UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Ciéncias Biomédicas
Programa de Pds-Graduagdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas

Alteracdes funcionais induzidas por celulas trofoblasticas em mondcitos

infectados por Toxoplasma gondii

Andressa da Silva Castro

Uberlandia
Maio — 2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Ciéncias Biomédicas
Programa de Pds-Graduagdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas

Alteracdes funcionais induzidas por celulas trofoblasticas em mondcitos

infectados por Toxoplasma gondii

Dissertacédo apresentada ao Colegiado do Programa de
Pds-Graduagdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas
como requisito parcial a obtencéo do titulo de Mestre.

Aluna: Andressa da Silva Castro
Orientarado: Prof®. Dr?. Eloisa Amalia Vieira Ferro
Co-orientador: Prof. Dr. Tiago Wilson Patriarca Mineo

Uberlandia
Maio — 2012



(Fequinfe.)

“Numa folha qualguer eu desenfic um sol amarelo
€ cam cince au seis wetas é fdcil fazen um castelo.
Covre a lapis em torne da mae e me dow uma luva,
€ se fago chaver, com dais 1isces tenfioc um guarda-chuva.

Se um pinguinfio. de tinta cai num pedacinfio azul de papel,
Num instante imagine uma linda gaiveta a vear ne céu.
Vai veanda, centernande a imensa cuwa Node e Sul,
Vou com ela, viajande, Havai, Pequim cu Jstambul.
Pinto um barco a vela brance, navegande, é tanto. céu e mar num beijo azul.

Entre as nuvens vem suginde um linde avide wsa e grend.
Jude em velta caloninde, com suas luzes a piscax.
Basta imaginar e ele estd patinde, sexenc, inda,

€ se a gente quiser ele vai peusar.

Numa felha gualquer ew desenfic um navie de partida
Com alguns bons amiges beliendo de bem com a vida.
De uma (mérica a cutra censige passar num sequnde,
Gino um simples cempasse e num civeulo ew fage e munde.

Um menino. caminfia e caminfiande chega ne mure
€ ali logo. em frente, a esperar pela gente, e futuro estd.
€ ¢ future é uma astwonave que tentamas piletar,
Nae tem tempo nem piedade, nem tem fora de chegar.
Sem pedin licenga muda nessa vida, depais convida a wir cu chorar.

Nessa estrada nie nes cabie cenfiecer au ver o que vird.
O fim dela ninguém sabie bem ac certe onde vai dax.
Vamas tedes numa linda passarela
De uma aguarela gue um dia, enfim, descelorind.”
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RESUMO

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular capaz de infectar humanos e causar a
toxoplasmose. Esta doenca é potencialmente grave em individuos imunocomprometidos e
durante a gestacdo, uma vez que a infeccdo congénita pode comprometer a gestacdo e o
desenvolvimento normal do embrido. Durante a gestacdo, celulas trofoblasticas constituem
uma importante barreira materno-fetal e células imunes inatas, como o0s monadcitos, se
concentram ao redor dessas células trofoblésticas. Assim, interacbes entre células
trofoblasticas e mondécitos sdo importantes para manter o curso gestacional, especialmente em
situacbes de infeccdo. Este estudo teve como objetivo avaliar se células trofoblasticas
(linhagem BeWo) modulam a atividade funcional de mondcitos (linhagem THP-1) na
presenca ou auséncia de infeccdo por T. gondii. Inicialmente caracterizou-se o perfil de
citocinas (MIF, IL-12, IL-6, IL-17A, TGF-B1 e IL-10) secretadas por células THP-1 e BeWo
ndo-infectadas e infectadas por T. gondii. Verificou-se que ambas as linhagens celulares
exibem perfil de citocinas pro-inflamatorias quando infectadas. Posteriormente, células THP-
1 foram estimuladas com sobrenadantes de células BeWo ndo-infectadas ou infectadas com T.
gondii e, apos esse estimulo, células THP-1 foram infectadas com T. gondii. A secrecdo de
citocinas por células THP-1 foi avaliada, bem como a susceptibilidade dessas células a
infeccdo por T. gondii. Os resultados demonstraram que o sobrenadante de células BeWo
infectadas induziu células THP-1 ndo-infectadas a secretarem niveis maiores de citocinas pro-
inflamatorias e o sobrenadante de células BeWo nédo-infectadas diminuiu a secre¢do de MIF,
aumentou a secrecdo de IL-6 e ndo alterou a secrecdo de IL-12 e IL-17 por estas células THP-
1. Além disso, os dois diferentes sobrenadantes foram capazes de induzir secrecdo menor de
MIF e IL-12 e secre¢cdo maior de IL-6 por células THP-1 infectadas com T. gondii. A

secrecdo de IL-17 por células THP-1 infectadas foi maior apenas com estimulo de células
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BeWo infectadas. A secrecdo de TGF-B1 por células THP-1 estimuladas com sobrenadante de
celulas BeWo ndo-infectadas ou infectadas diminuiu, enquanto que a secre¢do de IL-10, nas
mesmas condi¢fes, aumentou. Além disso, células THP-1 estimuladas, principalmente, com
sobrenadante de células BeWo infectadas, foram mais resistentes a proliferagdo de T. gondii.
Células THP-1 tratadas com rIL-6 foram menos permissivas a proliferacdo de T. gondii e na
auséncia desta citocina, a proliferacdo parasitaria foi maior. Portanto, a secre¢do de IL-6 por
celulas THP-1 estd envolvida no controle da infeccdo por T. gondii. Adicionalmente, a
secrecdo de IL-6 e MIF por células BeWo, mas ndo a secrecdo de TGF-f1, foi importante
para controlar o parasitismo em células THP-1. Em conjunto, estes resultados sugerem que
celulas trofoblasticas sdo habeis em modular a atividade de mondcitos e este processo pode

estar associado & manutengdo da gestacao.

Palavras chaves: trofoblasto, mondcitos, Toxoplasma gondii, citocinas.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an intracellular parasite that can infect humans and cause
toxoplasmosis. This pathogenesis is potentially severe in immunocompromised individuals
and during pregnancy because congenital infection can adversely affect both the gestation and
normal development of the embryo. During pregnancy, trophoblast cells constitute an
important maternal-fetal barrier and innate immune cells, such as monocytes, concentrate
around them. Thus, interactions between trophoblast cells and monocytes are important to
maintain the normal course of pregnancy, especially in situations of infection. This study
aimed to evaluate if trophoblast cells (BeWo cell line) modulate the functional activity of
monocytes (THP-1 cell line) in the presence or absence of T. gondii infection. The perfil of
cytokines (MIF, IL-12, IL-6, IL-17A, TGF-B1 e IL-10) secreted by THP-1 and BeWo cells
was characterized and both of the cell lines show profile of pro-inflammatory cytokines after
the infection. Furthermore, THP-1 cells were stimulated with supernatants of BeWo cells
previously infected or not with T. gondii and, after this, THP-1 cells were infected with T.
gondii. The secretion of cytokines by THP-1 cells was then evaluated, as well as the
susceptibility of these cells to T. gondii infection. The results demonstrated that the
supernatant of infected BeWo cells induced non-infected THP-1 cells to secret higher levels
of pro-inflammatory cytokines and the supernatant of non-infected BeWo cells decreased the
secretion of MIF, increased the secretion of IL-6 and not altered the secretion of IL-12 and IL-
17 by these THP-1 cells. Furthermore, both of the supernatants induced lower secretion of
MIF and IL-12 and higher secretion of IL-6 by THP-1 cells infected with T. gondii. The
secretion of IL-17 by infected THP-1 cells was higher only with stimuli of infected BeWo
cells. The secretion of TGF-1 by THP-1 cells stimulated with the supernatants of uninfected

or infected BeWo cells was down-modulated while the secretion of IL-10, in the same
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conditions, was up-modulated. In addition, THP-1 cells stimulated, principally with the
supernatants of previously infected BeWo cells, were more resistant to T. gondii proliferation.
THP-1 cells treated with rIL-6 were less permissive to T. gondii proliferation and in the
absence of this cytokine, this parasite proliferation increased. Thus, the secretion of IL-6 by
THP-1 cells is involved in the control of T. gondii infection. Additionally, the secretion of IL-
6 and MIF by BeWo cells, but not the secretion of TGF-B1, was important to control the
parasitism in THP-1 cells. Together, these results suggest that trophoblast cells are able to
modulate the activity of monocytes and it is associated with the control and maintenance of

pregnancy.

Keywords: trophoblast, monocytes, Toxoplasma gondii, cytokines
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1. INTRODUCAO
1.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozoario cosmopolita, parasito intracelular obrigatorio capaz
de infectar um amplo espectro de hospedeiros, que incluem todos os animais de sangue quente
e alguns invertebrados (NEVES, 2002).

O parasito foi primeiramente identificado em dois paises diferentes no ano de 1908, por
Nicolle e Manceaux na Tunisia (Africa), em um roedor, Ctenodactylus gundi e, em S&o Paulo
(Brasil), por Splendore em coelhos (REY, 2001; KAWAZOE, 2005), sendo 0 género e a
espécie introduzidos em 1909 por Nicole e Manceaux. Toxoplasma gondii pertence ao Reino:
Protista; Sub-reino: Protozoa; Filo: Apicomplexa; Classe: Sporozoa; Sub-classe:Coccidia;
Ordem: Eucoccidia; Sub-ordem: Eimeriina; Familia: Sarcocystidae; Género: Toxoplasma;
Espécie: Toxoplasma gondii (REY, 2001).

Morfologicamente T. gondii possui estrutura arqueada, nucleo situado no meio do corpo
ou mais préximo da extremidade posterior, membrana externa simples e membrana interna
dupla, e todas as organelas de células eucariontes, dentre outras que sdo particularidades do
parasito (REY, 2001). Na regido anterior do parasito localiza-se o complexo apical
constituido por organelas caracteristicas de individuos pertencentes ao filo Apicomplexa,
como: condide, anel polar, microtdbulos subpeliculares, roptrias, micronemas e granulos
densos (NEVES, 2003).

Algumas dessas estruturas s@o essenciais no processo de adesdo e invasdo de T. gondii na
célula alvo, visto que, assim como outros parasitos do filo Apicomplexa, esse processo ocorre
por meio de mecanismos dinamicos (BLADER; SAEIJ, 2009). As micronemas Sao
responsaveis pela secrecdo de moléculas adesivas, denominadas proteinas micronemais
transmembranas (TM-MICs), que agem no reconhecimento e na adeséo inicial do parasito aos

receptores da superficie da célula hospedeira. J& foram descritos 20 tipos de proteinas
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secretadas pelas micronemas (ZHOU et al., 2005; BLADER; SAEIJ, 2009) e dentre elas,
MIC1, MIC2, MIC4, MIC6 e MICB8 sdo essenciais nos processos de adesdo parasitaria (LIU
et al., 2010; SHEINER et al., 2010). Estudos demonstraram que MIC2 é capaz de se ligar a
moléculas de adesdo presentes na superficie da célula hospedeira propiciando a migracéo de
T. gondii para tecidos, inclusive os imunologicamente privilegiados, como cérebro, retina e
placenta, promovendo a disseminagdo mais rapida do parasito no organismo hospedeiro
(BARRAGAN; BROSSIER; SIBLEY, 2005).

Ap0s a adesdo nas células hospedeiras, T. gondii penetra ativamente na mesma, em um
processo dependente de actina e miosina do parasito e dos microtdbulos da célula hospedeira
(MEHTA,; SIBLEY, 2010; SWEENEY et al., 2010). O processo de invasdo do parasito na
celula hospedeira é rapido, ocorrendo em poucos segundos. A locomocgdo do parasito se da
por meio de um mecanismo de motilidade denominado “gliding”, definido por movimentos
espiralares dirigidos pelo sistema actina-miosina parasitario  (SIBLEY, 2004;
CARRUTHERS, 2006; BARRAGAN; HITZIGER, 2008). Em etapa subsequente, ocorre a
liberacdo de proteinas derivadas das roptrias (ROP1 a ROP29). Essas proteinas atuam
aumentando a fluidez da membrana plasmatica da célula hospedeira, facilitando a
internalizacdo do parasito (KIM; WEISS, 2004; BOOTHROYD; DUBREMETZ, 2008).
Além disso, as proteinas secretadas pelas roptrias também se relacionam com a viruléncia do
parasito, sendo que ROP18 é descrita como essencial em isolados de T. gondii de alta
patogenicidade (BRADLEY; SIBLEY, 2007).

Os granulos densos estdo associados & manutencdo e crescimento do parasito dentro do
vacuolo parasitoforo, o qual é formado pela prépria membrana plasmatica das células
hospedeira apds o processo de invasdo (NEVES, 2003; LALIBERTE; CARRUTHERS, 2008;
PLATTNER; SOLDATI-FAVRE, 2008). Esses granulos secretam glicoproteinas (GRA-1 a

GRA-10) que séo liberadas no interior do vacuolo parasitéforo durante e apos a invasdo da
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celula hospedeira, permanecendo solluveis no limen do vacuolo ou associadas a ele
(CARRUTHERS, 2002). Séo responsaveis por garantir uma fonte de nutricdo ao parasito,
sendo que, estudos demonstraram que T. gondii usa GRA-7 para redirecionar o transporte de
nutrientes da célula hospedeira em direcdo ao lumen do vacuolo parasitéforo (COPPENS et
al., 2006). Além disso, os granulos densos impedem a ligacdo de lisossomos ao vacuolo,
auxiliando na evasdo do parasito a resposta imune proveniente do hospedeiro

(CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007).

1.2. Formas infectantes

Toxoplasma gondii pode ser encontrado em trés diferentes formas infectantes: taquizoitas,
bradizoitas e esporozoitas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Taquizoitas (tachis = rapido) medem cerca de 2-4um de comprimento e possuem em
média 4-8um de largura. Sdo de formato crescente ou oval e representam o estagio de
multiplicacdo rapida do parasito. Sdo as formas encontradas durante a fase aguda da infeccéo,
responsaveis pelas manifestagdes clinicas da doenca, sendo também denominadas formas
proliferativas (NEVES, 2003; MONTOYA,; LIENSENFELD, 2004).

Os taquizoitas sdo encontrados dentro do vacuolo parasitéforo de diversas células, como
nos liquidos organicos, excregdes, células do sistema mononuclear fagocitario, células
hepéaticas, musculares, nervosas e submucosas (NEVES, 2003; TENTER, 2009). Apos
repetidas replicagdes, por meio de um processo denominado endodiogenia, células infectadas
pelos taquizoitas se rompem e a forma infectante fica livre para invadir, rapidamente, células
vizinhas. Taquizoitas sdo pouco resistentes a acdo do suco gastrico, no qual sdo destruidos em
pouco tempo, e dependendo das condigdes imunoldgicas do hospedeiro, transformam-se em
bradizoitas localizados em cistos teciduais (NEVES, 2003; MONTOYA; LIENSENFELD,

2004; SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010).
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Os bradizoitas (brady = lento) sdo morfologicamente semelhantes aos taquizoitas, porém,
se multiplicam mais lentamente, expressam algumas moléculas estagio-especificas e sdo
encontrados no interior de cistos teciduais (NEVES, 2003; MONTOYA; LIESENFELD,
2004).

Ocorrem principalmente em tecidos nervosos e musculares esqueléticos e cardiacos,
geralmente durante a fase cronica da infeccdo. S8o mais resistentes & acdo da tripsina e da
pepsina, e podem permanecer viaveis nos tecidos por varios anos (NEVES, 2003). No
entanto, dependendo das condig¢Bes imunoldgicas do hospedeiro, a infec¢do pode passar por
um processo de reagudizacdo e os bradizoitas voltam & forma taquizoita de multiplicacéo e
disseminacdo rapida. (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; SKARIAH; MCINTYRE;
MORDUE, 2010).

Os esporozoitas representam a forma infectante encontrada em oocistos nas fezes dos
felideos. Estes oocistos sdo esféricos, medem cerca de 11 x 12,5um e possuem parede dupla
resistente ao meio (NEVES, 2003; MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

A liberacdo desses oocistos pelos felideos ocorre em um periodo de 7 — 21 dias ap0s a
ingestdo de parasitos e, sob condicGes favoraveis do meio ambiente, passam por um processo
de esporulacdo e passam a conter em seu interior dois esporocistos com quatro esporozoitos

cada, tornando-se, pois, infectantes (DUBEY, 2004; MONTOYA; LIESENFELD; 2004).

1.3. Cepas de T. gondii

As cepas de T. gondii podem ser classificadas em clonais e “exdticas”. As clonais sao
representadas por trés linhagens diferentes (tipo I, Il e 111) muito semelhantes geneticamente,
sendo que a diferenca genética entre elas é menor ou igual a 1% (MORDUE et al, 2001;

SIBLEY; AJIOKA, 2008). Sdo diferenciadas segundo suas respectivas viruléncias em
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camundongos, podendo ser classificadas como cepas de alta, moderada e baixa viruléncia
(MORDUE et al., 2001; MONTOYA; LIESENFELD, 2004; BLADER; SAEIJ, 2009).

Cepas tipo | (RH, CAST e VEL) sdo consideradas muito virulentas, pois a multiplicacéo
intracelular de taquizoitas ocorre em ritmo acelerado e a producdo de cisto € lenta.
Camundongos infectados com essas cepas, na tentativa de controlar a infecgcdo, desenvolvem
forte resposta inflamatdria que os leva a morte (REY, 2001; AJZENBERG, 2010). Ja as cepas
tipo 11, como MEA49, e tipo Ill, como VEG, apresentam moderada ou baixa viruléncia em
camundongos, pois as formas taquizoitas se multiplicam lentamente e a formacgdo de cistos
teciduais é mais rapida, apresentando, pois, maior tendéncia de cronificacdo (REY, 2001;
BLADER; SAEIJ, 2009).

Em seres humanos, as cepas de linhagem tipo | geralmente estdo associadas a
manifestacdes clinicas graves da doenga. J& as cepas tipo 1l sdo mais comumente verificadas
em quadros severos de toxoplasmose ocular, toxoplasmose congénita e em pacientes
imunocomprometidos (MONTOYA; LIENSENFELD, 2004; BLADER; SAEIJ, 2009).

A viruléncia das cepas € um dos fatores que determinam o carater patogénico das mesmas
(SUZUKI; COLNEY; REMINGTON, 1989). Além disso, estudos recentes demonstram que
algumas variabilidades nas manifestacdes clinicas da infecgdo por T. gondii estdo associadas
ao tipo de cepa (VILLENA et al., 2004).

As cepas exoticas ou atipicas sdo aquelas cujos gendtipos diferem dos ja identificados ou
sdo constituidos por uma mistura entre 0s ja descritos (BOOTHROYD, GRIGG, 2002;
VILLENA et al., 2004). Sdo comumente descritas em paises com ampla variedade de
hospedeiros para T. gondii, como Brasil e Africa, e estdo mais associadas as formas clinicas

graves de toxoplasmose ocular (AJZENBERG et al., 2002; BOOTHROYD, GRIGG, 2002).
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1.4. Ciclo de vida

O ciclo de vida de T. gondii se processa em duas fases distintas: uma sexuada, que ocorre
nas células do epitélio intestinal dos hospedeiros definitivos (felideos dos géneros Felix e
Lynx) e uma assexuada, que ocorre nos tecidos de diversos hospedeiros intermediarios, como
mamiferos e aves (DUBEY, 1998; NEVES, 2003).

Como o ciclo de vida de T. gondii se processa em hospedeiros distintos, é classificado
como heteroxeno (DUBEY, 1998; NEVES, 2003). Nos hospedeiros definitivos o ciclo tem
inicio com a ingestdo de taquizoitas, oocistos presentes no meio ambiente ou ainda cistos
contendo bradizoitas. Ao penetrarem no epitélio intestinal dos felideos, qualquer uma das trés
formas infectantes de T. gondii (taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas) passam por um
processo de conversdo para taquizoitas e intensa multiplicacdo por endodiogenia e merogonia,
originando 0s merozoitos. Estes por sua vez, sdo liberados apds o rompimento das células
parasitadas e penetram em novas células epiteliais transformando-se nas formas sexuadas
masculinas ou femininas, que ap6s maturacdo formardo os gametas masculinos, ou
microgametas (biflagelados e mdveis) e os gametas femininos, ou macrogamentas (imoveis).
Os microgametas saem da célula onde estdo e se locomovem até a célula onde se encontram
0s macrogametas, fecundando-os. Forma-se 0 ovo ou zigoto, que se desenvolve dentro do
epitélio intestinal e passa a ser envolto por uma parede externa dupla, dando origem ao
oocisto (DUBEY, 2004; NEVES, 2003).

Apds o rompimento da célula epitelial parasitada, o oocisto é liberado para 0 meio externo
junto com as fezes dos felideos. Sua maturagdo ocorre no meio ambiente sob condigdes
favoraveis de temperatura, oxigenacdo e umidade por meio de um processo denominado
esporogonia. Em um periodo de 1 a 5 dias estes oocistos passam a apresentar dois
esporocistos contendo quatro esporozoitos cada e, finalmente, se tornam infectantes no meio

ambiente (DUBEY, 2004; NEVES, 2003).
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Nos hospedeiros intermediarios ocorre somente a fase assexuada do ciclo. As formas
infectantes podem ser adquiridas por meio da ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo
cistos teciduais com bradizoitas no seu interior; ingestdo de agua, frutas e verduras
contaminadas por oocistos; ingestdo de taquizoitas a partir de liquidos organicos como leite,
saliva e esperma; infeccdo congénita; transfusdo sanguinea; transplante de oOrgdos e ate
mesmo por acidentes laboratoriais (BLADER; SAEILJ, 2009; SILVA; LANGONI, 2009).
Qualquer uma destas formas, apoOs passar pelas células do epitélio intestinal do hospedeiro,
sofre um processo de conversdo para taquizoitas e intensa multiplicacdo, rompe a célula
hospedeira e penetra em outros tipos celulares do organismo formando os vacuolos
parasitoforos. No interior destes vacuolos ocorrem divisdes sucessivas dando origem a novos
taquizoitas, que irdo romper a célula parasitada e infectar novas células, caracterizando a fase
proliferativa do ciclo, responsavel pelas manifestacbes agudas da doenca. Mecanismos
imunolégicos do hospedeiro sdo responsaveis pela diminuicdo da quantidade de parasitos
circulantes, bem como pela transformacao de taquizoitas em bradizoitas no interior de cistos

teciduais, caracterizando a fase cronica da doenga. (NEVES, 2003).

1.5. Resposta imune a T. gondii

Por ser um parasito intracelular obrigatorio, o principal mecanismo de defesa contra T.
gondii é mediado, especialmente, pela resposta imune celular (DENKERS; GAZZINELLI,
1998). Diferentes células participam deste processo de defesa, como células apresentadoras de
antigenos (células dendriticas e macrofagos), células “natural Killer” (NK), leucécitos
polimorfonucleares e linfocitos TCD4™ e TCD8" (DENKERS; GAZZINELLI, 1998;
FILISETTI; CANDOLFI, 2004; WILSON et al., 2010).

A resisténcia do hospedeiro ao parasito se da basicamente por meio de atividades

citotoxicas e da secrecdo de citocinas (GADDI; YAP, 2007). Durante a fase aguda da doenca,
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linfocitos TCD8" desempenham funcdo citotoxica, essencial para o controle do parasitismo.
Além disso, linfocitos TCD4" auxiliam na manutencdo da resposta promovida por células
TCD8" e regulam diferentes mecanismos imunes contra o parasito (COMBE et al., 2005;
JONGERT et al., 2010). Dessa forma, depois de estimulados, linfocitos TCD4" se
diferenciam em subpopula¢des de linfocitos “T helper”, como por exemplo, linfocitos T
helper 1 (Thl), linfécitos T helper 2 (Th2), linfécitos T helper 17 (Th17) e células T
reguladoras, os quais diferem uns dos outros segundo o perfil de citocinas que secretam.
Células Thl secretam citocinas pré-inflamatorias, como interferon (IFN)-y, fator de inibicéo
de migracdo de macrdéfagos (MIF), interleucina (IL)-6, IL-12 e fator de necrose tumoral
(TNF-a), as quais sdo responsaveis pela resposta imune efetora contra T. gondii. Células Th17
secretam IL-17A, uma citocina pré-inflamatoria que desempenha funcdo importante no
recrutamento de neutréfilos para o sitio de infeccdo (KELLY et al., 2005; PASSOS et al.,
2010). Ja& as células Th2 secretam citocinas anti-inflamatdrias, tais como IL-4, IL-13, IL-5 e
(FILISETTI; CANDOLFI, 2004). Células T reguladoras secretam IL-10 e fator transformador
de crescimento (TGF)-P e sdo capazes de inibir a producéo de citocinas pro-inflamatorias, a
atividade citotoxica de células NK e a maturacdo de células dendriticas (SAKAGUCHI, 2005;
AKBAR et al., 2007).

Outro mecanismo de resposta imune contra T. gondii é desencadeado pelos receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs), que sdo expressos na superficie de leucocitos, células NK e
células dendriticas. Dentre esses, destacam-se o0s receptores Toll-like (TLRs), que séo
proteinas transmembranas com dominios que reconhecem padrées moleculares associados a
patdgenos (PAMPs), importantes no combate a varios patdgenos, inclusive T. gondii. Estudos
demonstraram que os TLRs reconhecem proteinas de superficie presentes no parasito e esta

ligagdo induz uma via de sinalizagéo intracelular dependente da molécula adaptadora MyD88,
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capaz de controlar a disseminagdo do parasito (YAROVINSKY, 2008; SUKHUMAVASI et
al., 2008; DENKERS, 2009).

Dessa forma, a resposta imune do hospedeiro contra T. gondii é fundamentalmente celular
e do tipo pré-inflamatéria. Entretanto, o parasito possui diversos mecanismos capazes de
modular essa resposta imune, propiciando a evasdo a esta resposta e sua sobrevivéncia nas
células hospedeiras (DENKERS, 2003). Dentre estes artificios, T. gondii tem a capacidade de
interferir nas vias de sinalizagdo intracelulares e dessa forma, alterar o padrdo de citocinas
secretadas ao seu favor. Isto ocorre, por exemplo, quando 0s antigenos parasitarios inibem a
translocacédo do fator de transcricdo NF-kB para o nucleo celular, provocando a diminuicdo da
secrecdo de IL-12 e TNF-a (SHAPIRA et al., 2005; WILSON et al., 2010). Alem disso, T.
gondii pode induzir a ativacdo da via de sinalizagdo STAT-3, a qual estd envolvida na
regulacdo de genes supressores de citocinas pro-inflamatérias (BUTCHER et al., 2005). O
parasito pode, ainda, alterar a expressdo de moléculas de MHC Il em células apresentadoras
de antigeno, comprometendo a apresentacdo de antigenos parasitarios aos linfocitos (LANG
et al., 2007; LUDER et al., 2009); modular a expressdo e producdo da enzima dxido nitrico
sintase induzivel (iNOS), essencial para a sintese de 6xido nitrico (LUDER et al., 2003) e
interferir nos processos de morte celular programada, induzindo a morte de células
inflamatdrias e impedindo a apoptose de células infectadas, de modo a evitar resposta
inflamatéria local e se manter viavel nas células hospedeiras (LANG et al., 2007;

ANGELONI et al., 2009).

1.6. Toxoplasmose congénita
A infecgédo por T. gondii causa a toxoplasmose, uma protozoonose que acomete cerca de
metade da populagdo mundial (BLADER; SAEIJ, 2009). A toxoplasmose geralmente €

assintomatica em individuos imunocompetentes, porém, € potencialmente grave em duas
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situacOes: em pacientes imunocomprometidos, nos quais pode ocorrer a reagudizacdo da
infeccdo e em gestantes primo-infectadas, quando pode ocorrer a transmissdo vertical do
parasito para o embrido (RORMAN et al., 2006).

A transmissdo vertical da toxoplasmose ocorre quando a mulher adquire a infeccdo
durante a gestacdo (JONES et al., 2001), ou no periodo pré-concepcional (CHEMLA et al.,
2002, BARBOSA et al., 2007). Nesta situacdo, o parasito, é capaz de migrar atraves da
placenta e se replicar dentro de diferentes tecidos do feto ou embrido (LANG et al., 2007;
KODJIKIAN, 2010). Além disso, mulheres infectadas cronicamente, quando
imunodeprimidas, também podem transmitir o parasito ao feto, havendo reagudizacdo da
doenca e posterior infecgdo placentéria e fetal (CHEN et al., 2005; RORMAN et al., 2006).

Diversos fatores, como clima, habitos alimentares e de higiene e valores culturais podem
estar associados a ocorréncia da toxoplasmose congénita (RORMAN et al., 2006). A doenca
pode causar sérios danos ao feto e manifesta-se em diferentes graus de gravidade dependendo
da viruléncia da cepa do parasito, da capacidade da resposta imune da mde e do periodo
gestacional em que a mulher se encontra (SPALDING; AMENDOEIRA; CAMILO-COURA,
2003).

InfecgOes adquiridas pela mée durante o primeiro trimestre de gestagcdo podem resultar em
10-25% de casos de toxoplasmose congénita. Durante o segundo e terceiro trimestres de
gestacdo, a incidéncia de infeccOes fetais aumenta para 30-40% e 60-65%, respectivamente.
Entretanto, quanto mais tardiamente ocorra a infecgdo, menos graves sdo as consequéncias
para o feto e menores séo as taxas de abortos espontaneos verificadas em decorréncia da
doenca (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005; RORMAN et al, 2006). As manifestacGes clinicas
nos recém-nascidos com toxoplasmose congénita podem se desenvolver de formas variadas

antes e apds o nascimento. Na maioria dos casos (70-90%) eles sdo assintomaticos ao
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nascerem, e as manifestacdes da doenca ocorrem ao longo da vida, podendo evoluir para

quadros de corioretinites, hidrocefalia e calcificagfes intracraniais (RORMAN et al, 2006).

1.7. Imunologia na gestacéo e T. gondii na interface materno-fetal

A gestacdo se caracteriza por um estado mantido por alteragdes imunologicas que se
fazem necessérias para que ocorra a implantacdo embrionaria e a manutencdo do concepto.
Estas mudancgas ocorrem por meio de um processo de imunomodulagdo, em que o perfil de
resposta imune predominante na placenta é do tipo Th2, caracterizado pela secrecdo de
citocinas anti-inflamatérias reguladoras (ABOU-BACAR et al, 2004, VARGAS-
VILLAVICENCIO; LEON-NAVA; MORALES-MONTOR, 2009).

Entretanto, apesar de ser, geralmente, definida como uma condi¢do predominantemente
anti-inflamatoria, estudos indicam que a gestacdo é mantida por um balango entre perfis de
resposta Thl e Th2, que variam ao longo do periodo gestacional, de acordo com o estagio em
que essa se encontra (FEST et al., 2007). Dessa forma, no inicio da gestacdo, h4 um perfil
imune preferencialmente pré-inflamatorio, com aumento na produgdo de quimiocinas e
citocinas do tipo Thl, importantes no processo de invasdo do trofoblasto e implantacdo do
blastocisto ao endométrio (NARUSE et al., 2010). No segundo trimestre gestacional, tem-se a
fase de toleréncia fetal, caracterizada pela predominancia de perfil imune do tipo Th2 e de
células T reguladoras (RANGO, 2008). Finalmente, no terceiro trimestre gestacional, ocorre a
infiltracdo de células imunoldgicas para a interface materno-fetal, criando um meio
inflamatorio necessério para o parto (KOGA; ALDO; MOR, 2009). Assim, esta alternancia
imunoldgica que ocorre ao longo da gestagdo é essencial e determinante para 0 sucesso
gestacional.

Complicacdes graves na gestacdo podem estar associadas a disturbios da imunidade

celular, em particular das células T reguladoras, uma vez que, em casos de abortos
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espontaneos a quantidade dessas células presentes na decidua é menor do que em casos em
que a gestacédo cursa de forma normal (RANGO, 2008).

Além da imunidade adquirida, mediada por linfocitos T, células do sistema imune inato
também possuem importante participacdo durante o periodo gestacional. Neste sentido,
durante o primeiro trimestre gestacional, células NK uterinas sdo importantes na invasdo do
trofoblasto no endométrio e para a angiogénese. Os mondcitos, por sua vez, sdéo uma das
primeiras células observadas no sitio de implantacdo e ap0ds se diferenciarem em macré6fagos
sdo importantes na manutencdo da homeostase tecidual, por meio da fagocitose de células em
apoptose e de debris celulares neste ambiente (HANNA et al., 2006; KOGA; ALDO; MOR,
2009). Isto sugere que o sistema imune inato ndo é indiferente ao feto e, pode ter funcdo ndo
somente na protecdo do hospedeiro contra infeccbes, mas também na manutencdo do
equilibrio imune da interface materno-fetal (FEST et al, 2007).

Estudos demonstraram que para se disseminar, T. gondii infecta preferencialmente
mondcitos em relacdo a outros tipos celulares e, portanto, sdo considerados de crucial
importancia nos processos de disseminacdo do parasito e subsequente estabelecimento da
infeccdo no organismo hospedeiro (CHANNON; SEGUIN; KASPER, 2000; UNNO; KITOH,;
TAKASHIMA, 2010).

Dessa forma, quando a gestacdo se d& concomitante & infeccdo por T. gondii, pode
estabelecer-se um desequilibrio imunoldgico capaz de resultar em problemas na gestacdo ou
até mesmo abortos (LUPPI, 2003). A presenca do parasito na interface materno-fetal induz
uma resposta tipicamente pro-inflamatéria, enquanto que a tolerancia fetal é mantida por uma
resposta predominantemente anti-inflamatéria (LOPES et al., 2007). Assim, 0 sucesso
gestacional depende da secrecdo equilibrada de citocinas pro- e anti-inflamatorias e da intima
relagdo estabelecida entre as celulas trofoblésticas e as células do sistema imunoldgico

materno, por exemplo, 0s monacitos.
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1.8. Trofoblasto e mondcitos na interface materno-fetal

O trofoblasto é um tipo celular responsavel pela adesdo e invasdo da mucosa uterina.
Diferencia-se em duas populagdes celulares distintas: o citotrofoblasto, que corresponde a
uma camada mononuclear e o sinciciotrofoblasto que é proveniente do citotrofoblasto (GUDE
et al., 2004). Além disso, o trofoblasto exerce inimeras atividades durante toda a gestacao
dentre elas: adesdo, fixacdo e implantacdo do blastocisto ao endométrio, nutrigdo do embrido,
regulacdo hormonal, fagocitose de elementos sanguineos maternos e formagéo da parte fetal
da placenta (FERRO, 2000).

O trofoblasto possui mecanismos préprios que possibilitam sua sobrevivéncia no
organismo materno. Dessa forma, ndo expressam algumas proteinas de superficie, como o
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe 11, impedindo a apresentacéo de
antigenos paternos ao sistema imunolégico materno (ENTRICAN, 2002). O citotrofoblasto
também é capaz de expressar moléculas de adesdo e proteinases que possibilitam fixacdo e
invasdo, e ainda, fatores imunomoduladores importantes em permitir a tolerancia materna ao
feto que é semi alogéneico (NORWITZ et al., 2001).

Estudos tém demonstrado que células trofoblasticas sdo capazes de atrair mondcitos
para o ambiente da interface materno-fetal. Assim, os mondcitos representam a populacéo de
leucocitos predominante no sitio de implantacdo do blastocisto e, no microambiente
placentério, a quantidade dessas células imunes inatas aumenta ao logo da gestacdo. (FEST et
al., 2007; KOGA; ALDO; MOR, 2009). A predominancia de mondcitos e macréfagos no
ambiente da placenta estd diretamente relacionada as caracteristicas das préprias células
trofoblasticas, as quais tém capacidade de secretar citocinas e quimiocinas que regulam a
migracdo e diferenciacdo desses mondcitos. Estes mondcitos modulados pelas células
trofoblasticas exibem um perfil de resposta diferente daqueles que néo tiveram contato prévio

com o trofoblasto, e podem secretar tipos e quantidades diferentes de citocinas, além de
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tornarem-se mais ou menos susceptiveis a possiveis infeccdes por patdgenos (FEST et al,
2007; KOGA; ALDO; MOR, 2009).

O trofoblasto expressa receptores que sdo capazes de reconhecer a presencga de bactérias,
virus, parasitos, células em apoptose e tecidos danificados. ApoOs este reconhecimento, o
trofoblasto secreta citocinas que vdo agir sobre as células imunes presentes na decidua,
influenciando na resposta dessas células frente ao patdgeno (KOGA; ALDO; MOR, 2009). Os
TLRs representam a familia predominante desses receptores nas células da interface materno-
fetal. Dos 11 TLRs descritos, 10 ja foram identificados em células do ambiente placentéario e
sua expressao pelo trofoblasto varia segundo o estagio gestacional. Cada TLR difere em suas
especificidades, mas todos eles, apds interagirem com seus ligantes, recrutam proteinas
adaptadas a sinalizacdo celular e ativam a secrecdo de citocinas, conduzindo a uma resposta
inflamatoria (KOGA; ALDO; MOR, 2009).

Assim, 0s mecanismos pelos quais células trofoblasticas modulam o funcionamento de
mondcitos na interface materno-fetal, sdo importantes no estabelecimento de uma resposta
imune contra patdgenos que podem colocar em risco o desenvolvimento e a sobrevivéncia do
feto, como o observado em infecc¢des por T. gondii.

Varios estudos in vitro sdo realizados utilizando como modelos experimentais linhagens
celulares bem estabelecidas em cultura. Células trofoblasticas da linhagem BeWo foram
isoladas de um coriocarcinoma humano em 1968 (PATTILLO; GEY, 1968). S&o capazes de
formar monocamadas que nédo se diferenciam em sincicio trofoblasto e crescem rapidamente
em cultura. Semelhante as células trofoblasticas normais, células BeWo secretam citocinas,
hormdnios e expressam variados receptores de membrana comuns ao trofoblasto (FUJIISAWA
et al., 2000). S&o bastante susceptiveis a infeccdo por T. gondii (OLIVEIRA et al., 2006;
BARBOSA et al., 2007) e portanto, podem ser utilizadas como um bom modelo experimental

em estudos que sdo realizados na tentativa de estabelecer o papel de células trofoblasticas na
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modulacdo do perfil imunoldgico durante a gestacdo, principalmente na presenca de parasitos
intracelulares como T. gondii.

Células mielomonociticas da linhagem THP-1 foram isoladas do sangue periférico de uma
crianca com leucemia monocitica aguda. Expressam receptores para Fc e C3b, além dos
ligantes LFA-1 e VLA-4 para as moléculas ICAM-1 e VCAM-1 respectivamente
(TSUCHIYA et al, 1980; PFAFF et al., 2005b; BARRAGAN; HITZIGER, 2008). Podem ser
mantidas em cultura por longos periodos e sdo permissivas ao crescimento de T. gondii in
vitro, o que favorece a realizagdo de estudos que avaliam a disseminagéo e a capacidade deste
parasito em atravessar barreiras biolégicas, como por exemplo, o ambiente transplacentario
(CHANNON; SEGUIN; KASPER, 2000; BARRAGAN; SIBLEY, 2003).

Assim, estas duas linhagens celulares permitem o desenvolvimento de estudos que
avaliam a interacdo de mondcitos e células trofoblasticas, na presenca de patdégenos como T.

gondii, como modelo in vitro da transmisséo vertical do parasito.
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2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose congénita € uma doenga com importante impacto nas taxas de
mortalidade e morbidade de recém-nascidos e criangas. Diversos estudos tentam elucidar os
mecanismos imunoldgicos que operam na interface materno-fetal e favorecem o sucesso da
gestacdo, mas de maneira contraditoria, podem facilitar a infeccdo placentéria e fetal por
patdgenos intracelulares como T. gondii.

Mondcitos sdo células envolvidas no processo de disseminagdo de T. gondii pelo
organismo hospedeiro, constituem uma das principais populagdes de leucdcitos no
microambiente placentéario e sdo atraidos a este microambiente por fatores secretados por
celulas trofoblasticas.

Assim, estudos envolvendo linhagens de células trofoblasticas (BeWo) e monociticas
(THP-1) na presenca de T. gondii, sdo de extrema importancia para adicionar dados sobre a
complexa rede de interacdo que se estabelece entre estas linhagens celulares, em que células
trofoblasticas sdo capazes de modular a atividade funcional de mondcitos, concomitante a

infeccdo por T. gondii.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:
O presente trabalho visa elucidar a capacidade de células trofoblasticas (linhagem BeWo)
modularem a atividade funcional de mondcitos (linhagem THP-1), na presenga de infec¢cdo

por T. gondii.

3.2. Objetivos Especificos:
- Determinar o perfil de citocinas secretado por células THP-1 e BeWo, infectadas ou néo

com T. gondii;

- Determinar o perfil de citocinas secretado por células THP-1, infectadas ou ndo com T.
gondii, apds estimulo com sobrenadante de células BeWo nédo-infectadas ou infectadas com T.

gondii;

- Verificar o parasitismo em células THP-1 previamente estimuladas com sobrenadante de

celulas BeWo nédo-infectadas ou infectadas com T. gondii;

- Determinar a participagdo funcional de citocinas na proliferagdo de T. gondii em células

THP-1.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Cultura de células THP-1 e BeWo

Células THP-1 (linhagem monocitica humana) e células trofoblasticas derivadas de
coriocarcinoma humano (linhagem BeWo) foram obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, EUA) e mantidas em cultura no Laboratério de Imunofisiologia
da Reproducéo da Universidade Federal de Uberlandia.

Células BeWo foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? (Ciencor Scientific,
Brasil) contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute; Gibco, Paisley,
Inglaterra) suplementado com 25 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, 3 mM de
bicarbonato de sddio, antibioticos (penicilina G a 100 U/mL e estreptomicina a 100 pg/mL)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,
Campinas, Brasil) (meio completo). As células foram incubadas em atmosfera imida a 37°C e
5% de CO,.

As células foram mantidas por passagens seriadas, a cada dois dias, por meio de
tratamento da monocamada celular com 0,25% tripsina-0,02% EDTA, durante 5 minutos em
atmosfera mida a 37°C e de 5% de CO, . As células descoladas do fundo do frasco foram
transferidas para tubos de 15 mL e centrifugadas a 400 x g por 5 minutos a temperatura
ambiente. Apds descarte do sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso em 1 mL de meio
RPMI completo e distribuido em novos frascos de cultura de 25 cm? contendo 4 mL de meio
RPMI completo, seguindo-se incubacdo a 37°C e 5% de CO..

A manutencdo das células THP-1 seguiu a mesma metodologia citada anteriormente;
entretanto, uma vez que estas células sdo cultivadas em suspensdo, o meio RPMI-1640 foi
suplementado com 10% de soro fetal bovino centrifugado a 400 x g durante 10 minutos antes
de ser utilizado. Além disso, durante os repiques, ndo foi necessario a utilizagdo de tripsina-

EDTA, visto que células THP-1 s&o ndo-aderentes.
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4.2. Manutencéo da cepa 2F1 de T. 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 cedidos gentilmente pelo professor Dr.
Vern B. Carruthers da Escola de Medicina da Universidade de Michigan, EUA. Os parasitos
foram mantidos em células HelLa cultivadas em meio RPMI suplementado com 2% de SFB
(meio incompleto). A medida que a grande maioria das células infectadas em cultura
encontrava-se lisada pelo parasito, 0 meio contendo taquizoitas livres foi centrifugado a 400 x
g por 5 minutos, os parasitos homogeneizados em meio incompleto e distribuidos em novos

frascos contendo células ndo infectadas.

4.3. Tratamento de células THP-1 com sobrenadante de células BeWo ndo-infectadas ou
infectadas com T. gondii

Células BeWo, coletadas a partir dos frascos de cultura, foram centrifugadas a 400 x g
por 5 minutos e o sedimento foi ressuspenso em 1ml de meio RPMI completo. Em seguida, as
células foram contadas em camara de Newbauer e aquelas inviaveis foram excluidas do
processo de quantificacdo pela coloragdo com o corante azul de tripan 0,4% (Sigma Chemical
Co., Brasil). Posteriormente, células BeWo (1x10° células/200ul/pogo) foram adicionadas a
placas de cultura de 96 pocos (Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY) e infectadas com
taquizoitas de T. gondii da cepa 2F1 (3 parasitos : 1 célula) (200 ul/poco) ou apenas
acrescidas de meio completo e cultivadas a 37°C e 5% de CO,. Apos 24 horas em condicbes
de cultura, as placas foram centrifugadas a 400 x g, por 10 minutos e 0s sobrenadantes de
cultura livres de células foram coletados de pogos independentes, em triplicata, e
armazenados em freezer a -80°C para posterior estimulo de células THP-1 e dosagem de

citocinas.
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Células THP-1, coletadas a partir dos frascos de cultura, foram cultivadas em placas
de cultura de 96 pocos (1x10° células/200ul/poco) a 37°C e 5% de CO,, por 24 horas.
Posteriormente, estas células foram estimuladas com os sobrenadantes obtidos a partir do
cultivo de células BeWo ndo-infectadas ou infectadas por T. gondii. Como controle, células
THP-1 receberam apenas meio completo. Ap6s 24 horas de estimulo, as placas foram
centrifugadas (400 x g por 10 minutos), os sobrenadantes foram retirados e novo meio
completo foi adicionado as células THP-1. Alternativamente, células THP-1 previamente
estimuladas com os sobrenadantes de células BeWo foram infectadas com a cepa 2F1 de T.
gondii (3 parasitos : 1 célula). Como controle, células THP-1 ndo estimuladas também foram
infectadas com T. gondii. Células THP-1, infectadas ou ndo, foram mantidas a 37°C e 5% de
CO;, por 24 horas, Em seguida, as células foram centrifugadas a 400 x g, por 10 minutos e 0s
sobrenadantes livres de células e parasitos foram coletados e armazenados em freezer a -80°C
para posterior dosagem de citocinas.

O esquema do experimento encontra-se representado no fluxograma 1.
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Células BeWo
(1x10° cél./200ul - 24h.)

Infeccéo com )
T. gondii (3:1) Meio
(24 h)) (24h.)

dosagem de Sobrenadante Sobrenadante _, dosagem de
citocinas infectado ndo-infectado citocinas
Meio (24 h.)
24 h, l 24 h,
Células THP-1

(1x10° cél./200ul — 24h.)

VAN

Infeccdo com Meio
T. gondii (3:1) (24h.)
(24h)

N/

Sobrenadante coletado
para dosagem de citocinas

Fluxograma 1: Estimulo de células THP-1 com sobrenadante de células BeWo néo-

infectadas ou infectadas com T. gondii para posterior dosagem de citocinas.
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4.4. Dosagem de citocinas
4.4.1. Ensaio Imunoenzimético — ELISA

A dosagem das citocinas em sobrenadantes de células THP-1 e BeWo foi realizada
pela técnica ELISA tipo sandwich, segundo os protocolos recomendados pelos fabricantes
para as citocinas IL-12, MIF e TGF-B1 (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA).

Brevemente, placas de poliestireno de 96 pocos de alta afinidade (Corning
Incorporated Costar®) foram sensibilizadas com o0s respectivos anticorpos de captura (anti-
IL-12, anti-MIF e anti-TGF-f1) humanos por 18 horas a temperatura ambiente. Apds
lavagem com PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T) e bloqueio com PBS contendo 1% de
soroalbumina bovina (BSA) (Sigma Chemical Co.) por 1 hora a temperatura ambiente, 0s
sobrenadantes de cultura foram adicionados em triplicata. Para deteccdo de TGF-B1, os
sobrenadantes de cultura foram pré-tratados com solucdo &cida de HCI 1N, neutralizada
(NaOH 1,2M + HEPES 0,5M), para ativar a possivel citocina existente no sobrenadante, uma
vez que TGF-P1 é secretado pelas células como um complexo inativo. Paralelamente, curvas
padrdes das respectivas citocinas humanas recombinantes foram realizadas em diluigOes
duplo-seriadas. Apds duas horas de incubacdo a temperatura ambiente, as placas foram
lavadas quatro vezes com PBS-T e foram adicionados os respectivos anticorpos de detecgédo
biotinilados. Apos incubagdo por 2 horas a temperatura ambiente, novas lavagens foram
realizadas e foi adicionado o conjugado streptavidina-peroxidase (R&D.) seguido de
incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds o ultimo ciclo de lavagens, as placas
foram reveladas com a adigdo do substrato enzimatico (H,O, 0,03% e tetrametilbenzidina
[TMB]) e incubagdo por 30 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida com a
adicdo de solucao de acido sulfurico 2 N. A densidade dptica (DO) foi determinada em leitor
de placas a 450 nm e os valores de DO obtidos foram convertidos em pg/mL de acordo com a

curva padrdo, utilizando-se o software Microplate Manager PC versdo 4.0 (Bio-Rad
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Laboratories Inc., Hercules, EUA). O limite de deteccdo obtido para cada analise foi 7,8

pag/mL (IL-12), 25 pg/mL (MIF), 25 pg/mL (TGF-p1).

4.4.2. Citometria de fluxo - “Cytometric Bead Array” (CBA)

As citocinas humanas (IL-2, IL-4, IL-10, IL-6, IL-17A, IFN-y e TNF-a) foram
determinadas usando o kit “Cytometric Bead Array™” (CBA; BD Biosciences, San Jose, CA,
EUA). Os sobrenadantes de cultura foram colocados em tubos apropriados para citometria de
fluxo (tubos FACS) e misturados com um mix de beads de captura para cada citocina. Em
seguida, foram adicionados os anticorpos anti-IL-2, anti-1L-4, anti-IL-6, anti-IL-10, anti-IL-
17, anti-IFN-y e anti-TNF-a humanos conjugados com ficoeritrina (PE) (BD Company, San
Diego, CA) e a reagdo de captura foi mantida por 3 horas a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Posteriormente, os tubos foram centrifugados (400 x g por 7 minutos) e 0S
sobrenadantes cuidadosamente aspirados e descartados. O pellet contendo as beads revestidas
com as citocinas detectadas nos sobrenadantes de cultura foi ressuspenso em tampao e as
amostras foram analisadas por citometria de fluxo em citometro FACSCantoll BD™ (BD
Company, San Diego, CA). Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o software BD
FACSDiva™ e os resultados foram expressos em intensidade média de fluorescéncia (mean

fluorescence intensity, MFI) para todas as citocinas analisadas.

4.5. Ensaio de proliferacdo de T. gondii em células THP-1

O ensaio de proliferacdo de T. gondii (2F1) foi realizado de acordo com Teo e
colaboradores (2007), com pequenas modificacdes.

células THP-1 (2x10* células/200ul/poco) foram cultivadas em placa de cultura de 96
Cpogos (Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY) a 37°C e 5% de CO,, por 24 horas.

Posteriormente, estas células foram estimuladas por 24 horas com os sobrenadantes obtidos a



37

partir do cultivo de células BeWo ndo-infectadas ou infectadas com T. gondii, como descrito.
Apls 24 horas de estimulo, as placas foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos, 0s
sobrenadantes foram retirados e as células THP-1 foram infectadas com taquizoitas da cepa
2F1 de T. gondii (3 parasitos : 1 célula).

Apo6s 24 horas de incubagdo a 37°C e 5% de CO,, as placas de cultura foram
novamente centrifugadas e o0s sobrenadantes foram removidos. Os parasitos néo
internalizados nas células foram removidos por uma lavagem com PBS contendo 1mM CacCl,
e 1ImM MgCl,. Em seguida, foram adicionadas as células 100uL de tampao de lise (100 mM
HEPES, pH 8,0, 1ImM MgSO,, 0,1% Triton X-100, 5mM ditiotreitol), 160uL de tampéo de
ensaio (100mM tampao fosfato, pH7,3, 102 mM [-mercaptoetanol, 9mM MgCl,) e 40 pL do
substrato CPRG (clorofenol red-p-D-galactopiranosideo; Roche) e incubadas por 30 minutos
a temperatura ambiente, no escuro. Apds este periodo, a atividade enzimatica da [-
galactosidade foi mensurada a 570 nm usando leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, McLean, VA, EUA).

Paralelamente, foi construida uma curva padrdo por meio de dilui¢cBes seriadas, em
duplicata de taquizoitas de T. gondii, a partir de uma suspensdo de parasitos a
1x10%/poco/100uL. A curva padrdo também foram adicionadas as solucées tampéo de lise,
tampdo de ensaio e o substrato CPRG e a DO foi mensurada como descrito. Dois
experimentos independentes foram realizados em triplicata. Os dados foram apresentados
como indice de parasitismo de T. gondii em relacdo a curva padréo.

O esquema do experimento encontra-se representado no fluxograma 2.

4.6. Proliferacdo de T. gondii em células THP-1 tratadas com citocina IL-6
Células THP-1 (2x10* células/200pl/poco) foram cultivadas em placa de cultura de 96

pocos (Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY) a 37°C e 5% de CO,, por 24 horas. Células
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THP-1 foram pré-tratadas com rlIL-6 (Peprotech, USA) em trés concentragcdes distintas
(25pg/ml, 50pg/ml e 100pg/ml) por mais 24 horas. Depois, a placa foi centrifugada a 400 x g,
por 10 minutos, os sobrenadantes foram retirados e as células foram infectadas com a cepa
2F1 de T. gondii (3 parasitos:1 célula) e incubadas durante 3 horas. Em seguida, 0s pogos da
placa foram lavados para retirada dos parasitos ndo aderentes e as células foram novamente
tratadas com rlIL-6 nas mesmas concentracdes por adicionais 24 horas, a 37°C e 5% de CO;.
Como controles, as células foram infectadas e ndo tratadas. Finalmente, as células foram
submetidas ao ensaio de proliferacdo de T. gondii por meio da reagcdo de [-galactosidade
(TEO et al., 2007) j& descrita. Dois experimentos independentes foram realizados em
triplicata.

O esquema do experimento encontra-se representado no fluxograma 2.

4.7. Proliferacdo de T. gondii em células THP-1 tratadas com anticorpo anti-1L-6

Células THP-1 (2x10* células/200pl/poco) foram cultivadas em placa de cultura de 96
pocos (Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY) a 37°C e 5% de CO,, por 24 horas. Ap0s
este periodo, as células foram infectadas com a cepa 2F1 de T. gondii (3 parasitos:1 célula) e
ficaram incubadas por 4 horas. Posteriormente, a placa foi centrifugada (400 x g por 10
minutos), o sobrenadante foi retirado e as células foram tratadas com soro normal de coelho a
3% e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO, por 30 minutos, para bloquear receptores Fc
presentes em células THP-1. Depois, a placa foi novamente centrifugada, o sobrenadante
contendo soro normal de coelho foi retirado e as células foram tratadas com anticorpo
monoclonal anti-IL-6 humano (Peprotech, USA), em uma concentra¢do de 10ug/ml, por 24
horas e mantidas a 37°C e 5% de CO, Como controles, células THP-1 foram infectadas e
apenas tratadas com soro normal de coelho, sem posterior tratamento com anticorpo anti-1L-6.

Também foram utilizados como controle, células THP-1 infectadas, tratadas com soro normal
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de coelho e posteriormente incubadas com anticorpo policlonal irrelevante, 1gG de coelho
anti-cabra (Jackson Immuno Research, USA) (10ug/ml). Finalmente, as células foram
submetidas ao ensaio de proliferacdo de T. gondii por meio da reagcdo de [-galactosidade
(TEO et al., 2007) ja descrita. Dois experimentos independentes foram realizados em
triplicata.

O esquema do experimento encontra-se representado no fluxograma 2.

4.8. Proliferagdo de T. gondii em células THP-1 estimuladas com sobrenadante
neutralizado de células BeWo ndo-infectadas ou infectadas com T. gondii

Conforme descrito no item 4.3, células BeWo foram mantidas em cultura e infectadas
com T. gondii e tiveram seu sobrenadante coletado para estimulo de células THP-1. Dessa
forma, células THP-1 mantidas em cultura, foram adicionadas a placas de 96 pocos (Thermo
Fisher Scientific, Rochester, NY) (2x10* células/200ul/poco) e incubadas a 37°C e 5% de CO;
por 24 horas. Depois, os sobrenadantes coletados de células BeWo ndo-infectadas ou
infectadas com T. gondii foram tratados, separadamente, com anticorpos anti-I1L-6 (Peprotech,
USA), anti-MIF (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) ou anti-TGF-B1 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA) humanos, em uma concentracdo de 10pg/ml, por 2 horas a 37°C e
5% de CO,, para serem neutralizados. Em seguida células THP-1 foram estimuladas com
esses sobrenadantes neutralizados e mantidas a 37°C e 5% de CO, por mais 24 horas. Antes
de serem estimuladas com os sobrenadantes neutralizados, células THP-1 receberam soro
normal de cabra a 3% e ficaram em estufa a 37°C e 5% de CO, por 30 minutos, para bloqueio
de receptores Fc presentes em sua superficie. Como controles, células THP-1 foram
estimuladas com sobrenadante ndo neutralizado de células BeWo ndo-infectadas ou infectadas
com T. gondii. Também foram utilizados como controle, células THP-1 estimuladas com

sobrenadante de células BeWo, infectadas ou ndo, neutralizado com anticorpo policlonal
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irrelevante, 1gG de coelho anti-cabra (Jackson Immuno Research, USA) (10ug/ml). Apoés as
24 horas de incubacdo, a placa contendo células THP-1 foi centrifugada (400 x g por 10
minutos) e o sobrenadante neutralizado de células BeWo, ndo-infectadas ou infectadas, foi
retirado. Finalmente, células THP-1 foram infectadas com a cepa 2F1 de T. gondii (3 parasitos
: 1 célula), incubadas por mais 24 horas e, posteriormente, submetidas ao ensaio de
proliferacdo de T. gondii por meio da reacdo de B-galactosidade (TEO et al., 2007) j& descrita.
Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata.

O esquema do experimento encontra-se representado no fluxograma 2.

Células THP-1
(1x10° cél./200pl - 24h.)

L

- Sobrenadante de BeWo — - Sobrenadante de BeWo
(no-infectada e infectada) riL-6 Infecgdo com T. gondii (ndo-infectada e infectada),
(25, 50, 100 pg/ml) (3:1) bloqueado com anti-I1L-6,
- Meio anti-MIF ou anti-TGF-31
lm, lm l oh lm,
Infeccdo com T. gondii Infeccdo com T. gondii Anti-IL-6 Infeccdo com T. gondii
(3:1) (3:1) (3:1)
l 24 h. l 3h. l 24 h. l 24 h.
Proliferacéo riL-6 Proliferacéo Proliferacéo

(25. 50. 100 pa/ml)

l 2

Proliferacao

Fluxograma 2: Proliferacdo de T. gondii em células THP-1 apds as diferentes condi¢fes de

tratamento.
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4.9. Morfologia de células THP-1 ndo-infectadas e infectadas com T. gondii

Células THP-1 ndo-infectadas e infectadas por T. gondii foram coletadas de pogos de
cultura em um volume de 200 puL de meio. A partir destas amostras, foram feitos dois
esfregacos em laminas diferentes, um para células THP-1 ndo-infectadas e outro para células
THP-1 infectadas. Apds o esfregaco, as laminas permaneceram a temperatura ambiente por 5
minutos e foram fixadas em formol 10%. Posteriormente, as laminas foram coradas com azul
de toluidina por 10 segundos, montadas com laminulas, examinadas por microscopia Optica e

fotografadas.

4.10. Andlise dos dados do perfil de Assinaturas das Citocinas

O perfil geral de citocinas secretadas por células THP-1 e BeWo, nas diferentes
condi¢des estudadas, foi analisado de acordo com o célculo de medianas globais (SILVA et
al., 2011). Em cada linhagem celular foi determinada uma mediana global para cada citocina,
a partir de todos os valores obtidos nas diversas condi¢des de tratamento. Dessa forma, as
medianas globais para as citocinas secretadas por células BeWo foram: IL-6 = 900,985 MFI;
IL-10 = 0,055 MFI; IL-17A = 0,805 MFI; MIF = 2854,992 pg/ml; IL-12 = 1, 617 pg/ml e
TGF-B1 = 2042,466 pg/ml. Para citocinas secretadas por células THP-1 as medianas foram:
IL-6 = 27,03 MFI; IL-10 = 1,05 MFI; IL-17A = 0,12 MFI; MIF = 2529,55 pg/ml; IL-12 =
20,95 pg/ml e TGF-f1 = 1132,82 pg/ml.

Os valores das medianas globais calculados foram utilizados como cut-off para
determinar a frequéncia com que as citocinas ocorreram em cada uma das condicgdes de
tratamento, nas diferentes linhagens celulares. Dessa forma, se 0 nimero de amostras por
citocina para cada condicéo era igual a cinco, e para uma determinada citocina os valores das
cinco amostras foram acima da mediana global calculada para essa citocina, sua frequéncia

foi de 100%, enquanto que, se apenas trés amostras estiveram acima do valor da mediana



global,

maiores que 50%.
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a frequéncia foi de 60%. Assim, foram consideradas significativas as freqiiéncias

Os diagramas abaixo mostram as frequéncias de cada citocina nas diferentes condigdes

de tratamento. Os destaques em preto representam as amostras em que a mediana foi superior

a mediana global calculada.
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4.11. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 (Graph
Pad Software, v. 5.0, San Diego, USA). A comparacdo dos dados obtidos foi analisada por
testes paramétricos, apds a verificagdo, pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov,
que as variaveis exibiam distribuicdo normal. O teste t de Student foi utilizado para
comparacdo dos dados obtidos entre células THP-1 nas diferentes condi¢des analisadas. Os
dados foram expressos como média = SD e as diferencas estatisticas foram consideradas

significantes quando P < 0,05.
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4.12. Normas de biosseguranca
Todos os procedimentos de cultura celular, bem como manuseio de material biologico,
utilizagdo de vidraria, equipamentos e reagentes quimicos foram realizados de acordo com as

normas de biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005).

4.13. Aprovacédo do Comité de Etica
O projeto de pesquisa deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
desta Universidade, que regulamenta a pesquisa envolvendo seres ou materiais biol6gicos

humanos (ANEXO 1I).
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5. RESULTADOS

5.1. Células THP-1 e BeWo infectadas com T. gondii secretam preferencialmente
citocinas pro-inflamatdrias

O perfil de citocinas secretadas por células THP-1 ndo-infectadas ou infectadas por T.
gondii foi avaliado pela mensuracdo de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatoérias por
ELISA (IL-12, MIF e TGF-B1) ou pelo kit CBA (IL-2, IL-4, TNF-a, IFN-y, IL-17A, IL-10 e
IL-6) (Fig.1).

Células THP-1 infectadas com T. gondii secretaram maiores quantidades das citocinas
MIF, IL-12 e IL-6 quando comparadas aos controles ndo-infectados. Ao contrério, células
THP-1 infectadas com T. gondii secretaram niveis menores das citocinas anti-inflamatorias
(IL-10 e TGF-B1) do que células ndo-infectadas. A secrecdo da citocina IL-17A ndo foi
estatisticamente diferente entre as condi¢fes de células THP-1 infectadas e ndo-infectadas
(Fig.1a-f).

As mesmas citocinas foram mensuradas no sobrenadante de células BeWo, néo-
infectadas e infectadas com T. gondii, e resultados semelhantes aqueles obtidos para células
THP-1 foram verificados. Dessa forma, células BeWo, quando infectadas com T. gondii,
secretaram niveis maiores das citocinas MIF, IL-12 e IL-6 e niveis menores de IL-10 e TGF-
B1 em relagdo ao controle, tendendo a um perfil de resposta pro-inflamatéria. A citocina IL-
17A foi secretada em niveis maiores por células BeWo ndo-infectadas (Fig.2a-f).

As assinaturas das citocinas representam de outra forma o perfil de resposta de células
THP-1 e BeWo ndo-infectadas ou infectadas por T. gondii. Semelhante aos resultados ja
apresentados observa-se que ambas as células quando infectadas por T. gondii passaram a
apresentar um perfil de resposta caracteristicamente pré-inflamatério (Fig.3). Assim, células

THP-1 ndo-infectadas apresentaram um perfil classico de secrecdo de citocinas anti-
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inflamatorias (IL-10 e TGF-B1); em contrapartida, apos a infeccdo elas passaram a apresentar
um perfil de resposta tipicamente pro-inflamatério (IL-17A, MIF e IL-12) (Fig.3a). Em
celulas BeWo, na condicdo de ndo-infecgdo, a frequéncia de citocinas foi significativa para
IL-17A e TGF-B1. Porém, quando foram infectadas, essas células assumiram um perfil de
resposta pro-inflamatdria, evidenciado pela presencga significativa de citocinas classicas deste
perfil, como IL-12 e MIF (Fig.3b).

A producdo de IL-2, IL-4, TNF-a e IFN-y também foi mensurada por citometria de
fluxo utilizando-se o kit CBA; entretanto os resultados obtidos foram inferiores ao limite de

deteccdo em todas as condigOes analisadas (dados ndo mostrados).

5.2. Células BeWo alteram a secrecdo de citocinas pro e anti-inflamatorias por células
THP-1

A andlise referente a secre¢do de citocinas por células THP-1, apo6s estimulo com
sobrenadantes de cultura de células BeWo infectadas ou ndo-infectadas com T. gondii,
também foi realizada por meio de ELISA ou citometria de fluxo. Os dados foram divididos
em dois grupos: (I) células THP-1 ndo-infectadas, estimuladas ou ndo-estimuladas (controle)
com sobrenadantes de cultura de células BeWo ndo-infectadas ou infectadas e (I1) células
THP-1 infectadas ap6s serem estimuladas ou ndo-estimuladas (controle) com sobrenadantes
de cultura de células BeWo nédo-infectadas ou infectadas com a cepa 2F1 de T. gondii.

A secrecdo de MIF por células THP-1 ndo-infectadas e estimuladas com
sobrenadantes de células BeWo ndo-infectadas foi menor quando comparada ao respectivo
controle (Fig.4a). Entretanto, quando células THP-1 foram estimuladas com sobrenadantes de
celulas BeWo previamente infectadas, a secregdo da citocina foi maior quando comparada
tanto ao controle quanto a condi¢do de estimulo com sobrenadante de células BeWo néo-

infectadas (Fig.4a). Com relacdo ao grupo de células THP-1 infectadas, observou-se que, sob
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estimulo com sobrenadante de células BeWo, ndo-infectadas ou infectadas, a secrecdo de MIF
foi menor do que no grupo controle (Fig.4a). Além disso, células THP-1 estimuladas com
sobrenadante de células BeWo ndo-infectadas secretaram menor quantidade de MIF do que
quando estimuladas com sobrenadantes de células previamente infectadas (Fig.4a).

Células THP-1 ndo-infectadas e estimuladas com sobrenadantes de células BeWo ndo-
infectadas ndo apresentaram diferenca significativa na secrecéo de IL-12 quando comparado
ao controle, com secrecdo de niveis basais de 1L-12 (Fig.4b). Entretanto, quando estimuladas
com sobrenadantes de células BeWo infectadas, secretaram niveis significativamente maiores
de IL-12 quando comparadas ao controle e ao estimulo com sobrenadante de células BeWo
ndo-infectadas (Fig.4b). J& no grupo de células infectadas, observou-se que apés ambos o0s
estimulos, células THP-1 secretaram niveis significativamente menores de IL-12 quando
comparadas as células infectadas sem estimulo prévio (Fig.4b). Além disso, quando o
estimulo usado foi o sobrenadante de células BeWo infectadas, a secrecdo de IL-12 foi maior
comparado ao sobrenadante de células ndo-infectadas (Fig.4b).

A analise da secrecdo de IL-6 revelou que células THP-1 estimuladas com
sobrenadante de células BeWo infectadas ou ndo-infectadas secretaram mais IL-6 do que
celulas THP-1 ndo-estimuladas, em ambos os grupos ndo-infectado e infectado (Fig.4c). Além
disso, células THP-1 infectadas e ndo-infectadas secretaram mais IL-6 ao serem estimuladas
com sobrenadante de células BeWo infectadas comparado ao sobrenadante de células BeWo
néo-infectadas (Fig.4c).

Os resultados referentes a secrecdo de 1L-17A demonstraram que células THP-1 ndo-
infectadas ou infectadas, quando estimuladas com sobrenadante de células BeWo nao-
infectadas ou infectadas, secretaram niveis da citocina estatisticamente semelhante aos seus
respectivos controles (Fig.4d). Entretanto, células THP-1 infectadas, apds estimulo com

sobrenadante de células BeWo previamente infectadas, secretaram mais IL-17A comparado
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ao sobrenadante de células BeWo nédo-infectadas (Fig.4d). No grupo de células THP-1 ndo-
infectadas, essa diferenca estatistica ndo foi verificada (Fig.4d).

Células THP-1 ndo-infectadas secretaram niveis menores de TGF-B1 quando
estimuladas com os diferentes sobrenadantes, comparadas ao controle (Fig.4e). Além disso,
quando foram estimuladas com sobrenadante de células BeWo previamente infectadas, a
secrecdo de TGF-B1 foi ainda menor (Fig.4e). Ja no grupo de células THP-1 infectadas,
observou-se que células estimuladas com sobrenadante de células BeWo ndo-infectadas
secretaram quantidades de TGF-f1 semelhantes ao controle, enquanto que quando
estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas, a secregdo da citocina foi menor
quando comparado as demais condicoes (Fig.4e).

Quanto a secrecdo de IL-10 observou-se que células THP-1, ndo-infectadas e
infectadas, quando estimuladas com os diferentes sobrenadantes, secretaram mais IL-10
quando comparadas ao respectivo controle (Fig.4f). Além disso, a secre¢do de IL-10 foi ainda
maior quando células THP-1 foram estimuladas com sobrenadante de células BeWo
previamente infectadas (Fig.4f).

A producdo de IL-2, IL-4, TNF-a e IFN-y também foi mensurada por citometria de
fluxo utilizando-se o kit CBA; entretanto, os resultados obtidos foram inferiores ao limite de
deteccdo em todas as condigOes analisadas (dados ndo mostrados).

Analisando-se as assinaturas das citocinas, verificou-se que nas condi¢cdes em que
células THP-1 ndo foram infectadas, o perfil de citocinas foi alterado apenas quando essas
células foram estimuladas com sobrenadante de células BeWo previamente infectadas. Nesse
caso, o perfil de resposta anti-inflamatdria sofreu uma modulacéo e consequiente secrecdo de
citocinas inflamatoérias como 1L-12 e IL-6 (Fig.5A).

J& nas condigdes em que células THP-1 foram infectadas apds os diferentes

tratamentos, observou-se que apds estimulo com sobrenadante de células BeWo ndo-
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infectadas, o perfil se manteve pré-inflamatério (Fig.5B). Entretanto, as citocinas IL-17A e
IL-12 passaram a apresentar frequéncia menor que 50%; ja IL-6 apresentou frequéncia maior
que 50% (Fig.5B). Em contrapartida, quando células THP-1 foram infectadas ap6s estimulo
com sobrenadante de células BeWo previamente infectadas, todas as citocinas pro-
inflamatdrias avaliadas, apresentaram frequéncia maior que 50% e o perfil geral foi

caracteristicamente inflamatério (Fig.5B).

5.3. Células THP-1 estimuladas com sobrenadantes de células BeWo sd@o menos
permissivas a proliferacdo de T. gondii

Para determinar se células BeWo seriam capazes de modular a susceptibilidade de
celulas THP-1 & infecgdo por T. gondii, células THP-1 foram estimuladas com sobrenadantes
de células BeWo ndo-infectadas ou infectadas por T. gondii e, posteriormente as células THP-
1 foram infectadas e a proliferacdo do parasito foi mensurada nesta populacéo celular (Fig.6).

Observou-se que células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo néo-
infectadas ou previamente infectadas com T. gondii foram menos permissivas a proliferagdo
de T. gondii do que células THP-1 ndo-estimuladas (Fig.6). Além disso, ao se comparar a
proliferacdo de T. gondii entre células THP-1 estimuladas com os dois diferentes
sobrenadantes observou-se que a proliferacdo do parasito foi menor em células THP-1 que

foram estimuladas com sobrenadante de células BeWo previamente infectadas (Fig.6).

5.4. Interleucina-6 esté envolvida no controle do parasitismo em células THP-1

Nossos resultados demonstraram que apenas a secre¢do da citocina IL-6 apresentou
associacdo com o parasitismo em células THP-1 (Fig.7c). Assim, células THP-1 infectadas
apos estimulo com sobrenadantes de células BeWo, ndo-infectadas ou infectadas, secretaram

mais IL-6 e foram menos susceptiveis a proliferacdo do parasito do que células THP-1
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infectadas sem estimulo prévio (Fig.7c). Além disso, células THP-1 infectadas apds estimulo
com sobrenadante de células BeWo infectadas secretaram mais IL-6 do que células THP-1
infectadas apos estimulo com sobrenadantes de células BeWo ndo-infectadas e, neste caso, o
parasitismo foi ainda menor.

A anélise da secrecdo das demais citocinas (MIF, IL-12, TGF-B1, IL-10 e IL-17A)
revelou que ndo houve associacdo entre 0s niveis de tais citocinas e o grau de parasitismo
(Fig.7a, b, d, e, ).

Uma vez que a citocina IL-6 secretada por células THP-1 apresentou associa¢do com o
indice de parasitismo, experimentos foram realizados para demonstrar a influéncia dessa
citocina no controle de T. gondii. Assim, células THP-1 foram submetidas ao tratamento com
riL-6 em diferentes concentracdes e o parasitismo foi mensurado (Fig.8a). Os resultados
demonstraram que o parasitismo em células THP-1 tratadas com rIL-6 (25 pg/ml ou 50 pg/ml)
ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle. Entretanto, quando células THP-1
foram tratadas com IL-6 (100 pg/ml) o parasitismo diminuiu significativamente em relacéo
aquelas células infectadas e ndo tratadas com a citocina (Fig.8a).

Outra forma de avaliar a influéncia de IL-6 no controle do parasitismo em células
THP-1 foi por meio do bloqueio desta citocina no sistema. Neste caso, células THP-1 tratadas
com anti-1L-6 apresentaram parasitismo maior do que células THP-1 infectadas e ndo tratadas
com o anticorpo (Fig.8b). Células THP-1 infectadas e tratadas com anticorpo irrelevante (IgG
de coelho anti-cabra) ndo apresentaram diferenga estatistica em relacdo ao controle (dados

ndo mostrados).

5.5. MIF e IL-6 secretados por células BeWo esté@o envolvidos no controle do parasitismo

em células THP-1
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Para investigar quais poderiam ser os fatores soluveis secretados por celulas BeWo
que influenciaram no controle do parasitismo em células THP-1, as trés citocinas (MIF, TGF-
B1, IL-6) secretadas em maiores quantidades por células BeWo foram neutralizadas,
separadamente, nos sobrenadantes dessas células, e esses sobrenadantes neutralizados foram
utilizados para estimular células THP-1 que seriam infectadas posteriormente.

Observou-se que em células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo
neutralizado com anti-IL-6, tanto sobrenadante de células BeWo nédo-infectadas quanto com
sobrenadante de células BeWo previamente infectadas, o parasitismo foi maior em relacdo ao
controle (Fig.9). Resultados semelhantes foram observados quanto a neutralizacdo do
sobrenadante com anti-MIF. Assim, células THP-1 tiveram indice de parasitismo maior
guando foram estimuladas com os diferentes sobrenadantes neutralizados com anti-MIF
(Fig.9).

Diferentemente, quando células THP-1 foram estimuladas com sobrenadante de
celulas BeWo, infectadas ou ndo infectadas, neutralizado com anti-TGF-B1 ndo foram
verificadas diferengas estatisticas significantes em relagdo ao controle (Fig.9).

Células THP-1 tratadas com anticorpo irrelevante (IgG de coelho anti-cabra) e
posteriormente infectadas, ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle

(dados ndo mostrados).

5.6. Morfologia de células THP-1 ndo-infectadas e infectadas por T. gondii

Células THP-1 ndo-infectadas por T. gondii apresentaram morfologia tipica com
aparéncia globosa, nucleo excéntrico e tipico crescimento agrupado em condic¢Ges de cultura
(Fig.10a). Celulas THP-1 infectadas apresentaram as mesmas caracteristicas morfologicas,
entretanto, observa-se claramente a formagéo do vacutolo parasitoforo com taquizoitas em seu

interior (Fig.10b).
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6. DISCUSSAO

Durante a gestacdo, o organismo materno sofre diversas transformagdes hormonais e
imunoldgicas que sdo fundamentais para manter o curso normal da gravidez. Assim, durante o
periodo gestacional, o perfil de resposta imune materno é controlado principalmente por um
padrdo de células T helper tipo 2 (Th2), tendendo a um perfil de secre¢do de citocinas anti-
inflamatorias, como 1L-10 e TGF-B (LUPPI, 2003; RAGHUPATHY, 2001). Entretanto, essa
tendéncia ao perfil de citocinas Th2 faz com que o sistema imunoldgico materno seja
potencialmente mais susceptivel a agentes patologicos (VARGAS-VILLAVICENCIO;
LEON-NAVA; MORALES-MONTOR, 2009). Alguns desses patdgenos possuem a
capacidade de atravessar a barreira placentéria e atingir o feto, gerando consequéncias graves
que podem levar ao aborto (CHAOUAT et al.,, 2004). Toxoplasma gondii € um destes
microorganismos patogénicos que podem ser transmitidos verticalmente ao feto,
comprometendo seu desenvolvimento normal (WONG, REMINGTON, 1994).

Estudos prévios demonstraram que células trofoblasticas, ao mesmo tempo em que
promovem a manutencdo do concepto, podem, em casos de infec¢bes, enviar sinais que
modificam a acdo de mondcitos presentes no microambiente da placenta, comprometendo o
curso normal da gestacdo (ABRAHAMS et al.,, 2005). Isto ocorre porque o trofoblasto
expressa receptores de reconhecimento padrédo, os quais funcionam como sensores capazes de
reconhecerem a presenca de bactérias, virus, parasitos e até mesmo células mortas. Assim,
apos esse reconhecimento, células trofoblasticas secretam citocinas que agem sobre células
imunes presentes na decidua e espaco interviloso, alterando a atividade funcional das mesmas
(COSTELLO; JOYCE; ABRAHAMS, 2007). Além disso, estudos envolvendo a interagdo de
celulas THP-1 e células BeWo, demonstraram que celulas THP-1 migram em direcdo a

decidua porque células trofoblasticas BeWo sdo capazes de secretar quimiocinas que as
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atraem, tais como GRO-a, MCP-1 e IL-8 (FEST et al., 2007) e que o acumulo excessivo de
células mononucleares na placenta esta associada ao risco aumentado de partos prematuros ou
nascimento de bebés abaixo do peso normal (MENENDEZ et al., 2000). Uma vez que
mondcitos sdo uma das principais células que T. gondii utiliza para se disseminar, sua
presenca na interface materno fetal pode estar diretamente relacionada a transmissao vertical
da toxoplasmose (COURRET et al., 2006).

Dessa forma, os resultados do nosso estudo mostraram como células trofoblasticas da
linhagem BeWo, importantes na barreira materno fetal, podem interagir com células do
sistema imune inato, como por exemplo, mondcitos da linhagem THP-1, modulando a
atividade funcional desses mondcitos frente a infeccéo por T. gondii.

A infeccdo de células THP-1 com T. gondii induz & producéo de citocinas com perfil
de resposta pro-inflamatdria, caracterizado pela secrecdo aumentada de citocinas proé-
inflamatorias e diminuicdo na produgdo de citocinas anti-inflamatérias. Esta alteracdo no
padrdo de producdo de citocinas pode ser um mecanismo de resposta tipico para tentar
controlar a disseminacgdo do parasito.

O perfil de resposta de células BeWo nédo-infectadas e infectadas também foi analisado
e verificou-se que células BeWo quando infectadas, tambem apresentaram um perfil de
resposta pro-inflamatoria. Entretanto, a producdo de IL-17A, que é uma importante citocina
pré-inflamatoria, por células BeWo infectadas foi menor do que em células BeWo néo-
infectadas, diferente do que foi observado com as demais citocinas pré-inflamatorias.

A interleucina-17 é uma citocina que possui papel importante no recrutamento e
desenvolvimento de neutréfilos no sitio de inflamacdo e no combate contra diversos
patdgenos (MIYAMOTO et al., 2003; WITOWSKI; KSIAZEK; JORRES, 2004). Entretanto,
alguns trabalhos demonstraram que em gestantes, o aumento de células Thl7 no sangue

periférico e na decidua, e consequente aumento da producdo de IL-17 foi relacionado a
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ocorréncia de abortos espontaneos recorrentes (WANG et al., 2010). Dessa forma, o fato de
IL-17A ter sido produzida em menores quantidades em células BeWo infectadas pode ser uma
estratégia de defesa do préprio trofoblasto, para tentar controlar a resposta inflamatoria
decorrente da secrecdo das demais citocinas pro-inflamatorias. Além disso, a assinatura das
citocinas de células BeWo demonstrou que IL-10 é frequente na condicdo de BeWo infectada.
Estes achados sugerem que o trofoblasto estabelece mecanismos que tentam controlar a
resposta inflamatoria que € exacerbada na presencga do parasito.

Apls a andlise individual dos perfis de citocinas secretadas por células THP-1 e
BeWo, foi analisada a influéncia dos sobrenadantes de células BeWo no perfil de citocinas
secretadas por células THP-1, infectadas ou ndo por T. gondii. Isso porgque, no ambiente
transplacentério, principalmente quando a gestacdo ocorre concomitante a algum tipo de
infeccdo, o perfil de produgdo de citocinas pelos mondcitos pode ser modificado a fim de
favorecer o sucesso da gestacao.

Trabalhos anteriores mostraram que MIF esta envolvido na ativacdo de macrdfagos e
na morte de parasitos intracelulares, como Leishmania major (JUTTNER et al., 1998) . Além
disso, também foi observado que apds a estimulagdo in vitro com T. gondii, células
dendriticas derivadas da medula 6ssea de camundongos geneticamente modificados em MIF
(MIFT) produziram quantidades significativamente menores de citocinas pré-inflamatérias
como IL-12 e TNF-a, sugerindo que MIF € capaz de atuar na ativacdo de outras citocinas
importantes em processos inflamatdrios (FLORES et al.,, 2006). Outros estudos que
analisaram as funcdes de MIF demonstraram que vilos de placentas humanas infectados com
T. gondii mostraram-se mais resistentes a infeccdo quando tratados com esta citocina
(GOMES et al, 2011). Assim, estes resultados sugerem que MIF possa exercer um
importante papel na resposta imune contra parasitos intracelulares, principalmente, no

microambiente da placenta.
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Os resultados encontrados no presente trabalho demonstraram que células THP-1
estimuladas com sobrenadante de células trofoblésticas BeWo ndo-infectadas, secretaram
menos MIF do que células THP-1 ndo-estimuladas. Estes dados sugerem que na auséncia de
infeccdo com T. gondii, células trofoblasticas sdo capazes de regular negativamente a
secrecdo da citocina inflamatoria MIF pelos mondcitos, contribuindo para o estabelecimento
de um ambiente favoravel a manutencdo do feto. Entretanto, quando células THP-1 foram
estimuladas com sobrenadante de células BeWo previamente infectadas, a secre¢do de MIF
foi maior em relagéo ao controle e as células estimuladas com sobrenadante de células BeWo
ndo-infectadas, indicando que a presenca do parasito em células trofoblasticas induz essas
células a secretarem mediadores que atuam sobre os mondcitos, tornando-os mais
inflamatérios.

Corroborando com nossos resultados, trabalhos mostraram que mondcitos coletados
do espaco interviloso de placentas infectadas com Plasmodium falciparum secretaram
quantidades maiores de citocinas inflamatérias quando comparados aos mondcitos coletados
de placentas ndo-infectadas, e que o0 aumento nos niveis de MIF no microambiente placentario
ajuda na eliminagéo do parasito (CHAISAVANEEYAKORN et al., 2002). Nossos resultados
mostraram que células THP-1 ndo-estimuladas e infectadas produziram mais MIF do que
células THP-1 infectadas apds terem sido estimuladas com sobrenadante de células BeWo,
infectadas ou ndo-infectadas, sugerindo que células trofoblasticas, mesmo quando infectadas
com T. gondii, induzem mondcitos infectados a secretarem menos MIF, diminuindo a
resposta inflamatdria. Estes resultados sdo favoraveis tanto para o controle do parasito quanto
para a manutencao da gestacéo, uma vez que MIF em grandes quantidades é prejudicial para o
curso gestacional, mas que, em concentragdes adequadas, parece induzir resposta inflamatoria
capaz de promover protecdo contra infecgdes e assegurar rapida e eficiente eliminagdo de

parasitos (CHAISAVANEEYAKORN et al., 2002).
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A interleucina-12 (IL-12) tem a capacidade de estimular a producéo de IFN-y e TNF-a e
ativar linfécitos citotoxicos em casos de infec¢Bes, sendo, portanto, uma das principais
citocinas envolvidas no controle de patdgenos intracelulares (EVERING, WEISS, 2006). No
presente estudo demonstramos que células THP-1 ndo-infectadas secretaram niveis basais de
IL-12 e, quando estimulados com sobrenadante de células BeWo ndo-infectadas, o perfil de
secrecdo de IL-12 ndo foi alterado. Assim, células BeWo, por si so, ndo foram capazes de
alterar a producdo de IL-12 por mondcitos. Entretanto, quando células THP-1 foram
estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas, secretaram quantidades elevadas
de IL-12, sugerindo que a presenca do parasito em células trofoblasticas induz essas células a
secretarem fatores que ativam os mondcitos e os estimulam a secretar IL-12. Este resultado é
reforgcado quando se analisa as assinaturas das citocinas, em que se observa que a presenca do
sobrenadante de células BeWo infectadas faz com que IL-12 se torne uma citocina
significativamente freqliente em células THP-1 estimuladas com tal sobrenadante. Estes
resultados demonstram a importancia da comunicacdo que se estabelece entre células
trofoblasticas e células da imunidade inata presentes no microambiente da placenta.

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina pleiotropica e de dificil classificagdo como proé-
ou anti-inflamatoria. E descrita como pro-inflamatdria, principalmente por se apresentar mais
elevada nas fases iniciais de uma infecgdo (PASSOS et al., 2010). Entretanto, alguns estudos
relacionaram niveis elevados de IL-6 com a supressao de processos inflamatdrios, permitindo
classificad-la como uma citocina anti-inflamatéria (TILG; DINARELLO; MILLER, 1997;
STEENSBERG et al., 2003 ).

Durante a gestacdo, IL-6 tem grande importancia mostrando-se capaz de regular a
producdo de gonadotrofina coriénica humana (hCG) e de horménio lactogénico placentéario
(hPL) (STEPHANOU; HANDWERGER, 1994). Além disso, trabalhos anteriores

demonstraram a importancia de IL-6 na implantacdo e nos estagios iniciais da gestacdo, uma
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vez que, camundongos deficientes em IL-6 apresentaram fertilidade reduzida e tiveram
implantacdo comprometida (ROBERTSON; O’CONNELL; RAMSEY, 2000). Interleucina-6
também é capaz de interferir no crescimento fetal, por sua capacidade de controlar a
transferéncia de nutrientes e gases e interferir na permeabilidade vascular (DESAI et al.,
2002; JONES; JANSSON; POWELL, 2009; KENDALL, PEEBLES, 2005).

O presente trabalho demonstrou que células THP-1 infectadas ou ndo-infectadas,
quando estimuladas com sobrenadantes de células trofoblasticas BeWo, infectadas ou néo,
secretaram niveis maiores de IL-6 do que células THP-1 ndo-estimuladas. Sabendo-se que
esta citocina pode facilitar o crescimento e invasdo do trofoblasto através da decidua (FEST et
al., 2007), este resultado sugere que células trofoblasticas estimulam a secre¢do de IL-6 pelos
mondcitos, e estes, por sua vez, exercem um papel modulador no sitio de implantacéo,
promovendo sinais apropriados que facilitam a implantacédo e invasdo trofoblastica.

Interleucina-6 também pode exercer papel importante na defesa contra patégenos, uma
vez que tem a capacidade de atrair e ativar células imunes efetoras na interface materno-fetal
(FUJISAWA et al., 2000). Nossos resultados mostraram que a secregéo de IL-6 foi maior em
células THP-1 infectadas, principalmente nos casos em que essas células foram pré
estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas, sugerindo que o parasito estimula
a liberacdo de componentes capazes de intensificar a acdo do trofoblasto sobre os mondcitos e
que esta maior producdo de IL-6 possa ser um mecanismo de defesa do préprio hospedeiro.

Estudos prévios demonstraram que mondcitos estimulados com sobrenadante de
células trofoblasticas e desafiados com altas doses de LPS (10ug), secretaram quantidades
significativamente maiores de IL-6 do que mondcitos desafiados e ndo-estimulados.
Entretanto, 0 mesmo ndo foi verificado quando os mondcitos foram desafiados com baixas
doses de LPS (0.1 pg) (FEST et al., 2007). Percebe-se, portanto, que células trofoblasticas

podem modular a agdo dos mondcitos de diferentes formas propiciando o sucesso da gestacéo.
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A secrecdo da citocina pro-inflamatdria IL-17A foi mais significativa nas condigdes
em que células THP-1 foram infectadas, ressaltando sua importdncia no controle do
parasitismo. Este padrdo de secre¢do foi modulado por células trofoblasticas, uma vez que
células THP-1 infectadas ap6s estimulo com sobrenadante de células BeWo ndo-infectadas
apresentaram secre¢do diminuida de IL-17A,; j& células THP-1 infectadas apos estimulo com
sobrenadante de células BeWo infectadas, apresentaram niveis mais elevados de IL-17A,
sugerindo que o parasito € capaz de ativar mecanismos em células trofoblasticas que
modulam, direta ou indiretamente, o padrdo de secrecdo de IL-17A por células THP-1
infectadas com T. gondii.

No presente trabalho também analisamos a secrecdo das citocinas anti-inflamatorias
TGF-B1 e IL-10 por células THP-1 estimuladas e ndo-estimuladas com sobrenadante de
celulas trofoblasticas BeWo. As citocinas TGF-3 e IL-10 sdo citocinas reguladoras essenciais
para a tolerancia do concepto nos estagios inicias da gestacio (SCHAFER-SOMI, 2003;
ROBERTSON et al., 2009) e sdo capazes de deslocar a resposta imune para um perfil de
citocinas anti-inflamatdrias ou reguladoras. Estas citocinas tém a capacidade de gerar um
local imunologicamente privilegiado para o desenvolvimento fetal, inibindo a atividade de
celulas NK e de células produtoras de citocinas inflamatérias (JONES et al., 2006). Em
contrapartida, apesar de favorecerem o sucesso gestacional, citocinas de perfil Th2 ou T
reguladoras tornam o ambiente placentério potencialmente mais susceptivel a infeccao,
manutengdo e disseminacdo de patogenos (NAGINENI; DETRICK; HOOKS, 2002
BARBOSA et al., 2008). Entretanto, estudos recentes demonstraram que TGF-3 pode atuar na
via de producéo e ativacdo de IL-17 (PASSOS et al., 2010) e assim, a presenca de TGF-B, ao
mesmo tempo em que torna o organismo mais susceptivel & infeccéo, estimula a liberacdo de

fatores que podem controlar essa mesma infeccéo.
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No presente estudo demonstramos que células THP-1 infectadas secretaram menos
TGF-B1 do que aquelas ndo-infectadas e essa diminuigdo foi maior nos casos em que essas
celulas foram estimuladas com os sobrenadantes de células BeWo infectadas. Esses resultados
sugerem que, de forma geral, células BeWo regulam negativamente a secrecdo de TGF-p1
pelos mondcitos e na presenga de T. gondii esta modulacdo € intensificada.

A citocina IL-10 também foi secretada em niveis menores pelo grupo de células THP-
1 infectadas em relagdo ao grupo ndo-infectado. Entretanto, células THP-1 estimuladas com
sobrenadante de células BeWo, principalmente sobrenadante de células previamente
infectadas, secretaram mais I1L-10 do que células ndo estimuladas. Juntos, estes resultados
sugerem que, quando células THP-1 sdo infectadas, a secrecdo de IL-10 é menor porque
citocinas pro-inflamatorias sdo produzidas para controlar a infecgdo, e dessa forma, as
citocinas anti-inflamatorias sdo reguladas negativamente. Porém, células trofoblésticas séo
habeis em secretar fatores que estimulam os mondcitos a secretarem IL-10 e este evento pode
ser exacerbado pela presenga do parasito nas células trofoblasticas, promovendo, dessa forma,
0 estabelecimento de um microambiente menos inflamatério, adequado a uma situacdo de
gestacéo.

Células THP-1 que foram infectadas apOs estimulo com sobrenadante de células
BeWo, principalmente de células BeWo previamente infectadas, controlaram mais a
proliferacdo de T. gondii do que células ndo-estimuladas e infectadas. Estes resultados
indicam que o trofoblasto é capaz de modular a acdo dos mondcitos tornando-os mais
resistentes a infeccdo por T. gondii. Existe uma associacdo entre os niveis de IL-6 e 0
parasitismo em células THP-1. Assim, situacBes de menor parasitismo em células THP-1
coincidem com niveis mais elevados de secre¢do de IL-6 por estas células; ja niveis mais

baixos de secrecdo de IL-6 por células THP-1 coincidem com maior parasitismo nesta
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populacéo celular. Estes achados sugerem fortemente que IL-6 tenha participacdo efetiva no
controle de T. gondii em células THP-1.

A importancia de IL-6 no controle do parasitismo foi confirmada uma vez que, ao
tratar células THP-1 com a citocina recombinante, o nivel do parasitismo diminuiu e, ao se
tratar essas células com anti-IL-6 o parasitismo aumentou. Dessa forma, no modelo
experimental analisado neste estudo, 1L-6 mostrou estar envolvida no controle da proliferacéo
de T. gondii.

Corroborando com nossos resultados, estudos anteriores demonstraram que
camundongos IL67 e infectados com T. gondii falharam no desenvolvimento de resposta pro-
inflamatoria inata, a qual é essencial para limitar a replicacdo do parasito (JEBBARI et al.,
1998). Suzuki et al. (1997) usaram camundongos geneticamente deficientes em IL-6 e
também demonstraram efeito protetor de IL-6 em casos de encefalites decorrentes de
infeccdes com T. gondii. Dentre as diferentes formas que IL-6 pode atuar controlando a
infeccdo pelo parasito, destaca-se sua possivel capacidade de estimular a producéo da citocina
pro-inflamatoria IFN-y, uma vez que na auséncia de IL-6, camundongos apresentaram
producéo de IFN-y comprometida (JEBBARI et al., 1998). Outros estudos mostraram que IL-
6 induz a producdo de IL-17 por células do sistema imune inato, uma vez que camundongos
deficientes na atividade de linfocitos e infectados com T. gondii, quando estimulados com IL-
6 secretaram mais IL-17 do que camundongos ndo-estimulados (PASSOS et al., 2010). IL-6
também ja foi descrita como uma citocina importante para o controle da disseminacdo de
infeccdes com Giardia duodenalis (KAMDA; NASH; SINGER, 2012), na resposta imune
protetora contra Trypanosoma cruzi (GAO; PEREIRA, 2002) e na limitacdo da multiplicacdo
microbiana durante infeccdo com Listeria monocytogenes (KOPF et al., 1994, DALRYMPLE

et al., 1995), Vaccinia virus (KOPF et al., 1994) e Candida albicans (ROMANI et al., 1996).
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Estudos prévios demonstraram que IL-6, além de exercer papel importante na
iniciacdo de processos inflamatorios em casos de infecgdes, € essencial na resolucdo desta
mesma inflamacgéo (TILG; DINARELLO; MILLER, 1997), uma vez que, IL-6 pode estimular
a secrecgéo da citocina reguladora IL-10 (STEENSBERG et al., 2003). Este fenGmeno ocorre,
provavelmente, pelo fato de que a secrecdo de ambas as citocinas, IL-6 e IL-10, é controlada
pela mesma via de sinalizagdo, via STAT3 (CHEON et al., 2006, MULLA et al., 2010).
Assim, quando o sistema imune é estimulado a secretar IL-6, pode haver uma secrecdo
concomitante de IL-10, e, juntas, essas citocinas podem balancear a intensidade da resposta
imune. Esta importante relacdo foi observada em estudos com Plasmodium falciparum, em
que altas concentragdes de IL-6 em decorréncia de deficiéncias na producgéo de IL-10 foram
responsaveis por quadros fatais de malaria (PERLMANN; TROYE-BLOMBERG, 2002).

Finalmente, por meio dos resultados referentes ao parasitismo em células THP-1
estimuladas com sobrenadante neutralizado de células BeWo, verificou-se que, dentre outros
fatores envolvidos, as citocinas IL-6 e MIF, secretadas por células BeWo, foram capazes de
modular a atividade funcional de células THP-1, tornando-as mais resistentes a infeccéo por
T. gondii. Entretanto, TGF-B1 secretado por células trofoblasticas ndo foi capaz de modular a
atividade funcional de células THP-1 no controle da infec¢do. Estudos recentes demonstraram
que os macrofagos deciduais podem ser de dois tipos, dependendo do microambiente em que
estdo inseridos. Macrofagos ativados por citocinas pro-inflamatorias sdo classificados como
macrofagos tipo 1 e secretam citocinas que participam da progressdo da inflamagéo, como
TNF-a e IL-12. Macréfagos ativados por citocinas anti-inflamatdrias sdo classificados como
macrofagos M2 e desempenham papel essencial na tolerdncia imune durante a gestacéo
(NAGAMATSU, SCHUST, 2010). Assim, nossos achados reforcam que fatores sollveis
secretados por células trofoblasticas podem modular a atividade funcional de mondcitos e sua

consequente diferenciagdo em macréfagos do tipo M1 ou M2.
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Em conjunto, os nossos dados aqui apresentados, demonstraram pela primeira vez que
celulas trofoblasticas BeWo sdo habeis em modular a atividade funcional de células THP-1 e
modificar o padrdo de secrecdo de citocinas por essas células do sistema imune inato, na
presenca ou auséncia de T. gondii. Coletivamente, 0s eventos por nds observados in vitro
permitem sugerir que fendmenos semelhantes possam ocorrer in vivo, com células
trofoblasticas alterando a fungdo de mondcitos na interface materno-fetal e controlando a
resposta imune no microambiente placentario.

Assim, nossos achados adicionam importantes dados para a compreensdo de um
intrigante evento biologico de comunicacgdo celular e modulagdo da resposta imune inata que
se estabelece em uma gestacdo de sucesso e em casos de infec¢es concomitantes a gestacéo.
Estes resultados sugerem que, embora varios outros componentes, celulares ou ndo, também
atuem simultaneamente para assegurar 0 sucesso da gestacdo e defender o organismo
hospedeiro de infec¢Bes por patdgenos, esse processo depende intimamente de um delicado
balanco entre células imunes inatas e celulas trofoblasticas. Dessa forma, casos de abortos,
abortos recorrentes, partos prematuros, complicagdes gestacionais e infecgOes congénitas

podem ser decorrentes de uma falha nesta comunicacdo celular.
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7. CONCLUSOES

- Células THP-1 e BeWo infectadas com T. gondii apresentam perfil de resposta imune pro-
inflamatoria, com secre¢do de niveis mais elevados das citocinas pré-inflamatorias (MIF, IL-

12, IL-6 e IL-17A) e diminuicdo da secrecdo das citocinas anti-inflamatdrias (IL-10 e TGF-

B1);

- Células BeWo alteram a secrec¢do de citocinas por celulas THP-1, na presenca ou auséncia

de T. gondii;

- Células THP-1 estimuladas com sobrenadantes de células BeWo infectadas ou nao-

infectadas sdo menos susceptiveis a proliferacdo de T. gondii;

- A citocina IL-6 esta envolvida no controle do parasitismo em células THP-1 infectadas com

T. gondii;

- Interleucina-6 e MIF, mas ndo TGF-[1, secretados por células BeWo estdo envolvidos no

controle do parasitismo em células THP-1.
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Figura 1: Secre¢do de citocinas por células THP-1 ndo-infectadas e infectadas com T. gondii. (a) MIF, (b) IL-
12, (c) IL-6, (d) IL-17A, (e) TGF-B1, (f) IL-10. Os resultados estdo expressos em pg/ml quando a dosagem foi
realizada por ELISA e em MFI (intensidade média de fluorescéncia) quando a metodologia utilizada foi a
citometria de fluxo. Os dados séo representativos de 2 experimentos independentes realizados em triplicata. * p

< 0,05 (teste t de Student).
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Figura 2
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Figura 2: Secrecdo de citocinas por células BeWo nédo-infectadas e infectadas com T. gondii. (a) MIF, (b) IL-12,
(c) IL-6, (d) IL-17A, (e) TGF-B1, (f) IL-10. Os resultados estdo expressos em pg/ml quando a dosagem foi
realizada por ELISA e em MFI (intensidade média de fluorescéncia) quando a metodologia utilizada foi a
citometria de fluxo. Os dados séo representativos de 2 experimentos independentes realizados em triplicata. * p

< 0,05 (teste t de Student).
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Figura 3

Figura 3: Assinaturas das citocinas secretadas por células THP-1 e BeWo néo-infectadas ou infectadas por T.
gondii. Os resultados estdo expressos em freqiiéncia de citocinas (%) calculada a partir das medianas globais
para cada citocina. As medianas globais para as citocinas secretadas por células BeWo foram: IL-6 = 900,985
MFI; IL-10 = 0,055 MFI; IL-17A = 0,805 MFI; MIF = 2854,992 pg/ml; IL-12 = 1, 617 pg/ml e TGF-1 =
2042,466 pg/ml; para citocinas secretadas por células THP-1 as medianas foram: 1L-6 = 27,03 MFI; IL-10 = 1,05
MFI; IL-17A = 0,12 MFI; MIF = 2529,55 pg/ml; IL-12 = 20,95 pg/ml e TGF-B1 = 1132,82 pg/ml. Frequéncias
superiores a 50% foram consideradas estatisticamente significantes. As citocinas agrupadas apresentaram
frequéncia superior a 50% e aquelas em destaque representam as citocinas que ndo foram frequentes em todas as
condicBes experimentais.
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Figura 4
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Figura 4: Secrecdo de citocinas por células THP-1 estimuladas com sobrenadantes (SBN) de células BeWo néo-
infectadas ou infectadas com T. gondii. (a) MIF, (b) IL-12, (c) IL-6, (d) IL-17A, (e) TGF-B1, (f) IL-10. Os
resultados estdo expressos em pg/ml quando a dosagem foi realizada por ELISA e em MFI (intensidade média de
fluorescéncia) quando a metodologia utilizada foi a citometria de fluxo. Diferencas estatisticas foram
consideradas significativas quando p < 0,05 (teste t de Student). (*) Células THP-1 estimuladas com
sobrenadantes de células BeWo ndo-infectadas ou infectadas comparadas ao controle (THP-1 + meio); (e)
células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas comparadas as células THP-1

estimuladas com sobrenadante de células BeWo ndo-infectadas.
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Figura 5

Figura 5: Assinaturas das citocinas secretadas por células THP-1 ndo-infectadas ou infectadas por T. gondii e
estimuladas com sobrenadante de células BeWo nédo-infectadas ou infectadas com T. gondii. Os resultados estao
expressos em frequéncia de citocinas (%) calculada a partir das medianas globais para cada citocina. As
medianas globais para as citocinas secretadas por células BeWo foram: IL-6 = 900,985 MFI; IL-10 = 0,055 MFI;
IL-17A = 0,805 MFI; MIF = 2854,992 pg/ml; IL-12 = 1, 617 pg/ml e TGF-B1 = 2042,466 pg/ml; para citocinas
secretadas por células THP-1 as medianas foram: IL-6 = 27,03 MFI; IL-10 = 1,05 MFI; IL-17A = 0,12 MFI,
MIF = 2529,55 pg/ml; IL-12 = 20,95 pg/ml e TGF-B1 = 1132,82 pg/ml. Frequéncias superiores a 50% foram
consideradas estatisticamente significantes. As citocinas agrupadas apresentaram frequéncia superior a 50% e
aquelas em destaque representam as citocinas que ndo foram frequentes em todas as condi¢Bes experimentais.
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Figura 6
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Figura 6: indice de parasitismo de T. gondii em células THP-1 estimuladas com sobrenadantes de células BeWo
ndo-infectadas ou infectadas. Os dados sdo representativos de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. Diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (teste t de Student). (*)
Células THP-1 estimuladas com os diferentes sobrenadantes comparadas ao controle (células THP-1 néo-
estimuladas); (e) comparacdo entre células THP-1 estimuladas com sobrenadantes de células BeWo infectadas e
células THP-1 estimuladas com sobrenadantes de células BeWo néo-infectadas.
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Figura 7: Associacdo entre a secrecdo de citocinas por células THP-1 e o indice de parasitismo nestas mesmas
células estimuladas ou ndo-estimuladas com sobrenadante (SBN) de células BeWo néo-infectadas ou infectadas
com T. gondii. Diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (teste t de Student). (*)
indice de parasitismo em células THP-1 estimuladas comparado ao controle; (&) secregdo de citocinas por
células THP-1 estimuladas com os diferentes sobrenadantes comparada ao controle; (#) indice de parasitismo em
células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas quando comparado as células THP-1
estimuladas com sobrenadante de células BeWo néo-infectadas; (0) secrecdo de citocinas por células THP-1
estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas comparada as células THP-1 estimuladas com
sobrenadante de células BeWo ndo-infectadas. As barras horizontais representam os valores médios de producao
de citocinas e parasitismo.
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Figura 8: (a) Indice de parasitismo em células THP-1 tratadas com rIL-6 em trés concentracdes diferentes (25
pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml). Os dados sdo representativos de 2 experimentos independentes realizados em
triplicata. Diferencas estatistica foram consideradas significativas quando p < 0,05. (*) Células THP-1 tratadas
com rlIL-6 comparadas ao controle. (b) indice de parasitismo em células THP-1 tratadas com anti-IL-6 (10
pg/ml). Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes realizados em triplicata. Diferencas

estatistica foram consideradas significativas quando p < 0,05. (*) Células THP-1 tratadas com anti-IL-6
comparadas ao controle.
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Figura 9: indice de parasitismo em células THP-1 tratadas com sobrenadantes neutralizados de células BeWo
nédo-infectadas ou infectadas com T. gondii. Os sobrenadantes foram neutralizados, separadamente, com anti-IL-
6, anti-MIF e anti-TGF-f1 em uma concentragdo de 10 pg/ml. Os dados sdo representativos de dois
experimentos independentes realizados em triplicata. Diferencas estatistica foram consideradas significativas
guando p < 0,05. (*) Células THP-1 estimuladas com sobrenadantes neutralizados de células BeWo néo-
infectadas ou infectadas com T. gondii comparadas ao controle (células THP-1 estimuladas com sobrenadantes
ndo-neutralizados de células BeWo ndo-infectadas ou infectadas com T. gondii). A linha tracejada representa a
condic¢do de células THP-1 infectadas com T. gondii sem nenhum tipo de estimulo.
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Figura 10
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Figura 10: Fotomicrografias de células THP-1 ndo-infectadas e infectadas com T. gondii. As células foram
fixadas e coradas com azul de toluidina. (a) Células THP-1 ndo-infectadas. As setas evidenciam o formato global
caracteristico da célula e sua capacidade de crescer em grupos em cultura celular. (b) Células THP-1 infectadas
com T. gondii. A seta destaca o vacuolo parasitéforo com taquizoitas em seu interior.
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