormente, a infec¢do por 7. gondii ndo foi capaz de aumentar o
percentual de células ICAM-1" na linhagem BeWo em relacdo as células ndo infectadas e ndo
tratadas (39,7% e 38,1%, respectivamente) (Figura 3A). rIL-10 também ndo foi capaz de
promover um aumento no percentual de células ICAM-1" na linhagem BeWo (34,6%) em
relagdo as células ndo tratadas (38,1%) (Figura 3A). No entanto, ambas citocinas rTGF-B1 e
rI[FN-y foram capazes de regular positivamente a expressao de ICAM-1 em células BeWo
infectadas ou ndo por T. gondii (Figura 3A). O percentual de células ICAM-1" alcangou
médias de 49,3% e 43% em células BeWo ndo infectadas e tratadas com rTGF-B1 e rIFN-y,
respectivamente, em relacdo as células ndo infectadas e ndo tratadas (38,1%,) (P<0,001 e
P<0,05). E, na presenca de T. gondii, o percentual de células ICAM-1" alcangou médias de
45,6% e 45,2% em células BeWo tratadas com rTGF-B1 e rIFN-y, respectivamente, quando
comparado as células nao tratadas (38,1%,) (P<0,01) (Figura 3A). Fotomicrografias
representativas de células BeWo infectadas e nao tratadas (Figura 3C), infectadas e tratadas
com rTGF-B1 (Figura 3D) e infectadas e tratadas com rIFN-y (Figura 3E) demonstraram estas

diferencas, uma vez que maior marcagdo para ICAM-1 foi observada na membrana
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plasmatica de células BeWo tratadas com rTGF-B1 ou rI[FN-y em comparagdo com as células
ndo tratadas e infectadas.

Com relagdo as células Hela, a infec¢do por 7. gondii induziu a um significante
aumento na porcentagem de células ICAM-1" (40,9%) em relagdo as células ndo infectadas e
ndo tratadas (24,2%) (P<0,01) (Figura 3B). Apenas rIFN-y, na auséncia de 7. gondii, foi
capaz de regular positivamente a expressdo de ICAM-1 em células HelLa, uma vez que
proporcionou um aumento no percentual de células ICAM-1" (38,2%) quando comparado as
células ndo infectadas e ndo tratadas (24,2%) (P<0,05) (Figura 3B). Diferentemente de
cé¢lulas BeWo, rTGF-B1 ndo induziu maior expressdo de ICAM-1 em células HelLa (29,2%)
em comparagdo as células ndo tratadas e ndo infectadas (24,2%) (Figura 3B).
Interessantemente, rTGF-B1 e rIFN-y reduziram significativamente a maior expressdao de
ICAM-1 ativada por 7. gondii em células HeLa, pois diminuiram o percentual de células
ICAM-1" (20,2% e 21,4%) para niveis similares ao controle (24,2%) quando comparado as
células infectadas e ndo tratadas (40,9%) (P<0,01) (Figura 3B). Fotomicrografias
representativas de células Hela infectadas e ndo tratadas (Figura 3F), infectadas e tratadas
com rTGF-B1 (Figura 3G) e infectadas e tratadas com rIFN-y (Figura 3H) demonstraram estas
diferencas, uma vez que maior marcacdo para ICAM-1 foi observada na membrana
plasmatica de células HeLa infectadas e ndo tratadas, enquanto uma redugdo consideravel
desta marcacao pdde ser detectada nas células tratadas com rTGF-1 ou rIFN-y e infectadas
por T. gondii.

A infecgdo por 7. gondii foi capaz de regular positivamente a expressao de ICAM-1
apenas em células HeLa (Figura 3B). Com o objetivo de comparar a presenga viavel do
parasito e a influéncia de mediadores inflamatdrios induzidos por 7. gondii na expressdo de
ICAM-1 em células Hela, estas células foram tratadas com sobrenadante de células Hela

previamente infectadas por 7. gondii (meio condicionado). Os resultados obtidos mostraram
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que mediadores inflamatorios presentes no meio condicionado foram capazes de aumentar o
percentual de células ICAM-1" (29,5%) em comparagdo com células HeLa ndo tratadas e nao
infectadas (14,6%) (P<0,05) (Figura 3I). No entanto, a presen¢a de parasitos viaveis induziu
maior porcentagem de células HeLa ICAM-1" (41,7%) em relagdo ao meio condicionado
(29,5%) (P<0,05) (Figura 3I).

Para confirmar os resultados de expressdo da proteina ICAM-1 quantificados por
imuno-histoquimica, células BeWo e HeLa foram cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO,
dentro de placas de 24 pogos, pré-tratadas com rTGF-B1, rIL-10 ou rIFN-y, infectadas ou nao
por T. gondii (5:1) e novamente tratadas com as mesmas citocinas. Finalmente, as células
foram lisadas para extracdo de proteinas totais para deteccdo de ICAM-1 por Western
blotting. Células BeWo aumentaram significativamente a expressao de ICAM-1 quando
tratadas com rTGF-B1 ou r[FN-y, independentemente da presenga de infeccdo por 7. gondii,
em comparacgdo com c¢lulas ndo tratadas (P<0,01 e P<0,05) (Figura 4A-B). Diferentemente,
maior expressdo de ICAM-1 foi detectada em células HeLa infectadas e ndo tratadas (P<0,05)
ou tratadas apenas com rIFN-y (P<0,01) em relacdo as células ndo tratadas e ndo infectadas
(Figura 4D-E). Interessantemente, a alta expressdao de ICAM-1 em células HeLa induzida por
T. gondii foi reduzida significativamente quando estas células foram tratadas com rTGF-B1 ou
rIFN-y (ambos P<0,05) em comparacdao com células HeLa infectadas e ndo tratadas (Figura
4D-E).

No intuito de também verificar a expressao de RNAm para ICAM-1 em células BeWo
e HeLa, os mesmos tratamentos com as citocinas na presenga ou auséncia de 7. gondii foram
realizados. Semelhante aos resultados para a proteina ICAM-1, houve maior expressao de
RNAm para ICAM-1 em células BeWo tratadas com rTGF-B1 (P < 0,05) ou rI[FN-y (P<0,001
e P<0,01), independentemente da presenca de 7. gondii, em comparagdo com células ndo

tratadas, embora rIFN-y tenha aparentemente induzido maior expressio de RNAm para
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ICAM-1 do que rTGF-B1 (Figura 4C). rIFN-y induziu maior expressio de RNAm para
ICAM-1 em células HelLa ndo infectadas (P<0,01) (Figura 4F). Apesar de T. gondii ter
induzido maior expressdo da proteina ICAM-1 em células HelLa ndo tratadas, ndo foi
detectada maior expressdo de RNAm para I[CAM-1 em células HelLa infectadas e ndo tratadas

(Figura 4F).

3.4. Associaciio entre células ICAM-1" ¢ indice de infeccdo por 7. gondii

Apods determinar indice de infeccdo por 7. gondii e expressio de ICAM-1
influenciados pelas citocinas rIL-10, rTGF-B1 ou rIFN-y em células BeWo e HeLa, foi
possivel estabelecer uma associagdo entre os fatores envolvidos. Para células BeWo, foi
verificado que rIFN-y e rTGF-B1 induziram ao aumento da porcentagem de células ICAM-1"
e, a0 mesmo tempo, favoreceram maior invasdo de 7. gondii nestas células (Figura 5A).
Entretanto, rTGF-B1 e rIFN-y induziram a uma diminui¢do na porcentagem de células HeLa
ICAM-1" infectadas e, a0 mesmo tempo, favoreceram uma menor taxa de invasio de T.
gondii nesta linhagem celular (Figura 5B). Apesar de rIL-10 favorecer aumento do indice de
infeccdo em células BeWo e Hela, esta citocina ndo promoveu aumento concomitante da
expressdo de ICAM-1 nestas células, portanto ndo se estabeleceu uma associacdo entre indice
de infec¢do e expressdo de [CAM-1 em células tratadas com rIL-10 (Figura SA-B).

Evidente associagdo foi confirmada quando o nimero de células ICAM-1" ou ICAM-
1" foi determinado em 100 células BeWo e Hela infectadas por 7. gondii. Quando células
BeWo foram tratadas com rTGF-B1 ou rIFN-y, o niimero de células ICAM-1" infectadas por
T. gondii alcangou uma média de 85% (P<0,01) e 81,3% (P<0,05), respectivamente, quando
comparado as células ICAM-1" infectadas e nio tratadas (64,5%) (Figura 5C). Além disso, o
nimero de células BeWo ICAM-1" infectadas foi consideravelmente maior em relagdo as

células BeWo ICAM-1" infectadas (P<0,001) (Figura 5C), mostrando a localizacdo
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preferencial de parasitos dentro de células BeWo ICAM-1". Por outro lado, quando células
HeLa foram tratadas com rTGF-B1 ou rIFN-y, o niimero de células ICAM-1" infectadas por T.
gondii reduziu ao mostrar médias de 33,1% e 33,6% (ambos P<0,001), respectivamente, se
comparado as células ICAM-1" infectadas e ndo tratadas (70,1%) (Figura 5D). Quando
células HeLa infectadas apresentaram menor expressao de ICAM-1 na presenga de rTGF-B1
ou rIFN-y, os parasitos se localizaram preferencialmente em células HeLa ICAM-1" (Figura

5D).

3.5. Tratamento com rTGF-p1 e rIFN-y induzem maior producio de TNF-a em
células BeWo

No intuito de verificar se a expressdo de ICAM-1 induzida por 7. gondii e/ou citocinas
em células BeWo e HelLa é dependente de TNF-a, estas células foram cultivadas em estufa a
37°C e 5% de CO, dentro de placas de 24 pogos, pré-tratadas com rTGF-B1, rIL-10 ou rIFN-y,
infectadas ou ndo por 7. gondii (5:1) e novamente tratadas com as mesmas citocinas. O
sobrenadante foi coletado e submetido a ELISA para dosagem de TNF-a.

Nossos resultados demonstraram que 7. gondii ndo induziu liberagdo de TNF-o em
células BeWo, porém rTGF-B1 e rIFN-y favoreceram maior producdo de TNF-a em células
BeWo infectadas ou ndo por 7. gondii em comparagdo com células BeWo ndo tratadas
(P<0,05 e P<0,001, respectivamente) (Figura 6A). Similar aos dados de expressdao de RNAm
para ICAM-1, rIFN-y induziu maior libera¢do de TNF-a em células BeWo quando comparado
ao estimulo com rTGF-B1 (P<0,01 e P<0,001) (Figura 6A).

Com relagdo as células Hela, T. gondii e rIFN-y induziram maior producao de TNF-a
se comparado as células ndo tratadas e ndo infectadas (P<0,001) (Figura 6B). No entanto,
rTGF-B1 induziu redugdo na liberacdo de TNF-a em células HeLa infectadas ou ndo por 7.

gondii em relacdo as células ndo tratadas e ndo infectadas ou somente infectadas (P<0,001)
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(Figura 6B). Além disso, em células Hela infectadas e estimuladas com rIFN-y, a produgéo
de TNF-o caiu significativamente quando comparado as células somente infectadas

(P<0,001) (Figura 6B).

3.6. A adesio de 7. gondii em células BeWo e Hela é reduzida com a
neutralizaciao da molécula ICAM-1

Para verificar a influéncia de ICAM-1 na adesdo de 7. gondii a membrana plasmatica
de células BeWo e HeLa, ambas as células foram tratadas nas condigdes que regularam alta
expressio de ICAM-1 e o nimero de parasitos aderidos a membrana das células foi
determinado na presenca ou auséncia de neutralizagdo da molécula ICAM-1. Numa primeira
etapa de experimentos, células BeWo foram cultivadas sobre laminulas redondas em placas de
24 pogos, tratadas com rTGF-B1 ou rIFN-y, fixadas com paraformoldeido 4%, lavadas com
meio a 10% de soro, incubadas com 7. gondii (5:1) durante 3 horas, novamente fixadas com
paraformoldeido 4% e processadas para imuno-histoquimica para detec¢do de ICAM-1. Por
outro lado, 0 mesmo experimento com células HelLa foi conduzido, porém estas células foram
estimuladas apenas com meio condicionado. Numa segunda etapa de experimentos, células
BeWo e Hela foram incubadas por 1 hora com anticorpo neutralizante anti-ICAM-1 ou
isotipo controle antes da interacdo com os parasitos. Apos imuno-histoquimica, o nimero de
células ICAM-1" ou ICAM-1" com parasitos aderidos & membrana, bem como o nimero total
de parasitos aderidos a membrana em células ICAM-1" ou ICAM-1", foram determinados a
cada 100 células examinadas. Além disso, a porcentagem de inibicdo na adesdo de 7. gondii
as células BeWo e Hela foi determinada apds tratamento com anti-ICAM-1.

Quando células BeWo foram tratadas com rTGF-1 ou rIFN-y, o nimero de células
ICAM-1" com parasitos aderidos 2 membrana, bem como o niimero total de parasitos

. N , + . . . . ~
aderidos a membrana em células ICAM-1", foram significativamente maiores em comparacao
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com células ICAM-1" ndo tratadas (P<0,001) e células ICAM-1" (P<0,001) (Figura 7A-B).
Entretanto, quando as células BeWo foram incubadas com anticorpo neutralizante anti-
ICAM-1, o ntimero de células ICAM-1" com parasitos aderidos a membrana, bem como o
nimero total de parasitos aderidos a4 membrana em células ICAM-1", foram
significativamente menores quando comparado as células ICAM-1" ndo tratadas com anti-
ICAM-1 (P<0,001) (Figura 7A-B). O tratamento de células BeWo com o isotipo controle ndo
alterou a adesdo de 7. gondii em qualquer condi¢do experimental realizada (Figura 7A-B).
Fotomicrografias representativas de células BeWo ndo tratadas com citocinas (Figura 7C),
ndo tratadas com citocinas e incubadas com anti-ICAM-1 (Figura 7D), tratadas com rTGF-$1
(Figura 7E), tratadas com rTGF-B1 e incubadas com anti-ICAM-1 (Figura 7F), tratadas com
rI[FN-y (Figura 7G) e tratadas com rIFN-y e incubadas com anti-ICAM-1 (Figura 7H)
ilustraram estas diferencas, ja que menor nimero de parasitos puderam ser observados em
células ICAM-1" incubadas com anticorpo neutralizante anti-ICAM-1.

Células Hela tratadas com meio condicionado apresentaram ntmero de células
ICAM-1" com parasitos aderidos & membrana, bem como niimero total de parasitos aderidos a
membrana em células ICAM-1", significativamente maiores em comparagio com células
ICAM-1" nao tratadas (P<0,001) e com células ICAM-1" (P<0,001) (Figura 8A-B). De
maneira semelhante ao observado em células BeWo, células HeLa foram incubadas com
anticorpo neutralizante anti-ICAM-1 apresentaram numero de células ICAM-1" com parasitos
aderidos @ membrana, bem como numero total de parasitos aderidos & membrana em células
ICAM-1", significativamente menores quando comparado as células ICAM-1" ndo tratadas
com anti-ICAM-1 (P<0,001) (Figura 8A-B). O tratamento de células HeLa com o isotipo
controle também ndo alterou a adesdo de 7. gondii em qualquer condi¢do experimental
realizada (Figura 8A-B). Fotomicrografias representativas de células HelLa ndo tratadas com

citocinas (Figura 8C), ndo tratadas com citocinas e incubadas com anti-ICAM-1 (Figura 8D),
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tratadas com meio condicionado (Figura 8E), e tratadas com meio condicionado e incubadas
com anti-ICAM-1 (Figura 8F) ilustraram estas diferengas, ja que menor nimero de parasitos
puderam ser observados em células ICAM-1" incubadas com anticorpo neutralizante anti-
ICAM-1.

Todos os dados até aqui apresentados estdo sumarizados nas Tabelas 1 e 2. Nas células
BeWo, a neutralizagdo da molécula ICAM-1 proporcionou um percentual de inibi¢do no
nimero de células ICAM-1" com parasitos aderidos 2 membrana e no niimero total de
parasitos aderidos 8 membrana em células ICAM-1" de 57% e 60% para células ndo tratadas,
respectivamente, ¢ de 67% e 74% para células tratadas com rTGF-Bl1 ou rIFN-y,
respectivamente (Tabela 1). J& em células Hela, a neutralizacio da molécula ICAM-1
proporcionou um percentual de inibi¢do no niimero de células ICAM-1" com parasitos
aderidos @ membrana e no niimero total de parasitos aderidos a membrana em células ICAM-
1" de 45% e 46% para células ndo tratadas, respectivamente, e de 62% e 65% para células

estimuladas com meio condicionado respectivamente (Tabela 2).

4. DISCUSSAO

No primeiro capitulo deste estudo, foi investigado o papel de IL-10, TGF-1 e IFN-y
na expressdao de [CAM-1 em células BeWo e HeLa infectadas ou ndo por 7. gondii, uma vez
que este parasito faz uso de ICAM-1 para aderir-se nas células do hospedeiro (Barragan;
Brossier; Sibley, 2005).

Primeiramente, foi observado que células BeWo e¢ Hela apresentaram similares
indices de infeccdo por 7. gondii, entretanto, na auséncia de infeccdo, células BeWo
apresentaram maior expressdao de ICAM-1 quando comparado as células HeLa. E, na presenga

de T. gondii, apenas células HeLa foram capazes de aumentar a expressdo de ICAM-1 em
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relacdo as células ndo infectadas. Nossa hipotese é que 7. gondii, quando em contato com
células HeLa pela primeira vez, possa induzir a liberacdo de mediadores inflamatorios ou
citocinas que seriam responsaveis por aumentar a expressao de [CAM-1 nestas células. Dessa
forma, parasitos extracelulares derivados de células HeLa previamente infectadas e lisadas
pela multiplicagdo de 7. gondii poderiam agora aderir e invadir em novas células HelLa
vizinhas com alta expressdo de ICAM-1 na membrana. Esta hipdtese foi confirmada quando
tratamos células HelLa com sobrenadante de células previamente infectadas (meio
condicionado), onde observou-se maior expressdo de I[CAM-1 quando comparado as células
ndo tratadas, embora a presenga do parasito viavel tenha promovido maior expressdo de
ICAM-1 em relagdo ao meio condicionado. Assim, pode-se afirmar que o proprio parasito,
além das citocinas induzidas pela sua presenca, também participa diretamente da regulacdo de
ICAM-1 em células HeLa.

Além de ICAM-1, outras moléculas da célula hospedeira também podem permitir a
adesdo e a invasdo de 7. gondii. Ja& foi demonstrado que eritrocitos infectados por P.
falciparum foram capazes de migrar para o sistema nervoso central através da ligagdo com
varias moléculas do hospedeiro como trombospondinas (Roberts et al, 1985),
glicosaminoglicanas sulfatadas como condroitin sulfato (Rogerson et al., 1995) e integrina
avB3 (Siano et al., 1998). Adicionalmente, P. falciparum também foi capaz de invadir células
do sistema nervoso central por intermédio de [CAM-1 (Dietrich, 2002; Turner et al., 1994).

Embora 7. gondii ndo tenha induzido maior expressao de [CAM-1 em células BeWo
no presente estudo, alguns estudos verificaram a capacidade deste parasito em regular a
expressdo de ICAM-1 em outros modelos experimentais. O estimulo de vilos placentarios
humanos de primeiro trimestre gestacional com antigeno soltivel de 7. gondii (STAg) induziu
aumento na expressdo de ICAM-1, especialmente na camada de sinciciotrofoblasto (Ferro et

al., 2008). Alta expressao de ICAM-1 foi encontrada no sinciciotrofoblasto de placentas
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humanas diagnosticadas com vilite ou intervilosite causadas por 7. gondii ou T. cruzi
(Juliano; Blotta; Altermani, 2006). As divergéncias de resultados podem ser explicadas pelos
diferentes desenhos experimentais utilizados no presente estudo em comparagdo com o0s
outros dois acima descritos. Similarmente a 7. gondii, alguns estudos demonstraram que P.
falciparum modulou positivamente a expressao de ICAM-1. Placentas a termo infectadas por
P. falciparum apresentaram alta expressdao de ICAM-1 no sinciciotrofoblasto, principalmente
quando tratadas com TNF-a (Maubert et al., 1997). Mondcitos e macrofagos pertencentes a
placentas infectadas por P. falciparum expressaram altos niveis de ICAM-1, favorecendo a
adesdo destas células aos eritrocitos do espaco interviloso (Bulmer et al., 1993; Ordi et al.,
1998; Ismail et al., 2000). No entanto, de acordo com os nossos resultados, Sugiyama e
colaboradores (2001) ndo detectaram alta expressdo de ICAM-1 induzida por P. falciparum
no sinciciotrofoblasto ou citotrofoblasto de placentas a termo humanas infectadas por este
protozoario.

Adicionalmente, diversos estudos revelaram que 7. gondii e P. falciparum foram
capazes de regular positivamente a expressdo de ICAM-1 em outros tipos celulares ndo
derivados do microambiente placentario. 7. gondii induziu ao aumento de [CAM-1 em células
epiteliais pigmentares da retina humana (Nagineni et al., 2000), em células endoteliais de
cérebro murino (Lachenmaier et al., 2011) e humano (Hughes et al., 2010), em células
endoteliais da veia umbilical bovina (Taubert et al., 2006), em tecidos cerebrais de
camundongos C57BL/6 ¢ BALB/c (Silva et al., 2010) ¢ em monocitos humanos (Unno et al.,
2010). Surpreendentemente, apenas parasitos viaveis foram capazes de induzir ao aumento da
expressao de ICAM-1 em mondcitos humanos, excluindo a interferéncia de mediadores
inflamatorios na indugdo desta molécula de adesdo (Unno et al., 2010), diferentemente do
observado por nds, quando meio condicionado proporcionou aumento significante na

expressdo de ICAM-1 em células HeLa. Portanto, ¢ plausivel especular que a expressdo de
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ICAM-1 pode ser ativada por diferentes estimulos (parasitos vidveis ou mediadores
inflamatorios) em diferentes populagdes celulares.

Posteriormente, n6és demonstramos que o indice de infeccdo de 7. gondii foi
aumentado em células BeWo tratadas com IL-10 ou TGF-B1, como ja anteriormente
demonstrado por nosso grupo (Barbosa et al., 2008). Embora tenhamos previamente
demonstrado que IFN-y promoveu maior invasdo e replicacdo intracelular de 7. gondii em
células BeWo (Barbosa et al., 2008), o presente estudo mostrou que IFN-y ndo alterou o
indice de infec¢do nestas células. Esta divergéncia provavelmente esteja relacionada com a
menor concentragdo de IFN-y usada no presente estudo (20ng/ml), que foi dez vezes menor
que a concentragdo utilizada anteriormente (200ng/mL, Barbosa et al., 2008). Por outro lado,
IFN-y reduziu o indice de infeccdo em células HelLa, enquanto o tratamento com TGF-B1 ndo
alterou este indice nestas células, como também ja demonstrado anteriormente (Barbosa et al.,
2008). E possivel entdo afirmar que essas citocinas (TGF-B1 e IFN-y) agem diferentemente
em células BeWo e HeLa, regulando a susceptibilidade a infec¢do por 7. gondii.

De acordo com nossas observagdes, outros estudos ja demonstraram reduzido efeito de
IFN-y em células trofobldsticas humanas. IFN-y foi incapaz de estimular a expressdo da
enzima indoleamina 2,3-dioxygenase (IDO) em células BeWo (Entrican et al., 2002), um
importante mecanismo anti-parasitario ativado por IFN-y em muitos tipos celulares, incluindo
células HeLa (Carvalho et al., 2010). Além do mais, IFN-y ndo foi capaz de induzir a
fosforilagdo de STAT-1 em células trofoblasticas humanas da linhagem Jar e JEG-3,
impedindo a regulacdo de genes dependentes de IFN-y (Choi et al., 2007). O efeito oposto foi
observado em células HelLa, uma vez que apresentaram forte ativacdo de STAT-1 e alta
regulagdo de genes ativados por IFN-y (Choi et al., 2007). Assim, células trofoblasticas
parecem resistir aos efeitos pro-inflamatorios de IFN-y, provavelmente um mecanismo

altamente necessario para a manutencdo do desenvolvimento embrionario, impedindo sua
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rejeicdo pelo organismo materno (Challis et al., 2009; Saito, 2000), mesmo que favorega a
infecgdo de tecidos placentarios (Oliveira et al., 2006; Barbosa et al., 2008).

Células BeWo, independentemente de infec¢do, aumentaram a expressdo de ICAM-1
quando tratadas com TGF-B1 ou IFN-y. Nas células HeLa, a maior expressdao de I[CAM-1 foi
dependente de parasitos viaveis ou meio condicionado e, interessantemente, a elevada
expressdao de ICAM-1 dependente de 7. gondii foi significativamente reduzida na presenca de
TGF-B1 ou IFN-y. Além disso, existe uma correlagdo positiva entre expressao de ICAM-1 e
indice de infeccdo por 7. gondii. Em células BeWo, ambos TGF-f1 e IFN-y induziram
aumento na porcentagem de células ICAM-1" e, a0 mesmo tempo, favoreceram a infec¢io por
T. gondii, especialmente na presengca de TGF-B1. Assim, ¢ possivel especular que a alta
expressdo de ICAM-1 nessas condi¢des esteja diretamente relacionada com a maior
susceptibilidade de células BeWo a infec¢do por 7. gondii. Entretanto, em células HeLa,
ambos TGF-B1 e IFN-y promoveram reducio na porcentagem de células ICAM-1" induzida
por T. gondii e, a0 mesmo tempo, ndo favoreceram a infecc¢do, especialmente na presenga de
IFN-y. Assim, é possivel especular que a baixa expressio de ICAM-1 nessas condicdes
relaciona-se com o baixo indice de infec¢do em células HeLa. IFN-y ¢ uma citocina habil em
controlar a infeccdo por 7. gondii (Carvalho et al., 2010; Oliveira et al., 2006; Silva; Langoni,
2009; Skariah; Mcintyre; Mordue, 2010), porém, ao promover expressao de ICAM-1 em
células BeWo, facilitaria a infec¢ao destas células, justificando porque o tratamento com IFN-
vy em células BeWo nao foi atuante nesta populagdo celular. Ja TGF-B1 € uma citocina que
favorece a infecgdo por 7. gondii (Barbosa et al., 2008; Nagineni et al., 2000), no entanto, ao
reduzir a expressdo de ICAM-1 previamente induzida por 7. gondii em células Hela,
dificultaria a infec¢do destas células, justificando porque o tratamento com TGF-f1 em
células Hel.a ndo foi diferente em relacdo ao controle quanto ao indice de infecgdo. Todos

esses dados juntos demonstram pela primeira vez que ambos TGF-B1 e IFN-y regulam
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diferentemente o niimero de células ICAM-1" disponiveis para adesdo e posterior invasio do
parasito em células BeWo e Hela, reforcando que o microambiente pode ser favoravel ou néo
para a interacdo do parasito com a célula hospedeira.

Os resultados apresentados neste presente estudo estdo de acordo com outros
trabalhos. Windish e colaboradores (2009) também verificaram uma correlagao existente entre
expressio de ICAM-1 e TGF-B. A diferenciagdo de linfécitos T CD4" em células T
reguladoras Foxp3" é dependente de TGF-B e ICAM-1. Linfécitos T CD4" de camundongos
nocautes para I[CAM-1 foram incapazes de se diferenciar no perfil regulador (Treg), mesmo
na presenga de exdgenos de TGF-B (Windish et al., 2009). IFN-y, TNF-a e IL-1 também
induziram a expressdo de ICAM-1 em células BeWo, favorecendo a adesdo de mondcitos
humanos infectados por 7. gondii (Pfaff et al., 2005). Além do mais, IFN-y, TNF-a e IL-1
também promoveram forte expressdo de ICAM-1 em fibroblastos derivados de pulmao
humano (Spoelstra et al., 1999). Adicionalmente, estudos prévios do nosso grupo
demonstraram que MIF foi capaz de aumentar a expressdo de ICAM-1 no sinciciotrofoblasto
de placentas humanas de primeiro trimestre (Ferro et al., 2008). Assim, ¢ provavel que MIF
também favoreca expressdo de ICAM-1 em células BeWo, mas experimentos futuros sdo
necessarios para comprovar esta hipotese.

Nos também investigamos a produgdo de TNF-o em células BeWo e HelLa nas
condigdes que modularam ICAM-1 nestas células. Nossos resultados mostraram que todas as
condigdes que regularam positivamente ICAM-1 em células BeWo e HelLa foram capazes de
induzir liberacdo de TNF-a. Por outro lado, as condi¢des experimentais que regularam
negativamente ICAM-1 em células HeLa reduziram a liberagdo de TNF-a. Diversos estudos
jé relataram o efeito de TNF-a na expressdo de ICAM-1 em células trofobldsticas humanas.
Pfaff e colaboradores (2005) mostraram que a neutralizacdo de TNF-o em células BeWo

induziu uma significante diminui¢cdo na expressio de ICAM-1 nestas células. Gaffuri e
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colaboradores (1998) também demonstraram aumento na expressdo de ICAM-1 em células
trofoblasticas humanas de placentas a termo sob influéncia de TNF-o. Adicionalmente, TNF-
a foi detectado em soro de gestantes com pré-eclampsia e foi a citocina responsavel por
regular forte expressio de ICAM-1 em células trofoblasticas humanas de placentas de
primeiro trimestre (Abe et al., 2008). A expressao de ICAM-1 induzida por TNF-a em células
trofoblasticas parece ser dependente da via de sinalizagdo de NF-xB (Abe et al., 2008). No
entanto, estudos recentes sugerem que a fosforilacdo de ERK1/2 pode estar envolvida na
expressdo de ICAM-1 no sinciciotrofoblasto de placentas a termo humanas (Lucchi et al.,
2011).

ICAM-1 ¢ uma potencial molécula de adesdo da célula hospedeira para alguns
patégenos, como P. falciparum (Dietrich, 2002), alguns virus (Van de Stolpe; Van der Saag,
1996) e T. gondii (Barragan; Brossier; Sibley, 2005). Considerando que os resultados do
presente estudo mostram que IFN-y e TGF-B1 regularam diferentemente ICAM-1 e indice de
infeccdo em células BeWo e Hela, nds realizamos experimentos no intuito de confirmar o
papel de ICAM-1 na adesdo de 7. gondii a estas células. Quando células BeWo e HeLa
tiveram a molécula ICAM-1 neutralizada por anticorpo especifico, menor quantidade de
parasitos aderidos as membranas das células foi observada em células ICAM-1". Estes dados
fornecem fortes evidéncias de que TGF-B1 e IFN-y favorecem infec¢do por 7. gondii em
células BeWo por aumentar a expressdao de ICAM-1 na membrana plasmatica, facilitando a
adesdo dos parasitos. Mas ¢ muito provavel que o parasito utilize outras estratégias para aderir
¢ invadir nessas células. A descrigdo de ICAM-1 como uma molécula de adesdo para T.
gondii em células BeWo descreve apenas uma estratégia utilizada pelo parasito para infectar
tecidos placentarios e assim atravessar a interface materno-fetal. Outros trabalhos ja
mostraram o efeito de anticorpo neutralizante para ICAM-1, com importante reducdo na

transmigracdo de 7. gondii em células BeWo e Caco2 (células intestinais humanas)
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(Barragan; Brossier; Sibley, 2005). A neutralizagdo da molécula ICAM-1 com anticorpo a
10pg/mL também reduziu a adesdo de mondcitos infectados por 7. gondii as células BeWo,
diminuindo a transmissdo do parasito dos monocitos para o trofoblasto, corroborando o
potencial efeito de ICAM-1 na passagem transplacentaria de 7. gondii (Pfaff et al., 2005).

Assim, podemos concluir que TGF-B1 e IFN-y s@o importantes citocinas envolvidas na
regulagdo positiva de ICAM-1 em células trofoblasticas BeWo, proporcionado alta taxa de
adesdo de T. gondii a estas células e, conseqiientemente, favorecendo a sua infeccdo. Por
outro lado, TGF-B1 e IFN-y estdo envolvidos na regulacdo negativa de ICAM-1 em células
HeLa, dificultando a sua infec¢do. Nossos resultados adicionam novos dados sobre os efeitos
de TGF-B1, IFN-y e ICAM-1 como efetivos elementos envolvidos na infec¢do por 7. gondii
em células BeWo e HeLa. Portanto, os dados aqui apresentados fornecem novas evidéncias
das estratégias usadas por 7. gondii para aderir e invadir em células trofobldsticas humanas,
contribuindo para o entendimento de mecanismos atuantes na transmissdo vertical da

toxoplasmose.
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Figura 2
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CAPITULO II

Papel das vias de sinalizacao intracelulares ativadas por IL-
10, TGF-1 e IFN-y na susceptibilidade diferencial a infec¢io por
T. gondii em células trofoblasticas humanas (BeWo) e células

epiteliais uterinas humanas (HeLa)
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1. INTRODUCAO

O estudo a respeito das sinalizagdes intracelulares em diversos tipos celulares levou a
descoberta de varias vias, como, por exemplo, a descoberta das Janus Kinases (JAKs) e dos
transdutores de sinais e ativadores de transcri¢cao (STATs) (O’Shea; Murray, 2008).

As citocinas, na grande maioria das vezes, ativam cascatas intracelulares por
intermédio de ligacdo aos seus respectivos receptores. Alguns receptores celulares apresentam
atividade enzimatica intrinseca, porém os receptores para citocinas ndo possuem esta
especialidade, sendo dependentes de kinases associadas as suas caudas citoplasmaticas. Estas
kinases citoplasmaticas compreendem quatro membros da familia JAK: JAK-1, JAK-2, JAK-
3 e a tirosina kinase tipo 2 (TyK2), que se associam a uma gama de receptores (O’Shea;
Murray, 2008). E, com relagdo aos fatores de transcricdo STAT, existem sete membros:
STAT-1, STAT-2, STAT-3, STAT-4, STAT-5a, STAT-5b e STAT-6, que regularizam a
expressao de genes ao se ligarem as regides promotoras especificas no DNA da célula (Shuai;

Liu, 2003).

1.1. Sinalizacao intracelular ativada por IFN-y

A ligacdo de IFN-y ao seu receptor especifico na superficie celular ativa uma via
intracelular dependente de JAK-STAT (Rakesh; Agrawal, 2005). O receptor especifico para
IFN-y (IFNGR) consiste em duas subunidades protéicas transmembranicas denominadas
IFNGR-1 e IFNGR-2. Estes receptores nao possuem atividade catalitica propria, por isso suas
caudas citoplasmaticas estdo associadas as enzimas kinases JAK-1 ¢ JAK-2. IFN-y liga-se
especificamente a IFNGR-1, o que induz a fosforilagdo da sua por¢do citoplasmatica pela
JAK-1, que esta constitutivamente associada a esta subunidade do receptor para IFN-y.

Simultaneamente, JAK-2 fosforila a subunidade IFNGR-2. A fosforilagdo de IFNGR-1 pela
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JAK-1 gera sitios ligantes para STAT-1 que, ao se ligarem a cauda fosforilada de IFNGR-1,
sofrem fosforilacdo pela JAK-1 nos seus residuos de tirosina, especificamente o residuo 701
(T701). A fosforilacdo de STAT-1 no seu residuo T™"' leva & formagdo de homodimeros de
STAT-1 que migram em dire¢do ao nicleo da célula para ativar genes regulados por IFN-y.
Os homodimeros de STAT-1 ligam-se as seqiiéncias ativadoras de gama (GAS) no DNA da
célula e promovem a ativacdo desses genes (Figura I) (Croker; Kiu; Nicholson, 2008;
Hanada; Yoshimura, 2002; Platanias; Fish, 1999; Saha et al., 2010).

O fator de transcri¢do STAT-1, ativado por IFN-y, também sofre fosforilagdo nos seus

, . . . , 2
residuos de serina, mais especificamente no residuo 727 (S’

). Apesar desta fosforilagdo ndo
influenciar na forma¢do de homodimeros de STAT-1 ou na migracdo destes homodimeros
para DNA celular, a fosforilagio de S’*” é importante na transcrigio de genes regulados por
IFN-y (Decker; Kovarik, 2000; Wen et al., 1995; Zhu et al., 1997). Adicionalmente, tem sido
proposto que, na auséncia de STAT-1, IFN-y possa ativar outras STATs, como STAT-3
(Murray, 2007; Qing; Stark, 2004; Saha et al., 2010).

Dentre os varios genes ativados por IFN-y, o fator regulador de IFN tipo 1 (IRF-1) ¢
de extrema importancia (Figura I). IRF-1 ¢ um fator de transcri¢do ativado por IFN-y, sua
regulagdo ¢ dependente da via JAK-STAT (Tamura et al., 2008) e é capaz de induzir a
expressdo de varias proteinas que exercem funcdes fundamentais na resposta imune contra
microorganismos patogénicos (Saha et al., 2010). IRF-1 ativa genes que codificam proteinas
desencadeantes da apoptose, como caspases ¢ a proteina p2/, além de proteinas relacionadas
ao processamento antigénico (TAP-1 e TAP-2) no interior das APCs, proteinas que
constituirdo as subunidades proteassomicas (LMP-2, LMP-7 ¢ LMP-10) e proteinas que
formardo o MHC-II (Harada et al., 1998). Adicionalmente, IRF-1 esta relacionado a inducdo

da expressao da ciclooxygenase tipo 2 (COX-2), iNOS e a produgdo de IL-12 (Saha et al.,

2010).
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A ativagdo da via JAK-STAT por IFN-y ocorre em um grande niimero de células,
incluindo macrofagos (Han et al., 2010), fibroblastos, astrécitos, microglias (Saha et al.,
2010), células HeLa e trofoblasto humano (Choi et al., 2007). Células HeLa e as linhagens de
coriocarcinoma humano Jar, JEG-3 e BeWo apresentam receptores para IFN-y (Choi et al.,
2007; Entrican et al., 2002). No entanto, células Jar e JEG-3 estimuladas com IFN-y
apresentaram fosforilagdo de JAK-1, JAK-2 e STAT-1 reduzidas quando comparado as
células HeLa (Choi et al., 2007). Esta reduzida fosforilacdo da via JAK-STAT em células Jar
e JEG-3 foi acompanhada por menor expressdo de genes regulados por IFN-y, como IRF-1,

LMP-2 ¢ LMP-7 (Choi et al., 2007).

IFN
7_\. IFNGR1

! " weeen 3
[ PSMB10

IRF1 IRF1binding site  Soconda

IRF9 o

GAS response
Primary response

Figura I: Mecanismos moleculares da sinalizag@o intracelular induzida por IFN-y. A liga¢do de IFN-y ao seu
receptor especifico induz a fosforilagdo das JAKs e, posteriormente, das por¢des intracelulares dos receptores, o
que permite o recrutamento e a fosforilagdo das STAT-1. Homodimeros de STAT-1 migram para o niicleo celular,
ativam GAS (seqiliéncias ativadas por gama) e regulam a transcri¢do de genes especificos como IRF-1 que, por sua
vez, induz a ativagdo de outros genes (Saha et al., 2010).
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1.2. Sinalizacio intracelular ativada por I1L-10

A cascata de sinalizacdo ativada por IL-10 também usa a via JAK-STAT, semelhante
a via de IFN-y. IL-10 se liga ao seu receptor especifico presente na superficie celular,
constituido de duas subunidades: IL-10R1 (cadeia a) e IL-10R2 (cadeia ). JAK-1 se associa
a IL-10R1, e Tyk2 se associa a IL-10R2 (Donnelly et al., 1999).

O estimulo de células com IL-10 promove a associacdo das duas cadeias de
receptores, que agora adquirem uma configuragdo tetramérica. A formagdo deste complexo
direciona a ativagdo das proteinas quinases associadas ao receptor, JAK-1 e TyK-2 que, por
sua vez, vao fosforilar as caudas citoplamasticas do receptor bem como os residuos de tirosina
de fatores de transcri¢do, principalmente STAT-3, propiciando a expressdo de genes anti-
inflamatorios. O dominio intracelular da cadeia IL-10R1 possui residuos de tirosina que sdo
fosforilados pelas JAKs e atraem STAT-3 (Cheon et al., 2006; Donnelly et al., 1999). JAK-1
fosforila os residuos de tirosina de STAT-3, especialmente o residuo 705 (T705), levando a
formag¢do de homodimeros que translocam-se para o nucleo celular. Posteriormente ocorre
fosforilagdo dos residuos de serina de STAT-3 (S'%), porém esta fosforilagdo ocorre apenas
apos a migragdo de homodimeros de STAT-3 para o nucleo (Figura II) (Shen et al., 2004).
Receptores para IL-10 ja foram descritos em células do sistema imunoldgico, bem como no

trofoblasto humano em todos os periodos gestacionais (Hanna et al., 2000).

2002).

Tramnscription

Figura II: Mecanismos moleculares da sinalizag¢do
intracelular mediada por IL-10. A ligacdo de IL-10 ao
seu receptor especifico induz a fosforilacdo das kinases
JAK-1 e Tyk2, que fosforilam as porg¢des intracelulares
do receptor que, por sua vez, atrai STAT-3 para que
esta seja fosforilada pelas kinases (Hamilton et al.,
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A ativagdo de STAT-3 por diversas citocinas, incluindo IL-11, IL-6, fator inibitdrio de
leucemia (LIF) e IL-10, exerce importante fun¢do na interface materno-fetal (Fitzgerald et al.,
2008; Makrigiannakis et al., 2006). A fosforilagdo de STAT-3 por essas citocinas participa do
processo de decidualizag@o e da migragdo de células trofoblasticas extravilosas (Dimitriadis et
al., 2006; Paiva et al., 2007). Além disso, a ativacdo de STAT-3 por IL-11 € necessaria para
regular a capacidade invasora de células trofoblasticas JEG-3, uma vez que quando estas
células sdo silenciadas para STAT-3 com uso de RNA de interferéncia, o potencial invasivo e
migratorio delas caem significativamente (Suman et al., 2009).

De maneira semelhante as citocinas, 7. gondii também ¢ capaz de fosforilar e ativar
STAT-3. O parasito induziu a fosforilacdo de STAT-3 e reduziu a produgdo das citocinas IL-
12 ¢ TNF-a em macréfagos murinos. Esses dados sugerem que 7. gondii regula a via de
STAT-3 como um mecanismo de evasdo da resposta imune do hospedeiro (Butcher et al.,
2005). Além disso, a ativacao de STAT-3 por 7. gondii foi independente de IL-10 ou IL-6, ja
que a fosforilagdo de STAT-3 induzida pelo parasito permaneceu em animais infectados e
nocautes para estas citocinas (Butcher et al., 2005). No entanto, estudos prévios do nosso
grupo demonstraram que IL-10 foi importante na susceptibilidade de células BeWo a infec¢ao
por T. gondii (Barbosa et al., 2008). Assim, ¢ plausivel especular que 7. gondii faga uso de
STAT-3 na interface materno-fetal, de um modo dependente de IL-10 ou IL-6, para favorecer

a sua replicagdo e a sua passagem para tecidos fetais.

1.3. Sinalizaco intracelular ativada por TGF-§

TGF-B ¢ um fator de crescimento pertencente a superfamilia dos fatores de
crescimento beta, que também incluem as inibinas e activinas (Kitisin et al., 2007). As
isoformas de TGF-B (TGF-B1, 2 e 3) sdo liberadas na célula como precursores latentes,

necessitando serem ativados para exercerem as suas fungdes bioldgicas, como a participagdo
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no desenvolvimento embrionario, quimiotaxia, controle do ciclo celular e regulagdo da
resposta imune (Verrecchia et al., 2006).

Os receptores tipo I e II para TGF-B possuem um dominio intracelular com atividade
quinase serina-treonina para mediadores intracelulares conhecidos como proteinas Smads. A
cascata de sinalizacdo induzida por TGF-P estd esquematizada na figura III. Na presenca de
TGF-B, os dois tipos de receptores se juntam e formam uma estrutura estavel. O dominio
quinase do receptor tipo Il fosforila e ativa os receptores tipo I que, por sua vez, fosforilam R-

Smads (Smad-2 ¢ Smad-3) em seus residuos de serina (S**4%7

). As R-Smads sdo recrutadas
em direcdo aos receptores tipo I e interagem com Smad-4 (Co-Smad) formando um complexo

que migra em direcdo ao nucleo celular e estimula a expressao de genes (Hanada; Yoshimura,

2002; Kitisin et al., 2007; Santibafiez; Quintanilla; Bernabeu, 2011; Verrecchia et al., 2006).

DO 6]

’TGF-ﬁ
Cytoplasmic membrane]
g <+ > 1 ﬁ FYVE |
I TaRI
t:“ e @ - R-Smads (Smad 2,3)
I-Smads (Smad 7) ‘m) G}+ Co-Smads (Smad 4)

W-Smad

nucleus

Figura III: Mecanismos moleculares da sinalizagdo intracelular induzida por TGF-f. A ligagao de
TGF-B ao seu receptor especifico induz a sinalizagdo via proteinas Smads: TGF-§ liga-se ao
receptor tipo II (TPRII) promovendo o recrutamento e a fosforilagdo do receptor tipo I (TBRI) que,
pos sua vez, fosforila R-Smads. R-Smads ligadas a grupos fosfato associam-se com Co-Smad,
formando um hetero-complexo que migra em direcdo ao nucleo celular, onde podera se ligar a
seqiiéncias de DNA que regulam a expressdo de genes induzidos por essa citocina (Verrecchia et
al., 2006).
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TGF-B ja foi detectado em tecidos placentarios humanos (Frolik et al., 1983), além de
ser expresso pelo endométrio humano em diferentes estagios do ciclo menstrual, propiciando
uma rapida proliferacdo celular e remodelagem tecidual (Jones et al., 2006). A producdo e
secrecdo de TGF-B e activinas pelas glandulas epiteliais do endométrio sugerem o seu
envolvimento na preparagdo do endométrio para a implantagdo do embrido. A expressao de
TGF-B ¢ também observado na massa celular interna e no trofoblasto (Chow et al., 2001).
Entretanto, as diferentes isoformas da citocina estdo distribuidas de acordo com o tipo celular,
pois as isoformas TGF-B1 e 2 sdo mais abundantes no citotrofoblasto, enquanto que TGF-2
também possui expressdo nas células deciduais e TGF-3 de expressdo exclusiva nas células
imunes maternas (Ando et al., 1998; Simpson et al., 2002). Estudos revelaram que TGF-B ¢
capaz de regular a expressdo de aromatase, enzima essencial na producdo de estrégeno, em
células trofoblasticas JEG-3 e este efeito foi dependente da fosforilagdo de Smad-2 por TGF-f3
(Zhou et al., 2009).

O aumento da replicagdo de 7. gondii sob estimulo de TGF-B ja foi antes observado
em células epiteliais pigmentares da retina humana (Nagineni et al., 2002). Este estudo
demonstrou que 7. gondii influencia na expressio de RNAm para TGF-B e aumenta a
secrecdo de TGF-B1 e 2, ao mesmo tempo que torna o meio favordvel a proliferacdo do
parasito (Nagineni et al., 2002). Similares resultados foram observados quando a adi¢do de
TGF-B1 recombinante em macrofagos peritoniais murinos ou em macrofagos humanos
aumentou a replicacdo intracelular de Leishmania braziliensis e T. cruzi (Barral-Netto et al.,
1992; Silva et al., 1991). Em estudos prévios do nosso grupo, TGF-B1 induziu ao aumento do
indice de infeccao e da proliferacao intracelular de 7. gondii em células BeWo (Barbosa et al.,
2008). Assim, ¢ possivel que TGF-B1 ative a sinalizag@o intracelular mediada por Smads em

células BeWo para favorecer a infec¢do por 7. gondii nesta populagao celular.
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2. JUSTIFICATIVA

Nossos estudos prévios demonstraram que as citocinas IFN-y, IL-10 e TGF-B1
induziram a um aumento na proliferacdo intracelular e na invasdo celular de 7. gondii em
células trofoblasticas BeWo (Barbosa et al., 2008). No entanto, IFN-y reduziu
significativamente a proliferag¢@o e a invasdo celular do parasito em células HeLa (Barbosa et
al., 2008). Para entender os efeitos diferenciais dessas citocinas em células BeWo e Hela, ¢
fundamental investigar os mecanismos intracelulares ativados por elas, ou seja, analisar as
vias de sinalizacdo intracelular induzidas por IFN-y, IL-10 e TGF-B1 ¢ os possiveis efeitos da

neutralizacdo dessas vias na infec¢do por 7. gondii.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Manutencio de células BeWo e HeLLa em cultura

Células BeWo e HeLa foram adquiridas do ATCC e mantidas em cultura nas mesmas
condicdes descritas no Capitulo 1. Brevemente, as células foram cultivadas separadamente em
frascos de cultura de 25¢cm” ou 75¢m” contendo meio RPMI 1640 suplementado com 10% de
SBF, 10.000U/ml de penicilina e 10mg/ml de estreptomicina em estufa umidificada a 37°C e

5% de CO,, de acordo com Barbosa e colaboradores (2008).

3.2. Manutencio da cepa RH de 7. gondii em cultura

Os parasitos foram primeiramente mantidos in vivo na cavidade peritoneal de
camundongos Swiss (Mineo et al., 1980), como descrito anteriormente no Capitulo I
Posteriormente, os taquizoitas retirados da cavidade peritoneal de camundongos Swiss

previamente infectados foram centrifugados a 400g por 5 minutos, contados em camara de



83

Newbauer e adicionados em frascos de cultura contendo células BeWo e¢ HelLa com a

finalidade de manter parasitos in vitro para os futuros procedimentos experimentais.

3.3. Manutencio da cepa 2F1 de 7. gondii em cultura

Os taquizoitas da cepa 2F1 de T. gondii, que sdo derivados da cepa RH e que
expressam o gene da enzima [-galactosidase, foram gentilmente cedidos pelo professor Dr.
Vern B. Carruthers da Escola de Medicina da Universidade de Michigan, EUA. Os parasitos
foram mantidos em células HeLa cultivadas em meio RPMI a 2% de soro. A medida que a
grande maioria das células infectadas em cultura encontrava-se lisada pelo parasito, o meio
contendo taquizoitas livres foi centrifugado a 400g por 5 minutos, os parasitos
homogeneizados em meio a 2% de soro e distribuidos em novos frascos contendo células nao

infectadas.

3.4. Infeccdo por T. gondii (cepa 2F1 ou RH) e tratamento com citocinas em
células BeWo e HeLa

Células BeWo e Hela foram retiradas dos frascos de cultura usando solugdo de
tripsina-EDTA, centrifugadas a 400g por 5 minutos, homogeneizadas em meio a 10% de soro,
contadas em camara de Newbauer ¢ ajustadas para uma propor¢ao de 2x10* células a cada
200ul de meio. Posteriormente, as células foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pogos
e permaneceram por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apos esse periodo, as células
foram pré-tratadas com rTGF-B1, rIL-10 (ambas a 50ng/ml) ou rIFN-y (20ng/ml) por mais 24
horas. Depois, as células foram infectadas com a cepa 2F1 de 7. gondii (5:1), incubadas
durante 3 horas e, apo6s lavagens para retirada de parasitos ndo aderentes, as células foram
novamente tratadas com rTGF-B1, rIL-10 ou rIFN-y nas mesmas concentra¢des por adicionais

24 horas. Como controle, as células foram infectadas e ndo tratadas. Finalmente, as células
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foram submetidas ao ensaio de proliferagdo de 7. gondii através da reagdo de -galactosidade
(Teo et al., 2007). Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata.

Em outra abordagem experimental, as células foram plaqueadas em placas de cultura
de 96 pogos (1x10° células/200ul) e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apés 24 horas,
as células foram pré-tratadas com rTGF-B1, rIL-10 (ambas a 50ng/ml) ou r[FN-y (20ng/ml)
por mais 24 horas, infectadas por 7. gondii (cepa RH, 5:1) e, depois de 3 horas, as células
foram lavadas para retirar parasitos ndo aderentes e novamente tratadas com as citocinas
recombinantes nas mesmas concentragdes por adicionais 24 horas. Como controle, as células
ndo foram tratadas e nem infectadas ou somente infectadas. Finalmente, os sobrenadantes
foram coletados e armazenados a -70°C para posterior dosagem de citocinas por ELISA
Captura ou Citometria de Fluxo. Dois experimentos independentes foram realizados em

triplicata.

3.5. Ensaio de proliferacio de 7. gondii (cepa 2F1)

O ensaio de proliferacdo de 7. gondii (2F1) foi realizado de acordo com Teo e
colaboradores (2007), com pequenas modificagdes. Brevemente, amostras de parasitos 2F1
(curva padrdo: de 1x10° a 15,625x10° parasitos totais) e células BeWo e HeLa infectadas
foram lisadas com 100ul de tampao de lise RIPA [S0mM de Tris-HCI, 150mM de NaCl, 1%
de Triton X-100, 1% (peso/volume) de deoxicolato de sddio e 0,1% (peso/volume) de dodecil
sulfato de sodio (SDS), pH 7,5)] (Sigma) durante 30 minutos, incubadas com 100ul de
tampdo de ensaio (PBS a 100mM pH7,3; 9mM de MgCl, e 102mM de B-mercaptoetanol) e
40ul de CPRG (chlorophenol red-D-galactopyranoside; Roche Diagnostic) a 6,25mM por
adicionais 30 minutos. Apds este periodo, a atividade enzimatica da P-galactosidade foi
mensurada a 570nm usando leitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow

Laboratories, McLean, VA, EUA) e os dados foram apresentados como indice de proliferacao
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de T. gondii (B-Gal) de acordo com a referéncia da curva padrao (limite de detec¢do da reacdo

de 15,625x10° parasitos totais).

3.6. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) de Captura para IL-10, TGF-p1 e MIF

As concentragdes de IL-10, TGF-B1 e MIF nos sobrenadantes de células BeWo e
HeLa foram mensuradas por ELISA Captura, de acordo com as instrugdes do fabricante
(R&D Systems). Brevemente, placas de alta afinidade de 96 pogos (BD Biosciences) foram
sensibilizadas com anticorpos de captura anti-humanos especificos para cada citocina por 12
horas a temperatura ambiente; em seguida as placas foram lavadas com PBS-T (0,05%) e
bloqueadas durante 1 hora a temperatura ambiente com PBS mais 1% de soro albumina
bovina (BSA) para as citocinas IL-10 e MIF ou PBS-T (5%) mais 0,05% de azida sodica para
TGF-B1. Apds novas lavagens em PBS-T, 50ul das curvas de cada citocina (de 4000pg/ml a
62,5pg/ml para IL-10 e MIF; e de 2000pg/ml a 31,25pg/ml para TGF-f1) ou 50ul das
amostras de sobrenadantes de células BeWo e Hela foram adicionados nas placas e
incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, apds lavagens, as placas foram
incubadas com anticorpos de detec¢do anti-citocinas humanas conjugados com biotina
durante 2 horas a temperatura ambiente e, depois deste intervalo, estreptavidina conjugada
com peroxidase foi adicionada as placas e permaneceu em incubacdo por 20 minutos a
temperatura ambiente ¢ ao abrigo da luz. Finalmente, as placas foram novamente lavadas,
reveladas com TMB mais 0,03% de peréxido de hidrogénio por 20 minutos ¢ a densidade
optica foi mensurada por um leitor de microplacas a 450nm (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, McLean, VA, EUA). Os dados foram demonstrados em pg/ml de acordo com a
referéncia da curva padrao. Os limites de deteccdo do ensaio foram de 62,5pg/ml para IL-10 e

MIF e 31,25pg/ml para TGF-B1.
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No ensaio de deteccdao para TGF-B1, os sobrenadantes foram primeiramente tratados
com solugdes de acido e base para ativar a citocina presente na amostra, uma vez que TGF-3 ¢
secretado pelas células como um complexo inativo. O tratamento procedeu-se da seguinte
forma: 10pl de HCI 1M foi misturado aos 50ul de sobrenadante e incubado por 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, 10 de solucao contendo 1,2 M de NaOH e 0,5M de
Hepes foi adicionada aos sobrenadantes previamente incubados com HCI para neutralizar a

acdo do acido e, em seguida, as amostras foram colocadas nas placas de ELISA.

3.7. Dosagem de citocinas do perfil Th1/Th2 e IL-17A por citometria de fluxo

As citocinas humanas (IL-2, IL-4, IL-10, IL-6, IFN-y, TNF-o e IL-17A) nos
sobrenadantes de células BeWo e HeLa foram mensuradas usando o kit Th1/Th2/IL-17A
“Cytometric Bead Array™ (CBA) (BD Biosciences), de acordo com as instrucdes do
fabricante. Brevemente, as amostras de sobrenadantes foram misturadas com uma mistura de
“beads” de captura para cada citocina a ser quantificada. Apos a mistura, foram adicionados
os anticorpos anti-humanos conjugados com ficoeritrina (PE) para IL-2, IL-4, IL-10, IL-6,
IFN-y, TNF-a e IL-17A por 3 horas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Os tubos
foram entdo centrifugados (400g por 7 minutos) e os sobrenadantes foram cuidadosamente
aspirados e descartados. O “pellet” contendo as “beads” foi homogeneizado e analisado por
citometria de fluxo. As amostras foram lidas no citometro FACSCalibur BD™ (BD
Company, San Diego, CA, EUA) e os dados foram analisados pelo software BD™ Cell Quest
e CBA software. Os resultados foram apresentados em pg/ml de acordo com a referéncia das
curvas padrdes de cada citocina. Os limites de deteccdo de cada citocina foram: 20,25pg/ml
para IL-2; 19,7pg/ml para IL-4; 19,53pg/ml para IL-10; 20,16pg/ml para IL-6; 20,37pg/ml

para IFN-y; 20,12pg/ml para TNF-a; e 19,1pg/ml para IL-17A.
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3.8. Cinética da expressdo de STAT-1, IRF-1, STAT-3, Smad2 e Smad3 em
células BeWo e HeLa tratadas com rIFN-y, rIL-10 ou rTGF-p1

Numa primeira etapa de experimentos, células BeWo e HeLa foram retiradas dos
frascos de cultura usando solucdo de tripsina-EDTA, centrifugadas a 400g por 5 minutos,
homogeneizadas em meio a 10% de soro, contadas em cdmara de Newbauer e ajustadas para
uma proporgio de 1x10° células a cada 1ml de meio. Posteriormente, as células foram
plaqueadas em placas de cultura de 6 pogos e permaneceram por 48 horas em estufa a 37°C e
5% de CO,. Apos esse periodo, as células foram estimuladas como a seguir: (i) infectadas por
T. gondii (cepa RH, 5:1) por 1, 6 e 24 horas; ou (ii) tratadas com rIFN-y (20ng/ml) por 1, 6 e
24 horas; ou ainda (iii) tratadas com rIFN-y (20ng/ml) e infectadas por 7. gondii (cepa RH,
5:1) por 1, 6 e 24 horas. Como controle, as células ndo foram infectadas e nem tratadas. Os
tempos de incubacdo (1, 6 e 24 horas) foram baseados em estudos prévios (Choi et al., 2007).
Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata.

Numa segunda etapa de experimentos, células BeWo e HeLa foram retiradas dos
frascos de cultura usando solugdo de tripsina-EDTA, centrifugadas, homogeneizadas em meio
a 10% de soro, contadas em camara de Newbauer ¢ ajustadas para uma proporgdo de 1x10°
células a cada 1ml de meio. Depois, as células foram plaqueadas em placas de cultura de 6
pocos ¢ permaneceram por 48 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apds esse periodo, as
células foram estimuladas como a seguir: (i) infectadas por 7. gondii (cepa RH, 5:1) por 30
minutos, 1, 3, 6 ¢ 24 horas; ou (ii) tratadas com rIL-10 ou rTGF-B1 (ambas a 50ng/ml) por 30
minutos, 1, 3, 6 ¢ 24 horas; ou ainda (iii) tratadas com rIL-10 ou rTGF-B1 (50ng/ml) e
infectadas por 7. gondii (cepa RH, 5:1) por 30 minutos, 1, 3, 6 e 24 horas. Como controle, as
células ndo foram infectadas e nem tratadas. Os tempos de incubac¢ao com rIL-10 ou rTGF-B1

(30 minutos, 1, 3, 6 ¢ 24 horas) foram baseados em estudos prévios (Finsterbusch et al., 2011;



88

Zhou et al., 2009), respectivamente. Dois experimentos independentes foram realizados em
triplicata.

As células provenientes das duas etapas experimentais foram lisadas em tampao de
lise (50mM de Tris-HCI pH 8,0; 0,1mM de EDTA; 0,5% de Triton X100; 10% de glicerol;
ImM de dithiothreitol (DTT) e 200mM de NaCl) suplementado com coquetel de inibidores de
proteases (Complete®) mais ImM de Naz3VOs e ImM de NaF. Os lisados foram
centrifugados a 13.000g por 15 minutos a 4°C, os sobrenadantes contendo proteinas totais
foram coletados e submetidos a dosagem protéica pelo método de Bradford (Bradford, 1976).
Ap6s o ajuste para 60ug de proteinas totais, as amostras foram submetidas a Western blotting

para observacao da cinética de expressdo de STAT-1, IRF-1, STAT-3, Smad2 e Smad3.

3.9. Western blotting para STAT-1, IRF-1, STAT-3, Smad2 e Smad3

Apbés o ajuste para 60ug de proteinas, as amostras de proteinas totais foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilaminda (8% e 12%) sobre condigdes
desnaturantes e transferidas para membranas de PVDF. As membranas contendo as proteinas
totais foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e sob agitagdo constante em tampao
de blotting (25mM de Tris; 0,15M de NaCl e 0,1% de Tween 20, pH 7,4) contendo 4% de
leite em po. Apds este periodo, as membranas foram incubadas por 12 horas a temperatura
ambiente e sob agitacdo com os seguintes anticorpos primarios: policlonal de coelho anti-
STAT-1 fosforilada humana (T701) (1:1000, R&D Systems); monoclonal de camundongo anti-
STAT-1 total humana (1:500, Invitrogen Life Technologies); policlonal de coelho anti-IRF-1
humano (1:1000, Santa Cruz Biotechnology); monoclonal de camundongo anti-STAT-3

727

fosforilada humana (S™*") (1:500, Santa Cruz Biotechnology); monoclonal de camundongo

anti-STAT-3 total humana (1:500, R&D Systems); policlonal de coelho anti-Smad2/3

465/467

fosforilada humana (S ) (1:1000, Millipore); monoclonal de camundongo anti-Smad2/3
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total humana (1:1000, Santa Cruz Biotechnology); e monoclonal de camundongo anti-f-
actina humana (1:1000, Santa Cruz Biotechnology), todos diluidos em tampao de blotting
com 2% de leite em po. Depois, as membranas foram lavadas em tampao de blotting e
incubadas com anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (anti-coelho-peroxidase ou
anti-camundongo-peroxidase, Jackson ImmunoResearch Laboratories) na concentragdo de
1:3000 em tampao de blotting também a 2% de leite em p6 durante 2 horas sob agitagdo e
temperatura ambiente. A reagdo foi revelada em camara escura usando kit de
quimioluminescéncia (ECL kit) e as quantidades iguais de proteinas foram confirmadas por
coloragcdo de Pounceau (1%). A densitometria foi realizada usando o programa “KODAK
software” (1D Image Analysis Software 3.5) com a finalidade de determinar a intensidade
média das bandas. Os dados foram demonstrados como densidade relativa da razdo entre as

intensidades médias das bandas especificas de cada proteina e B-actina.

3.10. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade de células BeWo e Hela frente aos tratamentos com Fludarabine
(Sigma), inibidor de STAT-1, e WP1066 (Santa Cruz Biotechnology), inibidor de STAT-3,
foi verificada usando o ensaio calorimétrico de MTT [(3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5
difeniltertrazolim brometo)], seguindo o protocolo descrito por Mosmann (1983).

Células BeWo e Hela foram retiradas dos frascos de cultura usando solugdo de
tripsina-EDTA, centrifugadas a 400g por 5 minutos, homogeneizadas em meio a 10% de soro,
contadas em cdmara de Newbauer e ajustadas para uma propor¢io de 1x10° células a cada
200ul de meio. Posteriormente, as células foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pogos
e permaneceram por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, as células
foram tratadas com concentracdes crescentes de Fludarabine ou WP1066 (0,1uM; 0,25uM;

0,5uM; 1uM; 2,5uM, S5uM e 10uM) durante 24 horas em meio a 10% de soro. Apos esse
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periodo, os sobrenadantes foram removidos das placas e as células foram incubadas com 90ul
de MTT (0,5mg/ml) acrescido de 10ul de meio a 10% de soro em estufa durante 4 horas.
Depois, os sobrenadantes foram removidos e os cristais de formazan, produzidos pelas células
viaveis que metabolizaram o MTT, foram solubilizados com 100ul de solucao contendo SDS
a 10% e N, N-dimetil formamida a 50%. Apds 30 minutos de incubagdo, a densidade optica
(DO) foi obtida a 570nm em leitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, McLean, VA, EUA) e os resultados foram expressos como % de células viaveis
(viabilidade celular) em relacdo aos controles (100%). Dois experimentos independentes

foram realizados em triplicata.

3.11. indice de proliferacio de T. gondii (cepa 2F1) em células BeWo e HeLa
tratadas com inibidores de STAT-1 e STAT-3

Células BeWo e Hela foram retiradas dos frascos de cultura usando solugdo de
tripsina-EDTA, centrifugadas a 400g por 5 minutos, homogeneizadas em meio a 10% de soro,
contadas em camara de Newbauer e ajustadas para uma propor¢io de 2x10* células a cada
200ul de meio. Posteriormente, as células foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pogos
e permaneceram por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, as células
foram tratadas com Fludarabine (0,1uM a 0,5uM) ou WP1066 (0,1uM a 2,5uM) em meio a
10% de soro por 2 horas e, em seguida, as células foram infectadas com 7. gondii (cepa 2F1,
5:1) com meio a 2% de soro ¢ incubadas por 3 horas em estufa. Apds esse tempo, as células
foram novamente tratadas com os inibidores (Fludarabine ou WP1066) nas mesmas
concentracdes acima descritas na presenca ou auséncia de rIFN-y (20ng/ml) ou rIL-10
(50ng/ml), respectivamente, por adicionais 24 horas. Como controle, as células ndo foram
tratadas com citocinas ou inibidores (meio) ou foram tratadas apenas com citocinas.

Finalmente, as células foram submetidas ao ensaio de proliferagdo de 7. gondii através da
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rea¢do de B-galactosidade (Teo et al., 2007), conforme ja descrito anteriormente. Os dados
foram apresentados como indice de proliferagdo de 7. gondii (f-Gal) de acordo com a
referéncia da curva padrdo (limite de detec¢do da reacdo de 15,625x10° parasitos totais).

Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata.

3.12. Analise estatistica

Todos os dados foram analisados como média e desvio padrdo de dois experimentos
independentes realizados em triplicata. As diferencas entre grupos foram analisadas pelo teste
ANOVA com compara¢des multiplas de Bonferroni e as comparagdes entre condi¢des pares
foram realizadas pelo teste ¢ de Student, usando o programa GraphPad Prisma versdo 4.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). As diferengas estatisticas foram consideradas

significantes quando P<0,05.

4. RESULTADOS

4.1. A proliferaciao de 7. gondii ¢ aumentada em células BeWo tratadas com rIL-
10 e rTGF-p1, enquanto rIFN-y ndo é capaz de controlar a proliferacio do parasito

Como anteriormente demonstrado, as citocinas anti-inflamatorias rIL-10 e rTGF-B1
foram habeis em promover aumento significante no indice de infec¢do (porcentagem de
células infectadas) em células BeWo; enquanto que rIFN-y, diferentemente de células HelLa,
foi incapaz de controlar a invasdo de 7. gondii nas células BeWo. A modulagdo de ICAM-1
por estas citocinas em células BeWo e HeLa pode explicar, pelo menos parcialmente, a
diferencial capacidade de invasdo de 7. gondii nestas duas diferentes linhagens celulares.

Agora, com o objetivo de verificar a influéncia dessas mesmas citocinas na
proliferagdo intracelular de 7. gondii, células BeWo e HelLa foram cultivadas em estufa a

37°C e 5% de CO, dentro de placas de 96 pocos, pré-tratadas com rTGF-B1, rIL-10 ou rIFN-y,
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infectadas ou ndo por 7. gondii (2F1, 5:1) e novamente tratadas com as mesmas citocinas.
Finalmente, as células foram submetidas ao ensaio de proliferagdo de 7. gondii através da
reacdo de -galactosidade.

Maior indice de proliferacdo de 7. gondii foi observado em células BeWo tratadas com
rIL-10 (média de 248.100 parasitos totais) ou rTGF-1 (média de 172.700 parasitos totais) em
comparac¢do com células infectadas e ndo tratadas (média de 92.070 parasitos totais) (P<0,001
e P<0,05, respectivamente) (Figura 1). No entanto, similar aos dados de indice de infecgdo,
rIFN-y ndo demonstrou nenhum efeito significante em controlar a proliferacdo do parasito em
células BeWo (média de 79.060 parasitos totais) quando comparado as células infectadas e
ndo tratadas (média de 92.070 parasitos totais) (P>0,05) (Figura 1). Células HeLa tratadas
com rlIL-10 apresentaram média de 161.200 parasitos totais ou, quando tratadas com rTGF-
B1, apresentaram média de 170.900 parasitos totais, sendo, portanto, incapazes de induzir
aumento no indice de proliferacdo de 7. gondii em relacdo as células infectadas e ndo tratadas
(média de 175.400 parasitos totais) (Figura 1). Entretanto, de maneira diferente ao observado
em células BeWo, rIFN-y promoveu controle no indice de proliferagdo de 7. gondii em
células HeLa (média de 95.890 parasitos totais) quando comparado as células infectadas e ndo
tratadas (média de 175.400 parasitos totais) (P<0,05) (Figura 1).

Com relacdo ao indice de proliferacdo de 7. gondii na auséncia de qualquer estimulo
com citocinas, células HelLa apresentaram maior susceptibilidade a replicacdo do parasito
intracelularmente se comparado as células BeWo (médias de 175.400 e 92.070 parasitos

totais, respectivamente) (P<0,05) (Figura 1).
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4.2. Producio diferenciada de citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-p1) e
pro-inflamatoérias (MIF e IL-6) em células BeWo e HeLa

Com a finalidade de compreender os reais mecanismos operados por células BeWo e
HeLa que poderiam ser responsaveis pela susceptibilidade diferencial destas células a
infeccdo por 7. gondii, uma diversidade de citocinas foram quantificadas no sobrenadante
dessas células quando estimuladas ou nao por rIL-10, rTGF-B1 e rIFN-y. Para este proposito,
células BeWo e HeLa foram cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO, dentro de placas de 96
pogos, pré-tratadas com rTGF-B1, rIL-10 ou rIFN-y, infectadas ou ndo por 7. gondii (cepa
RH, 5:1) e novamente tratadas com as mesmas citocinas. Finalmente, o sobrenadante foi
coletado para posterior dosagem de citocinas por ELISA (IL-10, TGF-B1 e MIF) ou por
citometria de fluxo (Kit Th1/Th2/IL-17A: IL-6, IL-17A, IL-4, IL-2, IFN-y, IL-10 e TNF-a).

Células BeWo e HeLa produziram IL-10 e especialmente TGF-f1 na presenga ou
auséncia de infecgdo, porém maior producdo de TGF-B1 foi observada em células BeWo
infectadas e maior producdo de IL-10 foi detectada em células HelLa infectadas em
comparagdo com as respectivas células na auséncia de infeccdo (P<0,05) (Figura 2A-B).
Além disso, células HeLa diminuiram significativamente a producdo de TGF-B1 quando
infectadas por 7. gondii em relagdo as células ndo infectadas (P<0,05) (Figura 2B). Com
relacdo a produgdo de IFN-y, nenhuma das linhagens celulares produziu concentracdes
detectaveis da citocina (dados ndo mostrados).

No que se refere a producao de MIF, células BeWo apresentaram niveis aumentados
desta citocina apenas quando tratadas com rIFN-y, independentemente da presenca de T.
gondii (60492pg/ml e 6369pg/ml, respectivamente), se comparado as células ndo tratadas e
ndo infectadas (3193pg/ml) (ambos P<0,001) (Figura 3). Entretanto, células Hela
apresentaram niveis aumentados de MIF em diferentes condi¢des: quando ndo tratadas e

infectadas por T. gondii (5574pg/ml), tratadas com rIL-10 e infectadas (68780g/ml), e tratadas
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com rIFN-y na auséncia ou presenca de infec¢do (5202pg/ml e 7882pg/ml, respectivamente)
quando comparado as células ndo tratadas e ndo infectadas (2844pg/ml) (P<0,05) (Figura 3).
E, quando comparamos as duas linhagens celulares, células HeLa demonstraram maior
producdo de MIF em relagdo as células BeWo na maioria das condi¢cdes experimentais
(P<0,05), exceto na auséncia de qualquer estimulo (controle) (Figura 3).

Os dados de citometria de fluxo para IL-6 demonstraram que células BeWo
aumentaram consideravelmente a producdo desta citocina na presenca de 7. gondii
(4103pg/ml) em comparagdo com cé¢lulas ndo infectadas e ndo tratadas (1790pg/ml)
(P<0,001) (Figura 4A). Quando células BeWo ndo infectadas foram tratadas com rIL-10 ou
rTGF-B1, houve diminuig¢do na produgédo de IL-6 (1530pg/ml e 944,6pg/ml, respectivamente)
em relacdo as células ndo tratadas e ndo infectadas (1790pg/ml) (P<0,05 e P<0,001) (Figura
4A). Similarmente aos resultados de células BeWo nao infectadas e tratadas, células BeWo
infectadas e tratadas com rIL-10 ou rTGF-B1 diminuiram a produ¢do de IL-6 (3644pg/ml e
1609pg/ml, respectivamente) quando comparado as células infectadas e ndo tratadas
(4103pg/ml) (P<0,05) (Figura 4A). Finalmente, o tratamento de células BeWo com rIFN-y
induziu maior producdo de IL-6 (3770pg/ml) em relagdo as células ndo tratadas e nao
infectadas (1790pg/ml) (P<0,001), embora esta producdo ativada por rIFN-y tenha reduzido
em células infectadas (3439pg/ml) se comparado as células infectadas e ndo tratadas
(4103pg/ml) (P<0,05) (Figura 4A).

Para as células HelLa, os dados de citometria de fluxo demonstraram que a producao
de IL-6 aumentou quando estas células foram apenas infectadas (454pg/ml), ou infectadas e
tratadas com rIL-10 (381,5pg/ml), rTGF-B1 (368,7pg/ml) ou rIFN-y (368,6pg/ml), ou ainda
tratadas com rIFN-y e ndo infectadas (120pg/ml), em comparagdo com células nio tratadas e
ndo infectadas (53,8pg/ml) (P<0,001) (Figura 4B). Células HelLa nao infectadas e tratadas

com rTGF-B1 diminuiram a produgdo de IL-6 (22,3pg/ml) em relagdo as células ndo tratadas
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e ndo infectadas (53,8pg/ml) (P<0,001) (Figura 4B). A producdo de IL-6 ativada em células
HeLa infectadas e tratadas com rIL-10, rTGF-B1 ou rI[FN-y foi menor em comparagdo as
células infectadas e ndo tratadas (P<0,05) (Figura 4B).

Quando comparamos as duas linhagens celulares, células BeWo demonstraram maior
producdo de IL-6 em relacdo as células HeLa em todas as condi¢des experimentais (Figura
4A-B). Com relacdo as dosagens por citometria de fluxo de IL-4, IL-2, IFN-y, IL-17A, IL-10
e TNF-a nos sobrenadantes das células BeWo e Hela, os valores obtidos apresentaram-se

abaixo dos limites de deteccdo para todas as citocinas (dados ndo mostrados).

4.3. Células BeWo tratadas com rIFN-y apresentam fosforilacio reduzida de
STAT-1 e baixa expressdo de IRF-1

Foi mostrado anteriormente que células BeWo, diferentemente de células HelLa, ndo
foram capazes de controlar a invasdo e a proliferacdo intracelular de 7. gondii mediante
estimulo com rIFN-y. No intuito de verificar a via de sinaliza¢ao intracelular ativada por IFN-
vy em células BeWo e HeLa que pudesse refletir o efeito diferencial exercido por IFN-y no
parasitismo destas células, as mesmas foram cultivadas em placas de 6 pocos em estufa a
37°C e 5% de CO,. Ap6s 48 horas, as células foram tratadas com rIFN-y, ou infectadas por 7.
gondii e tratadas com rIFN-y, ou somente infectadas por 7. gondii, ou ainda nao estimuladas
(controle) durante 1, 6 e 24 horas. Posteriormente, as células foram lisadas e as proteinas
totais submetidas a Western blotting para detec¢ao das formas totais e fosforiladas de STAT-1
bem como expressao de IRF-1.

A expressio de STAT-1 total pdde ser observada em todas as condicoes
experimentais, inclusive em células BeWo ¢ Hel.a ndo tratadas e ndo infectadas, embora esta
expressdo tenha sido aumentada em ambas as células infectadas e tratadas com rIFN-y (Figura

5A-B). T. gondii ndo induziu a fosforilagdo de STAT-1 em nenhuma linhagem celular (Figura
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5A-C). rIFN-y induziu a fosforilagdo de STAT-1 em células BeWo, porém esta fosforilacao
foi significante estatisticamente apenas quando as células BeWo foram tratadas com rI[FN-y e
infectadas por 7. gondii em comparacdo com células ndo tratadas e ndo infectadas (P<0,001)
e também em relagdo as células apenas tratadas (P<0,05) (Figura 5A, C). Nas células Hela,
rIFN-y apenas ou rIFN-y mais 7. gondii induziram a uma forte e significante fosforilagdo de
STAT-1 quando comparado as células ndo tratadas (ambos P<0,001) (Figura 5B, C). Ao
compararmos a fosforilagio de STAT-1 entre as duas linhagens celulares, foi possivel
observar que rIFN-y induziu a uma reduzida fosforilagdo de STAT-1 em células BeWo se
comparada a forte fosforilacdo de STAT-1 detectada nas células HeLa (P<0,05) (Figura 5C).
Além disso, os diferentes horarios de estimulo com rIFN-y (1, 6 e 24 horas) ndo apresentaram
diferencas estatisticas na expressdao de STAT-1 fosforilada (Figura 5C).

A expressdao de IRF-1 foi elevada em células BeWo e Hela apos tratamento com
rIFN-y por 1, 6 € 24 horas quando comparado as células ndo tratadas (P<0,05) (Figura 6A-C).
No entanto, maior expressdao de IRF-1 apds tratamento com rIFN-y e infec¢do por 7. gondii
por 1, 6 e 24 horas foi apenas observada em células HeLa se comparado as células nao
tratadas e ndo infectadas (P<0,05) (Figura 6B, C). O tratamento com rIFN-y e infec¢ao por 7.
gondii por 1 hora induziu apenas a um leve aumento na expressdo de IRF-1 em células BeWo
em comparacdo as células ndo tratadas e ndo infectadas (P<0,05) (Figura 6A, C). T. gondii
ndo foi capaz de aumentar a expressdao de IRF-1 em nenhuma linhagem celular (Figura 6A-C).
Ao compararmos a expressdo de IRF-1 entre as duas linhagens celulares, foi observado que
células HeLa apresentaram maior expressdo de IRF-1 em relacdo as células BeWo em todas

as condi¢des experimentais (P<0,05) (Figura 6C).
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4.4. Em células BeWo, rIL-10 induz fosforilacio de STAT-3, mas rTGF-f1 nao é
capaz de induzir fosforilacio de Smad2 e Smad3

Foi mostrado anteriormente que células BeWo, diferentemente de células HeLa, foram
mais susceptiveis a proliferagdo de 7. gondii na presenga de exdgenos de rIL-10 e rTGF-p1.
Com a finalidade de explicar os efeitos diferenciais exercidos por IL-10 e TGF-B1 na
susceptibilidade de células BeWo e HelLa ao parasito, nos investigamos as vias de sinalizagdo
ativadas por estas citocinas em ambas linhagens celulares. Para isso, as células foram
cultivadas em placas de 6 pocos em estufa a 37°C e 5% de CO,, tratadas com rIL-10 ou
rTGF-B1, ou infectadas por 7. gondii e tratadas com rIL-10 ou rTGF-f1, ou somente
infectadas por 7. gondii, ou ainda ndo estimuladas (controle) durante 30 minutos, 1, 3, 6 ¢ 24
horas. Posteriormente, as células foram lisadas e as proteinas totais submetidas a Western
blotting para detec¢ao das formas totais e fosforiladas de STAT-3 e Smad2/3.

Os resultados obtidos do Western blotting mostraram uma fraca expressao para STAT-
3 total e fosforilada em células BeWo, independentemente dos tempos de incubac¢do com rlIL-
10 e T. gondii (dados ndo mostrados). No entanto, nenhuma fosforilagao visivel de STAT-3
foi observada em células HeLa tratadas com rIL-10 e/ou infectadas por 7. gondii (dados nao
mostrados). Além disso, células BeWo e Hela ndo apresentaram fosforilacdo de Smad2 ou
Smad3, apesar de mostrarem forte expressao das formas totais destas proteinas de sinalizagao,

de maneira independente dos tempos de incubagdo com rTGF-B1 (dados nao mostrados).

4.5. A regulacio da proliferaciao intracelular de 7. gondii induzida por rIFN-y e
rIL-10 é dependente de STAT-1 e STAT-3, respectivamente

Para confirmar o efeito da fosforilagdo de STAT-1 e STAT-3 induzida por rIL-10 e
rIFN-y na regulacdo da susceptibilidade de células BeWo e HeLa a proliferacdo de 7. gondii,

as células foram primeiramente tratadas com concentragdes crescentes (0,1uM, 0,25uM,
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0,5uM, 1pM, 2,5uM, 5uM e 10uM) dos inibidores de STAT-1 (Fludarabine) e STAT-3
(WP1066) para verificar a viabilidade celular e determinar as concentragdes de inibidores ndo
toxicas para as células.

Viabilidades celulares diferentes usando Fludarabine foram observadas em células
BeWo e HeLa. Fludarabine causou menor citotoxicidade as células BeWo se comparado as
células HeLa (Figura 7A, C). A viabilidade celular comegou a diminuir em células HelLa a
partir da concentracdo de 0,25uM de Fludarabine (P<0,001), enquanto que a viabilidade
celular em células BeWo apresentou decréscimo apenas a partir de SuM de Fludarabine, se
comparada as condi¢des sem inibidor (meio) (P<0,01) (Figura 7A, C). Viabilidades celulares
semelhantes foram observadas em células BeWo e HeLa tratadas com WP1066. Ambas as
células apresentaram viabilidade celular reduzida a partir de 10uM em comparacdo as células
ndo tratadas (P<0,05) (Figura 7B, D). Com a obtencdo desses dados, as concentragcdes de
0,1luM a 0,5uM e 0,1uM a 2,5uM foram adotadas para Fludarabine e WP1066,
respectivamente.

Apbés determinar as concentracdes de inibidores a serem utilizadas, células BeWo e
HeLa foram cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO, dentro de placas de 96 pocos, pré-
tratadas ou ndo com Fludarabine (0,1uM a 0,5uM) ou WP1066 (0,1uM a 2,5uM), infectadas
por T. gondii (2F1, 5:1) e tratadas ou ndo com rIFN-y ou rIL-10 na presenga ou auséncia de
Fludarabine e WP1066, respectivamente. Finalmente, as células foram submetidas ao ensaio
de proliferacdo de 7. gondii através da reacdo de -galactosidade.

Conforme ja mostrado anteriormente, células BeWo nao controlaram a proliferacdo de
T. gondii quando tratadas com rIFN-y em relacdo as células ndo tratadas (Figura 8A). No
entanto, células BeWo aumentaram o indice de proliferacdo de 7. gondii quando tratadas com
Fludarabine a 0,1luM em comparagdo com células ndo tratadas (P<0,05), ou quando

estimuladas com rI[FN-y mais Fludarabine (0,1uM e 0,25uM) em relagdo as células tratadas
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com rIFN-y (P<0,05) (Figura 8A). Em contrapartida, células HeLa reduziram a proliferacdo
de T. gondii quando tratadas com rIFN-y se comparado as células ndo tratadas (P<0,001)
(Figura 8C). Além disso, quase todas as concentragdes de Fludarabine foram capazes de
aumentar o indice de proliferacdo do parasito em células HeLa na presenca ou auséncia de
estimulo com rIFN-y, em comparagdo com células ndo tratadas (P<0,001) ou tratadas com
rIFN-y (P<0,05) (Figura 8C).

Células BeWo aumentaram o indice de proliferacdo de 7. gondii quando tratadas com
rIL-10 se comparado as células ndo tratadas (P<0,001) (Figura 8B). No entanto, a
proliferacdo do parasito diminuiu consideravelmente em células BeWo tratadas com todas as
concentragdes de WP1066, na presenca ou auséncia de estimulo com rIL-10, em comparacio
as células ndo tratadas (P<0,05) ou tratadas com rIL-10 (P<0,05) (Figura 8B). Nas células
HelLa, rIL-10 ndo induziu aumento no indice de proliferacdo de 7. gondii quando comparado
as células nao tratadas (Figura 8D). Porém, as concentracdes de 1uM e 2,5uM de WP1066
reduziram a proliferacdo do parasito em células HeLa se comparado as células ndo tratadas
(P<0,05); enquanto que as concentragdes de WP1066 a partir de 0,5uM junto ao estimulo de
rIL-10 também diminuiram o indice de proliferacdo de 7. gondii em relagdo as células HelLa

tratadas apenas com rIL-10 (P<0,05) (Figura 8D).

5. DISCUSSAO

No segundo capitulo deste estudo, foi investigado o papel de IL-10, TGF-B1 e IFN-y
na proliferacdo intracelular de 7. gondii ¢ o efeito das vias intracelulares ativadas por essas
citocinas nesta proliferacdo. Células BeWo apresentaram maior indice de proliferagdo de T.
gondii quando tratadas com IL-10 e TGF-B1, enquanto que IFN-y ndo foi capaz de controlar a

proliferacdo do parasito nestas células. Por outro lado, IL-10 e TGF-B1 ndo proporcionaram
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aumento do indice de proliferagdo de 7. gondii em células HeLa, entretanto IFN-y foi capaz
de controlar o mesmo indice nestas células. Estes resultados confirmam estudos prévios do
nosso grupo (Barbosa et al., 2008).

IFN-y j& mostrou ser incapaz de controlar a infeccdo por 7. gondii em células BeWo
(Barbosa et al.,, 2008; Oliveira et al., 2006), embora esta citocina tenha controlado a
replicagdo de N. caminum, parasito altamente semelhante a 7. gondii, em células BeWo
(Carvalho et al., 2010). IFN-y ¢ capaz de ativar diversos mecanismos efetores intracelulares
que controlam a infec¢do por 7. gondii, como por exemplo a indugdo de IDO, que ¢ ativada
em células Hela e ndo esta presente em células trofoblasticas BeWo (Carvalho et al., 2010;
Entrican et al., 2002; Oliveira et al., 2006). No entanto, outros mecanismos efetores
induzidos por IFN-y podem participar do controle do parasitismo em células HelLa e
mostrarem-se ausentes em cé¢lulas BeWo, tornando-as incapazes de combater o parasitismo
mesmo quando tratadas com estas citocinas. Além disso, alguns mecanismos efetores
induzidos por IL-10 e TGF-B1 também podem estar operando em células BeWo, favorecendo
sua maior susceptibilidade a infec¢do por 7. gondii, o que efetivamente ndo estaria ocorrendo
em células HeLa tratadas com estas citocinas. Assim, conhecer as vias intracelulares ativadas
por essas citocinas, bem como o papel dessas citocinas na regulacdo da secre¢do de outras
citocinas, poderiam esclarecer alguns dos mecanismos operantes em células BeWo e HelLa
que seriam responsaveis pelas susceptibilidades diferenciadas destas células a infec¢ao.

Apos observar o efeito de IL-10, TGF-f1 e IFN-y no indice de proliferagdao de T.
gondii em células BeWo e Hela, n6s mensuramos a concentragdo de algumas citocinas no
sobrenadante destas células.

Células BeWo e HeLa ndo infectadas produziram similares quantidades de IL-10 e
TGF-B1. Quando infectadas, células BeWo aumentaram apenas a produgdo de TGF-B1,

enquanto células HelLa aumentaram apenas a liberagdo de IL-10. Provavelmente, a maior
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produgdo de IL-10 por células HelLa nd3o seja suficiente para aumentar o indice de
proliferacdo de T. gondii nestas células, mas ¢ eficaz em induzir o aumento do indice de
infeccdo, como observado anteriormente no capitulo I. Adicionalmente, maiores
concentracdes de IL-10 em células HeLa infectadas ndo necessariamente ativa um perfil anti-
inflamatorio nestas células. Macrofagos humanos pré-tratados com IFN-y foram refratarios
aos efeitos de IL-10 (Herrero et al., 2003). Macrofagos pré-estimulados com IFN-y e tratados
com IL-10 foram incapazes de reduzir a produgcdo de mediadores inflamatorios induzido por
IFN-y, como TNF, IL-1 e IL-8. Além do mais, IL-10 induziu a fosforilagdo de STAT-1, e ndo
de STAT-3, em macrofagos pré-tratados com IFN-y, demonstrando um papel pro-inflamatério
de IL-10 em células tratadas com IFN-y (Herrero et al., 2003). Além disso, nossos estudos
prévios mostraram que células Hela tratadas simultaneamente com IFN-y e IL-10
continuaram sendo capazes de controlar ambos indices de infecgdo e proliferagdo de 7. gondii
(Barbosa et al., 2008). Assim, € possivel especular que IL-10, quando adicionada
concomitante a um estimulo pré-inflamatorio como IFN-y ou o proprio parasito 7. gondii,
possa exercer efeitos pro-inflamatérios e, consequentemente, ndo regular genes
imunossupressores.

Células BeWo produziram altas concentragdes de TGF-B1, sugerindo que os altos
indices de proliferagdo e infeccdo por 7. gondii nestas células estd relacionada aos niveis
aumentados desta citocina. Altas concentragdes de TGF-f1 também foram detectadas em
células BeWo infectadas por N. caninum, embora nenhuma produ¢do de IL-10 tenha sido
observada nestas células infectadas (Carvalho et al.,, 2010). Adicionalmente, 7. gondii
mostrou influenciar na expressao de RNAm para TGF- ¢ aumentou a secrecao das isoformas
1 e 2 desta citocina em células epiteliais pigmentares da retina humana, tornando o ambiente

favoravel a proliferagdo do parasito (Nagineni et al., 2002).
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Ao verificarmos a produgdo de MIF, células BeWo aumentaram a secrecdo de MIF
apenas quando tratadas com IFN-y. Este resultado estd de acordo com estudos prévios do
nosso grupo, que demonstraram maior producdo de MIF induzida por IFN-y em vilos
coridnicos humanos (Ferro et al., 2008; Gomes et al., 2011). De uma maneira geral, células
HeLa produziram maiores concentragdes de MIF se comparado as células BeWo, mesmo na
presenca de tratamento com IFN-y. A menor produ¢do de MIF por células BeWo em relagdo
as células HeLa pode estar relacionada com a maior susceptibilidade de células BeWo a
infeccdo por 7. gondii, jA que MIF ¢ uma citocina importante no controle do parasitismo
(Cavalcanti et al., 2011; Flores et al., 2008; Gomes et al., 2011; Terrazas et al., 2010).

Camundongos MIF™" s3o mais susceptiveis a infecgdo por 7. gondii quando infectados
pelas cepas ME49 ou RH em relagdo aos animais selvagens (Flores et al., 2008). A maior
susceptibilidade dos animais MIF”™ ao parasito foi conseqiiéncia da reduzida produgdo de
citocinas pro-inflamatorias como IL-12, IL-1PB, IFN-y, TNF-a e IL-18 pelas células
dendriticas desses animais (Flores et al., 2008). Além disso, células dendriticas derivadas de
camundongos MIF”" diminuiram significantemente a sua propriedade de maturacdo por
expressar baixos niveis de moléculas co-estimuladoras como CD80, CD86 e CD40,
prejudicando a resposta imune inata contra 7. gondii (Terrazas et al., 2010). Estes dados
sugerem que MIF age na regulacdo da fun¢@o de células do sistema imune inato em animais
infectados por 7. gondii (Flores et al., 2008; Terrazas et al., 2010), evidenciando o efeito
protetor de MIF contra 7. gondii. De maneira semelhante, Cavalcanti e colaboradores (2011)
observaram o importante papel de MIF no controle de 7. gondii no intestino de camundongos
infectados, uma vez que MIF induziu a produgdo de outras citocinas pro-inflamatorias como
IL-12, TNF-0 e IL-23. Adicionalmente, nossos estudos prévios verificaram que MIF foi
importante no controle da infeccdo por 7. gondii em vilos placentarios humanos de primeiro

trimestre gestacional (Gomes et al., 2011) e em células BeWo infectadas por 7. gondii e
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tratadas com azitromicina (Franco et al., 2011). De acordo com os resultados aqui
apresentados, células BeWo também produziram menores quantidades de MIF se comparado
as células HeLa na presenca de infec¢@o por N. caninum (Carvalho et al., 2010). Todos estes
dados reforcam o papel de MIF como citocina importante no controle da infec¢do por 7.
gondii. Possivelmente, células BeWo apresentaram-se mais susceptiveis a infeccdo na
presenga de IL-10 e TGF-B1, ou ndo controlaram a infec¢do quando estimuladas por IFN-y,
porque produziram menores quantidades de MIF em relacdo as células HeLa.

Quando verificamos a produgdo de IL-6, células BeWo aumentaram a secrecdo da
citocina quando infectadas e ndo tratadas e quando tratadas com IFN-y. No entanto, em
células BeWo tratadas com IL-10 ou TGF-B1 e infectadas ou ndo pelo parasito, a produgéo de
IL-6 caiu consideravelmente. O mesmo padrdo de resposta para IL-6 foi observado em células
HeLa, embora estas células produziram concentragdes de IL-6 bem menores se comparado as
células BeWo. IL-6 é uma citocina pro-inflamatoria que possui importante efeito contra a
infecc@o por 7. gondii (Halonen; Chiu; Weiss, 1998; Jebbari et al., 1998; Lyons et al., 2001).
E possivel que a regulagio negativa de IL-6 por IL-10 e TGF-Bl em células BeWo,
juntamente a menor producdo de MIF por estas células, possam agir conjuntamente para
favorecer a susceptibilidade de células trofoblasticas BeWo a infeccdo por 7. gondii. E, por
outro lado, células HeLa, mesmo que tenham regulado negativamente IL-6 quando tratadas
com IL-10 ou TGF-B1, estas células produziram significantes quantidades de MIF nas
mesmas condi¢des experimentais, o que poderia anular o efeito da baixa quantidade de IL-6 ¢
promover uma menor susceptibilidade ao parasitismo nestas células.

IL-6 possui importantes fungdes na interface materno-fetal, o que explica a sua grande
quantidade detectada em células BeWo se comparado as células HeLa. Expressdo de IL-6 ja
foi demonstrada no endométrio humano, especialmente nas células epiteliais e glandulas

associadas (Tabibzadeh et al., 1995), na camada de sinciciotrofoblasto e trofoblasto
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extraviloso (Jauniaux et al., 1996) e também no citotrofoblasto (Stephanou et al., 1995). A
expressdo de IL-6 na interface materno-fetal parece ser crucial para a migracdo e invasdo do
trofoblasto no endométrio, uma vez que demonstrou influenciar na secrecdo de
metaloproteinases (Meisser et al., 1999). Trabalhos mais recentes relataram expressao de IL-6
e seu receptor especifico em citotrofoblasto humano de primeiro trimestre gestacional e em
células trofoblasticas extravilosas da linhagem HTR-8 (Jovanovic; Vicovac, 2009). O
estimulo destas populacdes celulares com exdgenos de IL-6 aumentou o potencial migratdrio
e invasivo destas células por proporcionar forte expressdao das integrinas al, a5 e Bl na suas
respectivas membranas plasmaticas (Jovanovic; Vicovac, 2009). Adicionalmente, a producao
de IL-6 por células trofoblasticas extravilosas (HTR-8) induziu a uma forte fosforilagdo de
STAT-3 dependente de IL-6, tornando esta via de sinalizagdo importante no processo de
migracdo dessas células (Mulla et al., 2010). A expressdo de IL-6 também mostrou-se
importante no processo de nutricdo das proprias células trofoblasticas, uma vez que esta
citocina, através da fosforilagdo de STAT-3, promoveu uma maior captura de aminoacidos
pelo trofoblasto, ja que induziu a uma forte expressao do transportador de membrana SNAT2
(Jones; Jansson; Powell, 2009). A producdo de IL-6 por células BeWo também ja foi
observada em estudos anteriores (Fujisawa et al., 2000) e, além disso, IL-6 parece estar
envolvida na inducdo da liberacdo de hormonios, como a gonadotrofina coridnica humana
(BHCG), em células BeWo (Tsukihara et al., 2004) e em outros modelos de trofoblasto
humano (Li et al., 1992). Coletivamente, todos esses dados apontam a importancia de IL-6 na
interface materno-fetal e justifica a sua abundancia encontrada em células BeWo no presente
estudo.

Apesar de IL-6 desempenhar fungdes importantes para o sucesso gestacional, a sua
concentragdo deve ser equilibrada no microambiente uterino. Estudos demonstraram que altos

niveis de IL-6 estdo relacionados a apoptose de células trofoblasticas humanas, a ativagdo das
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células endoteliais maternas, ao desencadeamento da pré-eclampsia (Chen et al., 2010) e ao
desenvolvimento de inflamac¢des no corio e amnio (Lockwood et al., 2010). Assim, no
presente estudo, o efeito de IL-10 e TGF-B1 em reduzir a producdo de IL-6 em células BeWo
infectadas ou ndo por 7. gondii pode representar um potencial mecanismo de modulacao
destas citocinas anti-inflamatorias sobre IL-6, garantindo sua concentracdo adequada e
prevenindo possiveis danos as células trofoblasticas, mesmo que favoreca a infecc¢do por 7.
gondii. Interessantemente, Halonen e colaboradores (1998) observaram que IL-6 foi incapaz
de controlar a proliferacdo de 7. gondii da cepa ME49 em astrécitos murinos, apesar desta
citocina promover o controle do parasitismo sistemicamente (Jebbari et al., 1998). IL-6
impediu a produgdo de 6xido nitrico em astrocitos murinos infectados por 7. gondii e tratados
com IFN-y e IL-1B, revertendo o efeito protetor de IFN-y e IL-1p na infec¢do pelo parasito
(Halonen; Chiu; Weiss, 1998). Portanto, ¢ possivel especular que IL-6 possa exercer efeitos
diferenciados de acordo com o tipo celular envolvido, bem como em diferentes
microambientes. Para esclarecer esta hipotese, futuros experimentos sdo necessarios para
testar o efeito de IL-6 exdgena sobre o parasitismo em células trofoblasticas BeWo em
comparagdo com células HeLa.

Posteriormente, nés investigamos as vias de sinalizagdo ativadas por IL-10, TGF-B1 e
IFN-y em células BeWo e Hela através da deteccdo das formas totais e fosforiladas de
STAT-3, Smad2/3 ¢ STAT-1. Células BeWo apresentaram fraca expressio de STAT-3 (S"),
enquanto células HeLa ndo demonstraram nenhuma expressdo de STAT-3. Porém, nos nao
verificamos a fosforilagdo de STAT-3 nos seus residuos de tirosina 705. Apesar da fraca
expressdo de STAT-3 fosforilada na posig¢ao s77 por células BeWo, ainda ¢ possivel supor
que cé¢lulas BeWo tratadas com IL-10 possuem maiores indices de infeccdo e de proliferacdo
intracelular de 7. gondii pela ativagdo de STAT-3 dependente de IL-10 e, conseqiientemente,

induzindo a expressdo de genes anti-inflamatorios, diferentemente do observado em células



106

HeLa. A regulacdo de genes anti-inflamatdrios mediados por IL-10 e STAT-3 ja foi descrita
previamente por alguns estudos. IL-10, através da fosforilagdo de STAT-3, mostrou impedir a
degeneracdo de neurdénios murinos por suprimir mediadores pro-inflamatorios (Sharma et al.,
2011). Adicionalmente, IL-10 e STAT-3 controlaram a citotoxicidade de células natural
killers deciduais da linhagem NK-92 (Braunschweig et al., 2011); e a fosforilagdo de STAT-3
também mostrou-se fundamental para a sobrevivéncia e proliferagdo de células trofoblésticas
da linhagem JEG-3 (Oufkir; Vaillancourt, 2011). Entretanto, nds nao verificamos fosforilacao
de STAT-3 induzida apenas por T. gondii em células BeWo ou Hela, diferindo de estudos
anteriores que demonstraram ativagdo de STAT-3 por 7. gondii em macréfagos murinos de
um modo independente de tratamento com IL-10 ou IL-6 (Butcher et al., 2005).

No6s ndo detectamos nenhuma fosforilagdo de Smad2/3 em células BeWo e HeLa
tratadas com TGF-B1, porém a forma total de Smad2/3 foi fortemente observada em tais
células. Uma vez que o tratamento com TGF-B1 induziu a altos indices de infecgdo e
proliferacdo de 7. gondii em células BeWo, ¢ possivel que estes efeitos sejam independentes
de Smads.

Células BeWo apresentaram menor fosforilagio de STAT-1 e menor expressdo de
IRF-1 se comparado as células Hel.a. A ativagdo da via JAK-STAT-IRF-1 por IFN-y ¢é de
extrema importancia para o controle de infec¢des por diferentes patdgenos (Saha et al., 2010),
incluindo 7. gondii (Silva et al., 2002). Camundongos nocautes para IFN-y e IRF-1
mostraram-se extremamente susceptiveis a infeccdo por 7. gondii devido a uma alta carga
parasitaria no cérebro, figado, pulmao e baco destes animais, bem como a uma deficiéncia na
expressdo de IDO e na degradagao do triptofano, aminoacido essencial para o crescimento do
parasito (Silva et al., 2002). Assim, células BeWo, ao apresentarem menor ativa¢do de STAT-
1 e IRF-1, tornaram-se menos responsivas aos efeitos microbicidas induzidos por IFN-y;

enquanto que células Hela, possivelmente por apresentarem maior ativacdo desta via
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intracelular, mostraram-se altamente resistentes a infeccdo por 7. gondii. Estudos prévios ja
demonstraram que células trofoblasticas das linhagens Jar e JEG-3 apresentaram fracas
fosforilagdbes de JAK-1, JAK-2 e STAT-1 em relagdo as células HeLa, reduzindo
consequentemente a regulacdo de genes pro-inflamatdérios como IRF-1 e as subunidades
proteassdmicas LMP-2, LMP-7 e LMP-10 (Choi et al., 2007).

Para confirmar os efeitos das vias de sinaliza¢do ativadas por IL-10 e IFN-y na
proliferagdo intracelular de 7. gondii, n6s usamos inibidores especificos de STAT-3 e STAT-
1. Demonstramos que a inibi¢do de STAT-1 por Fludarabine aumentou o indice de
proliferacdo de 7. gondii, especialmente em células Hela tratadas ou ndo por IFN-y. Esse
resultado sugere que a inibig¢do da via intracelular ativada por IFN-y impossibilitou a sua agao
efetora contra a infeccdo por 7. gondii em células HeLa. Apesar de células BeWo ndo
controlarem a infec¢@o por 7. gondii frente a administracdo de IFN-y, um efeito basal desta
citocina ocorre nestas células, uma vez que a inibicdo de STAT-1 promoveu um significante
aumento da proliferacdo do parasito nessa linhagem celular. Por outro lado, a inibi¢do de
STAT-3 por WP1066 reduziu consideravelmente a proliferacdo de 7. gondii, principalmente
em cé¢lulas BeWo tratadas ou ndo com IL-10. Assim, a inibi¢do da via intracelular ativada por
IL-10 impediu o efeito positivo desta citocina em aumentar a suscpetibilidade de células
BeWo a infecgdo. Mesmo que nos tenhamos mostrado anteriormente que células HelLa nao
mostraram aumento no indice de proliferacdo de 7. gondii frente ao tratamento com IL-10,
um efeito basal desta citocina pode ser observado nestas células, ja que a inibicdo de STAT-3
junto com o tratamento de IL-10 reduziu a replicacdo do parasito em algumas condigdes.
Portanto, ¢ possivel sugerir que a proliferacdo de 7. gondii em células BeWo ¢ HeLa frente
aos estimulos com IL-10 ou IFN-y é modulada pelas vias intracelulares ativadas por estas

citocinas.
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IL-6 e IL-10 sdo citocinas com efeitos antagonicos, porém ambas induzem vias
intracelulares dependentes de STAT-3 (Cheon et al., 2006; Donnelly et al., 1999; Mulla et al.,
2010). E possivel supor que IL-6 favorega susceptibilidade a infecgio quando administrada
junto com IL-10, desde que IL-6 impediu a produ¢do de 6xido nitrico em astrocitos murinos
infectados por 7. gondii, ou seja, em um microambiente considerado imunologicamente
privilegiado (Halonen; Chiu; Weiss, 1998). Talvez em células trofoblasticas, representantes
de um sitio de imunoprivilégio, IL-6 também ative STAT-3 e favoreca o parasitismo em
células trofoblasticas BeWo. Novos experimentos abordando estes pardmetros ja estdo sendo
conduzidos.

Todos esses dados nos permitem sugerir que a maior ou menor susceptibilidade de
células BeWo e HeLa a infec¢do por 7. gondii frente aos estimulos com IL-10, TGF-B1 e
IFN-y ¢ dependente de vias distintas de sinaliza¢do intracelular, bem como da producdo

diferenciada de fatores inflamatorios (MIF e IL-6) mediados por IL-10, TGF-B1 e IFN-y.
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CONCLUSOES GERAIS
A andlise dos nossos dados apresentados tanto no Capitulo I, quanto no Capitulo II,
nos permite concluir que:

e IL-10 e TGF-B1 induzem o aumento do indice de infeccdo por 7. gondii em células
BeWo;

e [FN-y controla o indice de infec¢@o por 7. gondii em células HeLa, mas ndo o faz em
células BeWo;

e TGF-B1 e IFN-y induzem aumento da expressdo de ICAM-1 em células BeWo;

e TGF-B1 e IFN-y promovem reducdo da expressdo de ICAM-1 induzida por 7. gondii
em células HeLa;

e O aumento na expressdao de ICAM-1 esta associado ao aumento do indice de infecg@o
por T. gondii em células BeWo e HeLa;

e ICAM-1 é uma molécula participante da intera¢ao parasito-hospedeiro por favorecer a
adesdo de T. gondii a membrana de células BeWo e HeLa;

e IL-10 e TGF-B1 induzem o aumento do indice de proliferagdo intracelular de 7. gondii
em células BeWo;

e [FN-y controla a proliferagdo intracelular de 7. gondii em células HeLa, mas ndo o faz
em células BeWo;

e (élulas BeWo produzem mais TGF-f1 quando infectadas, e células HeLa secretam
mais IL-10 quando infectadas;

e (élulas HeLa produzem maiores concentragdes de MIF que células BeWo;

e IL-10 e TGF-B1 reduzem a producao de IL-6 em células BeWo quando infectadas ou
ndo por 1. gondii,

e Maior fosforilacdo de STAT-3 ¢ observada em células BeWo que em células HeLa;
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e Menor fosforilagdo de STAT-1 e reduzida expressdo de IRF-1 sdo observadas em
células BeWo quando comparado as células HeLa;

e STAT-1 e STAT-3 participam efetivamente da regulacdo da infeccdo por 7. gondii em

células BeWo e Hela.

De uma maneira geral, ¢ possivel concluir que IL-10, TGF-B1 e IFN-y sdo citocinas
que agem distintamente em células BeWo e Hela, induzindo vias intracelulares diferentes e
regulando diferentemente mecanismos efetores envolvidos na maior ou menor susceptibilidade

destas células a infeccdo por 7. gondii.
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ANALISE FINAL N° 197/08 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O
PROTOCOLO REGISTRO CEP/UFU: 088/08

Projeto Pesquisa: “Analise das proteinas que medeiam a sinalizag&o intracelular em
células ftrofoblasticas humanas (linhagem BeWo) submetidas & infeccdo por
Toxoplasma gondii e tratadas com IL-10, TGF-B1 e IFN-y”.

Pesquisador Responsavel: Eloisa Amalia Vieira Ferro

De acordo com as atribuicbes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP
manifesta-se pela aprovagéo do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres
humanos, nos limites da redacéo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da
pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de
pesquisa.

b- podera, por escolha aleatoria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e
documentagao pertinente ao projeto.

c- a aprovagao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento
a Resolugado 196/96/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Data para entrega 1°Relatério Parcial: dezembro/2008
Data para entrega 1°Relatério Parcial: dezembro/2009
Data para entrega 1°Relatério Parcial: dezembro/2010
Data para entrega Relatorio Final: dezembro/2011

SITUA(}I-\O:~ PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.
OBSERVACAO: nos proéximos protocolos, enviar o cronograma més a més

ey

Uberlandia, 30 de maio de 2008. (i
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._Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador

» O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer
fase da pesquisa, sem penalizagéo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - ltem IV.1.f) e
deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem
IV.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente
apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item I11.3.z), aguardando seu parecer, exceto
quando perceber risco ou dano no previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a
um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram agio imediata.

* O CEP deye ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS
Item V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo
que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitria — ANVISA — junto
com seu posicionamento.

* Eventuais modificages ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a
parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I ou II apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envié-las também 4 mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97, item I11.2.¢). O prazo para entrega de relatério é de 120 dias apés o término
da execugdo prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.



