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RESUMO

Toxoplasma gondii ¢ um parasito intracelular obrigatério capaz de infectar diversos
vertebrados, inclusive o homem. Na transmissdo vertical da toxoplasmose, o parasita
ultrapassa a barreira placentaria, podendo causar consequéncias graves ao feto, como
complicagdes no sistema nervoso central, toxoplasmose ocular ou mesmo aborto. A placenta,
fundamental para a gestacdo, fornece nutrientes ao embrido e propicia condi¢des favoraveis a
implanta¢do. Durante esse processo, eventos como a invasdo € a migragdo de células
trofoblasticas extravilosas sdao fundamentais para uma adequada placentacdo e sucesso
gestacional. O controle da capacidade invasiva destas células ¢ regulado por mecanismos
intrinsecos, como a endoreduplicacdo do material genético. Assim, a inadequada migracao e
invasdo de células trofoblasticas extravilosas estdo associadas a patologias relacionadas a
gestacdo. Neste sentido, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do Antigeno
Solavel de Toxoplasma gondii (STAg) nos processos de migragdo, invasio e
endoreduplicacdo das células trofoblasticas extravilosas HTR-8/SVneo. Inicialmente as
células HTR-8/SVneo foram mantidas em cultura em meio RPMI 1640, 10% de soro fetal
bovino e antibioticos. Os processos de migracdo e invasao foram realizados por meio de
Transwell e Matrigel, respectivamente. A endoreduplicacdo e as metaloproteinases foram
avaliadas utilizando a técnica de Western Blotting por meio da expressao da proteina p57 e
das MMP-2 e MMP-9, respectivamente. Células trofoblasticas extravilosas HTR-8/SVneo
tratadas com STAg apresentaram menor expressdo intracelular da proteina p57 em células
trofoblasticas tratadas, quando comparada as células sem tratamento. Notou-se também, uma
maior capacidade invasiva quando comparadas ao grupo controle, bem como uma maior
expressao da metaloproteinase 2. O STAg influenciou a diminuicdo da expressdo da proteina
p57 e a diminui¢ao dos processos de endoreduplicacdo e, muito provavelmente, o nimero de
células gigantes, favorecendo a capacidade invasiva das células trofoblasticas extravilosas,

por meio da MMP-2.

Palavras-chave: p57. STAg. HTR-8.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite able to infect many
vertebrates, including the humans. In the vertical transmission of toxoplasmosis, the parasite
overcomes the placental barrier and may cause serious consequences to the fetus, such central
nervous system complications, ocular toxoplasmosis or even miscarriage. Placenta, essential
for pregnancy, provides nutrients to the embryo and favors conditions for implantation.
During this process, events such as invasion and migration of extravillous trophoblast cells
are essential to induce placentation and pregnancy success. The control of these cells
invasiveness is regulated by intrinsic mechanisms such as genetic material endoreduplication.
Thus, inadequate migration and invasion of extravillous trophoblast cells are associated with
pregnancy disorders. Thus, this study aimed to evaluate if antigen soluble Toxoplasma gondii
(STAg) could influence in the migration, invasion and endoreduplication processes of HTR-
8/SVneo extravillous trophoblast cells. Initially, HTR-8/SVneo cells were cultured in RPMI
1640, supplemented with 10% fetal bovine serum and antibiotics. Migration and invasion
assays were performed by Transwell and Matrigel, respectively. Endoreduplication and
metalloproteinases were evaluated using the Western Blotting technique by p57 and MMP 2/9
protein expression, respectively. Extravillous trophoblast cells HTR-8/SVneo treated with
STAg decreased p57 protein intracellular expression in trophoblast cells treated compared to
untreated cells. It was also observed an increase in the invasiveness of these cells when
compared to the control group, as well as increased expression of metalloproteinase 2. STAg
influences in the p57 protein expression and the decrease in this protein levels reduced the
endoreduplication processes and either the number of giant cells, favoring the invasiveness of

extravillous trophoblast cells by MMP-2.

Keywords: p57. STAg. HTR-8
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1. Introducao
1.1. Placentacao
1.1.1. Implantacio e formagao da placenta

O processo de implantagdo embriondria € altamente dindmico e invasivo, o qual se
inicia com a adesdo da blastula ao epitélio uterino e diferenciacdo das células trofoblasticas
(BURTON; JAUNIAUX, 2015), que posteriormente se alojam no endométrio favorecendo o
estabelecimento de um microambiente propicio para a formacdo e crescimento do embrido
(CHAMLEY et al, 2014). Durante a implantagdo células estromais da decidua sofrem
modificagdes para garantir o sucesso da gestacao, processo conhecido como decidualizagao.
Tais alteragdes sdo constituidas por transformagodes das glandulas uterinas, influxos de células
“natural killer” (células NK) especializadas, bem como o remodelamento das artérias
espiraladas (SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016).

Células trofoblasticas sdo consideradas o principal grupo celular responsavel pelo
processo de implantacdo do embrido e formagdo da parte fetal da placenta, bem como de
nutri¢do e regulagao hormonal (FERRO; BEVILACQUA, 1994; FERRO, 2000; CHAMLEY
et al, 2014; MAYHEW, 2014). Os trofoblastos sao conhecidos como uma populagdo celular
progenitora denominada citotrofoblastos, os quais possuem um alto potencial proliferativo
formando colunas celulares que sustentam os vilos placentdrios (GOLDMAN-WOHL;
YAGEL, 2002; KNOFLER, 2010, ILEKIS et al., 2016). Durante a  implantagio  do
blastocisto, as células do citotrofoblasto se diferenciam em duas grandes subpopulacdes:
sinciciotrofoblasto, células multinucleadas responsaveis pelo transporte de nutrientes, pela
producdo de alguns hormoénios e pelo revestimento dos vilos flutuantes; e trofoblastos
extravilosos (TEV), responsaveis pelos processos de invasdo na decidua materna e
remodelamento das artérias espiraladas (GOLDMAN-WOHL; YAGEL, 2002; KAUFMANN;

BLACK; HUPPERTZ, 2003; BALL et al 2006). Dessa forma, o sucesso da implantacio se
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deve principalmente a interagdes entre a mucosa uterina e as células trofoblasticas do
blastocisto maduro (LOKE; KING; BURROWS, 1995; SALAMONE et al., 2012).

Os trofoblastos extravilosos migram dos vilos de ancoragem em dire¢do a decidua e
artérias espiraladas adquirindo um potencial invasivo/proliferativo, portanto se diferenciam
em trofoblasto extraviloso intersticial (TEVi) e trofoblasto extravilosos endovascular (TEVe)
(SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016). Os trofoblastos extravilosos intersticiais se
relacionam diretamente com as células deciduais, proliferam, invadem (BIONDI et al., 2006)
e em alguns casos se tornam c¢lulas poliploides ou células gigantes (ILEKIS et al., 2016). Ja
os trofoblastos extravilosos endovasculares tem como alvo os vasos sanguineos, onde se
intercalam com as células endoteliais e remodelam as artérias espiraladas, aumentando o
diametro do vaso e diminuindo a resisténcia de fluxo sanguineo de forma a permitir um maior
fluxo de sangue para o espago interviloso. Como consequéncia havera uma maior abundancia
de nutrientes na interface materno-fetal (REDMAN; SARGENT, 2010; CHAMLEY et al,
2014; GATHIRAM; MOODLEY, 2016).

A diferenciagdo e a capacidade invasiva dos trofoblastos extravilosos sdo reguladas
temporal e espacialmente tanto por outras subpopulagdes trofobladsticas quanto por fatores
deciduais; assim a invasao intersticial do trofoblasto ¢ controlada para que ndo ultrapasse os
limites da decidua (LALA; HAMILTON, 1996; BISCHOF; MEISSER; CAMPANA, 2000;
SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016). Dentre esses fatores, niveis de oxigénio e moléculas
liberadas por outras subpopulacdes celulares sdo capazes de regular a proliferagdo, migracdo e
invasdo desses trofoblastos extravilosos (CHAKRABORTY et al., 2002, 2003).

Alteracdo no processo de invasdo ou no remodelamento das artérias espiraladas pode
ter consequéncias graves para a gestante e para o feto, uma vez que sdo necessarias agoes
coordenadas e precisas para uma placentacdo adequada (SHARMA; GODBOLE; MODI,

2016). Uma possivel redu¢do da capacidade invasiva trofoblastica pode levar a complicacdes
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gestacionais como pré-eclampsia ou restricdo do crescimento intrauterino (JI et al., 2013). A
principal caracteristica da pré-eclampsia ¢ o remodelamento incompleto das artérias
espiraladas o que resulta em um quadro de hipoperfusdo e uma consequente diminuigdo de
nutrientes para o feto (GATHIRAM; MOODLEY, 2016). Por outro lado, um excessivo
processo de invasdo pode estar relacionado ao desenvolvimento de placenta acreta, quando os
trofoblastos atingem a camada superficial do miométrio, ou percreta, quando a placenta
ultrapassa o miométrio atingindo o peritonio visceral (CHAKRABORTY et al., 2002;
BIONDI et al 2006; TANTBIROJN; CRUM; PARAST, 2008).

Finalmente, a placenta ¢ um 6rgdo fundamental para a gestacdo, de forma a propiciar
suporte para o crescimento e desenvolvimento fetal durante o processo gestacional (LOKE;
KING; BURROWS, 1995; SIMMONS; CROSS, 2005), fornecendo nutrientes, oxigénio e
protecdo (POLACHEK et al., 2010; KAY; NELSON; WANG, 2011; BENIRSCHKE;
BURTON; BAERGEN, 2012). Além disso, a placenta ¢ um 6rgao chave na relagdo materno-
fetal, uma vez que possibilita a formacao de um microambiente de tolerdncia imunoldgica
necessaria para a gestagdo, bem como uma protecdo ao feto contra agentes infecciosos.
(ROBERT-GANGNEUX et al, 2011; ZELDOVICH; BAKARDIJIEV, 2012). A figura que se

segue mostra os diferentes compartimentos do microambiente placentario.
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Figura 1. Estrutura da placenta humana. (A) Na gestacdo a camada uterina se
diferencia em decidua. Os trofoblastos originam os vilos coridnicos. Trofoblastos
extravilosos remodelam as artérias espiraladas para o aumento do fluxo sanguineo. (B)
Estrutura do vilo coriénico em maior aumento. No espago interviloso, o sangue
materno banha os vilos, formados na camada interna pelos citotrofoblastos e na parte
externa pelos sinciciotrofoblasto (SiCT). Os citotrofoblastos quando em contato com a
decidua se diferenciam em trofoblastos extravilosos (TEV), que invadem a camada
uterina ancorando os vilos. (Adaptada: ZELDOVICH; BAKARDIJIEV, 2012).

Na placenta humana, células trofoblasticas se encontram em contato direto com o
sangue materno, devido aos mecanismos de placentagcdo. Este 6rgao ¢ dividido basicamente
em duas regides: a placa coridnica (parte fetal) e a decidua basal (parte materna). Entre elas se
encontra o espago interviloso, no qual os vilos flutuantes se encontram em intimo contato com
o sangue materno (BENIRSCHKE; KAUFMANN, 2000). J4& na mucosa uterina sdo

encontrados os vilos de ancoragem, os quais medeiam a ligacdo entre a placenta e o

endométrio (GOLDMAN-WOHL; YAGEL, 2002; GUDE et al, 2004).

1.1.2. As metaloproteinases no processo de invasao

A capacidade invasiva das células trofoblasticas extravilosas humanas ¢ regulada por
fatores derivados das proprias células trofoblasticas e também de células deciduais
(SHARMA; GOBOLE; MODI, 2016), as quais podem secretar moléculas que estimulam ou

inibem este processo, como por exemplo, o fator de necrose tumoral alfa (TNF- o), IL-1, IL-6,
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IL-11), TGF-B, dentre outros (SIVAK; FINI, 2002; CHAKRABORTY et al, 2003;
GORDON et al., 2009; SHARMA; GOBOLE; MODI, 2016). A regulacdo da invasdo se da
também pelo equilibrio entre as metaloproteinases de matriz (MMPs) e seus inibidores
(TIMPs).

As metaloproteinases sdo pertencentes a uma familia de endopeptidases, divididas de
acordo com sua estrutura, isto € o sitio catalitico da sua parte ativa (serina/treonina, cisteina,
aspartico e metalo) (PARKS; MECHAM, 1998) e o substrato sobre o qual atuam, sendo elas:
colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13), gelatinases (MMP-2, MMP-9), estromelisinas
(MMP-3, MMP-10, MMP-11), metaloproteinases ligada a membrana (MMP-14, MMP-135,
MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25), dentre outras (NABESHIMA et al, 2002;
BROOKS; OLLIVIER, 2004; BREJCHOVA et al., 2009). As MMPs sao endopeptidases
classificadas como metalo por serem dependentes de zinco, porém sao secretadas na sua
forma inativa, pro-MMP, e ativadas somente no meio extracelular. As colagenases sdo
capazes de degradar coldgeno tipo I, II e III, ao passo que as gelatinases degradam
fibronectina, laminina e colageno tipo IV, V e VII (SIVAK; FINI, 2002; BREJCHOVA et al.,
2009).

As metaloproteinases quando secretadas pelos trofoblastos extravilosos sao capazes de
degradar e remodelar a matriz extracelular (MEC) por meio de alteragdes célula-célula e
cé¢lula-matriz facilitando o processo de invasdo celular. Ao mesmo tempo, a decidua e o
trofoblasto liberam inibidores de metaloproteinases (TIMPs) as quais antagonizam as
atividades proteoliticas das MMPs, restringindo assim a invasdo trofoblastica (LALA;
GRAHAM, 1990; BURROWS; KING; LOKE, 1996; VARANOU et al., 2006). No entanto,
qualquer alteracdo na funcionalidade das metaloproteinases, oriunda por patdégenos ou outras

doencgas, podem comprometer o sucesso da invasdo, como acontece na pré-eclampsia. Neste
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caso, a expressdo génica da MMP-9 encontra-se alterada (SHIMONOVITZ et al., 1994; LIM

et al, 1997, GOLDMAN-WOHL; YAGEL, 2002).

1.1.3. Endoreduplicaciao

O desenvolvimento da placenta ¢ um processo altamente dependente da proliferagao,
migragdo e invasdo celular (GENBACEV; MILLER, 2000). No entanto, durante o processo
de invasdo estdo relacionadas algumas caracteristicas como a poliploidia celular e a
diferenciacdo em células gigantes pelo processo de endoreduplicacio (HANDSCHUH et al.,
2007; ZYBINA et al., 2002).

Células eucariotas possuem seu ciclo celular dividido em duas grandes fases: mitose,
na qual ocorre a divisdo celular; e intérfase, na qual a célula aumenta seu volume, sintetiza
constituintes celulares, duplicando suas organelas, seu material genético, e pode ser
subdividida em GI1, S e G2. Alguns tipos celulares sdo capazes de realizar uma
endoreduplicacdo programada, também denominada de endociclos, em que durante a intérfase
o material genético ¢ duplicado sem que ocorra a mitose celular, originando assim, células
gigantes, ativas € com baixo potencial proliferativo (LILLY; DURONIO, 2005; CALVI,
2006; INZE; DE VEYLDER, 2006; MARTINDILL; RILEY, 2008). Ainda nio se sabe
claramente o que desencadeia o processo de endoreduplicagdo, mas sabe-se que alteragdes no
meio celular, como a diminuicdo do fator de crescimento de fibroblastos (FGF4) e geminina,
proteina responsavel pela supressdo da replicagdo do DNA durante a fase S do ciclo celular
(ULLAH, 2008), a diminui¢do de ciclinas mitdticas e a diminui¢do de inibidores de
endoreduplicagdo, podem desencadear o processo de diferenciacdo de células trofoblasticas
extravilosas em células trofoblasticas gigantes (MARTINDILL; RILEY, 2008) (Figura 2). O

processo de endoreduplicagdo ndo ¢ um evento comum nas células eucariotas. Tal fenomeno
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estd presente em duas situagdes: na diferenciacdo de TEV em células gigantes (CROSS,

2005); e na diferenciacdo de megacarioblastos em megacariocitos (RAVID et al., 2002).
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Figura 2. Diferenciac@o de células trofoblasticas gigantes. A diferenciacdo de células
trofoblasticas em células trofoblasticas gigantes ocorrem ao final da fase G2 do ciclo
celular mitotico. O pré-requisito para a entrada no endociclo ¢ a ativacdo dos inibidores
de ciclinas mitoticas. Ao iniciar o processo de endoreduplicagdo ocorre a replicagdo do
material genético sem a ocorréncia de mitose dando origem a células poliploides. M,

mitose; G1, fase 1; S, intérfase; G2, fase 2. (Adaptada: MARTINDILL; RILEY, 2008).

O ciclo celular em eucariotos ¢ controlado por uma ampla variedade de moléculas,
dentre elas as quinase dependentes de ciclinas (CDKs) e os inibidores de quinase dependentes
de ciclinas (CDKI) (DE FALCO et al., 2004; PESIN; ORR-WEAVER, 2008). As CDKIs sdo
capazes de se ligar ao complexo ciclina-CDK alterando a regulagdo das fases do ciclo celular.
No entanto, ainda ndo se sabe o grau de envolvimento da CDKs no processo de
endoreduplicacdo, uma vez que trabalhos demonstraram que na auséncia de atividade da
CDKI1 a endoreduplicacdo acontecia somente em algumas linhagens celulares (VASSILEV et
al., 2006; HOCHEGGER et al., 2007).

Uma das familias das CDKIs ¢ Cip/Kip com membros como a p21, p27 e p57, que sdo

capazes de se ligar a diversos tipos de quinase inibindo suas atividades. A proteina p57, por
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exemplo, inibe a atividade da ciclina D/CDK4, da ciclina A/CDK2 e da ciclina E/CDK2
(MATSUOKA et al., 1995; SHERR; ROBERTS, 1999). Além disso, foi observada a presenca
da p57 em citotrofoblastos vilosos, invasivos, bem como em células da decidua humana
(FUKUNAGA, 2002; KORGUN et al, 2007). Ullah (2008) observou uma importante relagao
da p57 com os processos de endoreduplicagdao. Células trofoblasticas na auséncia de pS7 nao
realizavam a endoduplicacdo, acentuando os processos de proliferagdo, provocando a
formacao de placentomegalia, ¢ de invasdo levando ao desenvolvimento de placenta acreta
(FUKUNAGA, 2002; GUPTA et al., 2012; BANET et al., 2014). Por outro lado, alteragdes
nos mecanismos de controle do ciclo celular, como uma acentuada expressao de p57 foi
relacionada com a ocorréncia de pré-eclampsia (UNEK et al., 2014a).

Ainda ndao ha relatos na literatura da influéncia de patdgenos no processo de
endoreduplicacao trofoblastica envolvendo a p57. Assim, ¢ bastante atrativo o entendimento
da influéncia de parasitos como 7. gondii nos processos de invasdo, migracao e

endoreduplicacdo de células trofoblasticas humanas.

1.2. Toxoplasma gondii
1.2.1 Caracterizacio, epidemiologia e ciclo biolégico

Toxoplasma gondii € um protozoario parasito intracelular obrigatorio com capacidade
de infectar uma grande diversidade de vertebrados, como aves e mamiferos, incluindo a
espécie humana (DUBEY, 2012; YAROVINSKY, 2014). T. gondii ¢ o agente etiologico da
toxoplasmose e muitos estudos relatam que aproximadamente metade da populagdo mundial
jé& entrou em contato com este parasito (BLADER; SAEILJ, 2009; TENTER; HECKEROTH;
WEISS, 2000).

T. gondii pertence ao reino Protista, sub-reino Protozoa, filo Apicomplexa, classe

Sporozoa, ordem Eucoccidia, familia Sarcocystidae, género Toxoplasma e espécie,
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Toxoplasma gondii. O parasito foi identificado em 1908 na Africa, por Nicolle ¢ Manceaux
(1908) em um roedor Ctenodactylus gundi, e no Brasil por Splendore (1908) em coelhos
(KAWAZOE, 2005).

Os processos de adesdo e invasdo do parasito na célula hospedeira sdo de fundamental
importancia para a sobrevivéncia de 7. gondii. Apdés a adesdo do parasito na célula
hospedeira, inicia-se um processo denominado gliding, tipo de motilidade desempenhado pelo
parasito na superficie da célula hospedeira, que consiste na interacdo entre actina € miosina,
bem como um intenso remodelamento do citoesqueleto do parasito (CARRUTHERS;
BOOTHROYD, 2007; BLADER; SAEIJ, 2009). Além disso, durante o processo de adesdo
entre o parasito e a membrana da célula hospedeira, forma-se um complexo juncional
composto por uma associagdo de proteinas liberadas pelas roptrias e micronemas, que
auxiliam no processo de internalizacdo do parasito levando a formagdo do wvacuolo
parasitoforo (DUBREMETZ, 2007; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Estruturas do
parasito, os chamados granulos densos, apds o processo de invasdao na célula hospedeira,
liberam no interior do vactiolo parasitoforo proteinas que garantem a nutricdo e impedem a
fusao do vactolo com lisossomos (SIBLEY, 2004; CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007,
SOUZA et al., 2010).

Os antigenos de 7. gondii sdo formados por antigenos de superficie e por proteinas
especificas secretadas pelas roptrias, micronemas granulos densos (CHING et al, 2013).
Dentre estas proteinas estdo a SAG1, como antigeno de superficie (NAM et al., 1996), a
ROP2, secretada pelas roptrias (BECKERS et al., 1994), a MIC2, secretada pelos micronemas
(CARRUTHERS; TOMLEY, 2008) e as GRA2 e GRA3 secretadas pelos granulos densos
(BERMUDES et al., 1994; NAM, 2009). Diversos trabalhos tém utilizado o antigeno solavel
de T. gondii (STAg) pela sua capacidade de induzir respostas imunes (MA et al., 2009;

BARENCO, 2013; DA COSTA, 2013; KHAMMARI et al., 2014). A SAGI, por exemplo,
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tem sido relatada como um dos principais antigenos imunogénicos. A protedmica completa do
STAg ainda ndo ¢ bem estabelecida, porém estudos relacionados a protedmica de taquizoitos
tém sido desenvolvidos (MA et al., 2009; QIU; GE; WANG, 2015).

Além destas proteinas bastante estudas, sabe-se que 7. gondii secreta
metaloproteinases conhecidas como toxolisinas, proteinas relacionadas as roptrias e
micronemas que sdao fundamentais no processo de invasdo na célula hospedeira
(LALIBERTE; CARRUTHERS, 2011; HAJAGOS et al., 2012; OLIVEIRA, 2013). Dentre as
toxolisinas, destacam-se a toxolisina 1 (TLN1) e a toxolisina 4 (TLN4), encontradas nos
produtos soltiveis secretados por taquizoitos durante o processo de invasao. A TLN1 ¢ uma
metaloproteinase secretada pelas roptrias (HAJAGOS et al., 2012), enquanto que a TLN4 ¢
encontrada nos micronemas, sendo secretadas de maneira dependente de célcio
(LALIBERTE; CARRUTHERS, 2011). Estas proteinas soliveis, quando ativadas podem
provavelmente interferir nos processos de invasao das células trofoblasticas acentuando a
atividade das MMPs secretadas pelas células trofoblasticas, como forma do parasito
potencializar sua dissemina¢ao no organismo hospedeiro.

T. gondii possui trés formas infectantes: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). O taquizoito
possui uma forma alongada com a parte anterior pontiaguda e a parte posterior mais
arredondada apresentando de 2 a 8um de comprimento (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998;
MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Esta forma infectante ¢ capaz de invadir, por penetracao
ativa, diversas células nucleadas do hospedeiro permitindo uma rapida replicagdo e
disseminagdo, além de infectar diversos locais do organismo, tais como: tecido muscular
esquelético e cardiaco, regido ocular e placenta caracterizando a forma aguda da infecgdo
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004, HUNTER; SIBLEY, 2012; HARKER; UENO;

LODOEN, 2015). Em fungdo da resposta imune do hospedeiro, os taquizoitos se diferenciam
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em bradizoitos, um estagio de laténcia do protozoario, estabelecendo a fase cronica da
toxoplasmose (DUBEY, 1997; MONTOY A; LIESENFELD, 2004). Esta rapida diferenciacao
¢ fundamental para a formagdo dos cistos teciduais, responsaveis pela sobrevivéncia do
parasito no hospedeiro (IHARA; NISHIKAWA, 2014). Os bradizoitos, por apresentarem uma
lenta taxa de replicagdo, podem permanecer viaveis no interior dos cistos por toda a vida do
hospedeiro, no entanto, se o status imunologico for comprometido, inicia-se um processo de
reagudizacdo da infeccdo e podem retornar a forma de taquizoitos e apresentar uma rapida
multiplicagdo (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; HARKER; UENO; LODOEN, 2015).
Estes cistos teciduais podem ser encontrados em diversos tecidos, mas aparecem com maior
frequéncia em tecidos nervosos € musculares do hospedeiro (DUBEY, 1998; MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; HUNTER; SIBLEY, 2012). Os esporozoitos sdo encontrados em
oocistos, presentes nas fezes de felideos, os hospedeiros definitivos do parasito (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Em um periodo de 1 a 5 dias
apos serem lancados no ambiente sofrem um processo de esporulacdo e passam a apresentar
em seu interior dois esporocistos contendo quatro esporozoitos cada (DUBEY, 2004;
MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Os oocistos morfologicamente apresentam-se ovoides
medindo cerca de 11 a 13um com uma parede dupla conferindo uma alta resisténcia a danos
quimicos e¢ mecanicos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012).

O ciclo biologico de T. gondii é considerado heteroxénico por apresentar hospedeiros
definitivos e intermedidrios. O ciclo sexuado desse parasito se completa apenas em
hospedeiros definitivos, que neste caso sdo animais dos géneros Felix e Lynx; no entanto, o
ciclo assexuado ocorre na maioria dos vertebrados endotérmicos, como aves e mamiferos,
além do proprio hospedeiro definitivo (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; KAWAZOE,

2005; DA SILVA; LANGONI, 2009).
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Quando o hospedeiro definitivo ingere qualquer uma das formas infectantes de 7.
gondii, estas iniciam um rdpido processo de multiplicacdo por endodiogenia € merogonia
formando os merozoitos no epitélio intestinal do hospedeiro, que invadem novas células
originando os gametas masculinos e femininos e quando fecundados formam oocistos
altamente resistentes (NEVES, 2003; DUBEY, 2004). Felinos acometidos pela toxoplasmose
podem liberar no meio ambiente cerca de 20 milhdes de oocistos contendo esporozoitos
infectantes (DUBEY, 2001). O homem pode adquirir a toxoplasmose por meio da ingestao de
carnes cruas ou mal cozidas de animais contendo cistos; d4gua ou alimentos contaminados com
oocistos; liquidos organicos contendo taquizoitos; transfusdo sanguinea ou mesmo por
transmissao transplacentaria (SILVA; LANGONI, 2009). No epitélio intestinal do hospedeiro,
qualquer uma das trés formas infectantes se multiplica intensamente e infectam novos tipos
celulares sendo responsaveis assim pela manifestacdo da fase aguda da infeccdo. Com a
resposta imune do hospedeiro, os taquizoitos se diferenciam em bradizoitos, que sofrem
encistamento, correspondendo a fase cronica da toxoplasmose (NEVES, 2003; HUNTER;

SIBLEY, 2012). A figura que se segue mostra resumidamente o ciclo de vida de 7. gondii.
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Figura 3. Ciclo biologico do 7. gondii. O ciclo biolégico do T. gondii se da em
hospedeiros definitivos (felideos) e intermediarios (animais homeotérmicos). Os
hospedeiros definitivos liberam no ambiente, através das fezes, oocistos ndo
esporulados que apos 1-5 dias sofrem esporulacdo e adquirem potencial infectante.
Em hospedeiros intermediarios, quando infectados, os cistos sdo alojados nos tecidos.
Os felideos geralmente se infectam ap6s ingerirem cistos contidos nos tecidos de suas
presas ou oocistos maduros no ambiente. Humanos podem se infectar por meio da
ingestdo de cistos em carnes cruas ou oocistos em agua e vegetais, transfusido
sanguinea, transplante ou transmissdo congénita. Apods a ingestdo de oocistos ou cistos
pelos hospedeiros intermedidrios, estes se transformam em taquizoitos, os quais
atingem a corrente sanguinea e se disseminam diversos locais do corpo originando
cistos teciduais. (Adaptado de DARD et al., 2016).

A prevaléncia mundial de infeccdo em gestantes € bem variavel podendo oscilar entre
1% e 92% (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS, 2009; VAZ et al., 2010; LOPES et al., 2012).
Ao contrario da América do Norte, em que a prevaléncia da infeccdo durante a gestagdo ¢
baixa, na América Latina estes indices podem atingir 70% (BARBOSA; HOLANDA;
ANDRADE-NETO, 2009; BABAIE et al., 2013; MUNOZ-ZANZI; CAMPBELL; BERG,
2016). Estes dados mostram a importancia de se estudar toxoplasmose congénita, visto que €

um grave problema de saude publica no Brasil. No estado de Tocantins, um estudo

demonstrou que 71% das gestantes avaliadas eram positivas para toxoplasmose em exames
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soroldégicos (ROCHA et al.; 2015). Trabalhos realizados no estado de Minas Gerais
associaram a alta prevaléncia de toxoplasmose congénita a condigdes socioecondmicas
precarias, em que o numero de recém-nascidos com toxoplasmose pode atingir uma
prevaléncia de 76 a 79 a cada 1000 neo-natos (CARRELOS et al, 2014a, 2014b). Diante
disso, ¢ de fundamental importancia estudos que esclaregam os processos que influenciam na

transmissao da toxoplasmose congénita.

1.2.2 Toxoplasmose congénita e a resposta imune durante a gestacao

Em humanos imunocompetentes, a infeccdo pode se apresentar de forma
assintomatica, porém, em individuos imunocomprometidos ou em fetos infectados
congenitamente, a infeccdo por 7. gondii pode apresentar graves complicagdes (WEISS;
DUBEY, 2009; KODYM et al., 2015; PARLOG; SCHLUTER; DUNAY, 2015).

A toxoplasmose congénita se estabelece, comumente, quando a mulher adquire a
infeccdo durante a gestagdo (MONTOYA; LIENSENFELD, 2004, CHAUDHRY et al.,
2014), no entanto, pode ocorrer também no periodo pré-concepcional (KODJIKIAN, 2010).
Neste ultimo caso, a gestante acometida pela fase cronica da toxoplasmose pode sofrer uma
reagudizacdo da infec¢do em funcdo da condicdo imune e transmitir o parasito ao feto
(RORMAN et al., 2006; LINDSAY; DUBEY, 2011; CHAUDHRY et al., 2014; SARKARI;
ABDOLAHI; KHABISI, 2015).

O periodo gestacional em que ocorre a infeccdo materna ¢ fundamental para a
determinacdo de complicacdes para o feto (RICO-TORRES; VARGAS-VILLAVICENCIO;
CORREA, 2016). Mulheres quando infectadas durante o primeiro trimestre de gestacdo
apresentam cerca de 10% de chance de transmitir a toxoplasmose via transplacentéria, porém
com o avango desse periodo (terceiro trimestre), as chances de transmissdo vertical aumentam

em 70%. Caso a infec¢do ocorra em periodos mais tardios da gestagdo, as consequéncias para
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o feto sdo menos graves, além de diminuir as chances de aborto (MONTOYA;
LIENSENFELD, 2004; VARGAS-VILLAVICENCIO; BESNE-MERIDA; CORREA, 2016).
Sendo assim, nos primeiros meses de vida, o recém-nascido pode ndo apresentar sintomas da
toxoplasmose, no entanto, em anos subsequentes pode desenvolver calcificagdo intracraniana,
retinocoroidite ou mesmo retardamento mental (MONTOY A; LIESENFELD, 2004; WEISS;
DUBEY, 2009; VILLE; LERUEZ-VILLE, 2014).

Para o sucesso da gestacdo € necessario que haja alteracdes fisiologicas € hormonais
que favoregam o balango entre os perfis pro-inflamatorio, Thl, e anti-inflamatoério, Th2, do
sistema imunolégico (ROBERTS; WALKER; ALEXANDER, 2001; FEST et al., 2007;
SYKES et al., 2012). As principais células mediadoras deste processo de equilibrio entre
perfis Thl e Th2 sao as células T reguladoras (Treg) (SYKES et al., 2012). A gestacao ¢
caracterizada por basicamente trés etapas imunologicas (KOGA; ALDO; MOR, 2009). No
periodo inicial da gestagdo, ha um perfil imune pro-inflamatério com elevada producao de
citocinas pelas células T helper do tipo 1 (Thl), fundamentais no processo de implantagao do
embrido no endométrio uterino (SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016). J4& o segundo
trimestre gestacional ¢ caracterizado por um perfil imunologico preferencialmente anti-
inflamatoério (Th2), que permite o desenvolvimento fetal com sucesso devido a uma tolerancia
do sistema imunolégico materno em relagdo aos antigenos fetais (RANGO, 2008;
REZENDE-OLIVEIRA et al., 2012). O terceiro trimestre, por sua vez, volta a apresentar um
perfil pré-inflamatorio, especialmente nas ultimas semanas gestacionais, a fim de
proporcionar condi¢des fisiologicas para parto (KOGA; ALDO; MOR, 2009).

A atividade que o sistema imunologico desempenha durante a gestacdo ¢ complexo,
no sentido em que o organismo materno deve manter um perfil anti-inflamatério para a
manuten¢do da gestagdo (ROBERT-GANGNEUX et al., 2011), que contraditoriamente pode

favorecer um quadro de infeccdo parasitdria (ROBERTS; WALKER; ALEXANDER, 2001;
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BARBOSA et al., 2008; SYKES et al., 2012). Neste sentido, quando a gesta¢do se da de
maneira simultanea a infec¢do por 7.gondii, por exemplo, pode desencadear um desequilibrio
imunologico ocasionando complicagdes graves ao feto, como o aborto (LUPPI, 2003). Isso se
da porque o organismo materno induz uma resposta pro-inflamatéria a fim de controlar a
infeccdo que, concomitantemente, desfavorece o desenvolvimento fetal (SYKES et al., 2012).

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram a influencia de algumas citocinas
envolvidas no controle da infeccao por 7. gondii ou na manutencao da gestagdo em relagao a
susceptibilidade ao parasito pelas células trofoblasticas humanas da linhagem BeWo
(OLIVEIRA et al., 2006; BARBOSA et al., 2008). Na presenga de interleucina-10 (IL-10) e
do fator transformador de crescimento beta (TGF-B1), células trofoblasticas BeWo se
mostraram susceptiveis a infeccao por 7. gondii (BARBOSA et al., 2008). No entanto, a
citocina pré-inflamatoria IFN-y, que supostamente deveria controlar a infecgdo parasitaria,
nao foi capaz de controlar a invasao e replicagdo de 7. gondii quando adicionadas as células
BeWo (OLIVEIRA et al., 2006; BARBOSA et al., 2008). Isto denota o marcante perfil
imunomodulador que as células trofoblasticas apresentam podendo influenciar, inclusive,
outras células presentes no microambiente uterino. Castro e colaboradores (2013)
demonstraram que células trofobldsticas sao capazes de regular a produgdo de citocinas e a
susceptibilidade de monécitos humanos (linhagem THP-1) frente & infecg¢ao por 7. gondii.

Por outro lado, estudos prévios do nosso grupo demonstraram que a infec¢do por 7.
gondii em células BeWo foi controlada apenas quando doses altas da citocina fator inibidor da
migracdo de macrofagos (MIF) foram adicionadas (BARBOSA et al., 2014). Além disso, o
antigeno solivel de 7. gondii, aumentou a producdo de MIF em células trofoblasticas de vilos
coridonicos oriundos de placentas de primeiro trimestre gestacional (FERRO, 2008). Ainda em
relacdo aos vilos coridnicos, um estudo de Gomes e colaboradores (2008) demonstrou que

células trofoblasticas oriundas de placenta de terceiro trimestre gestacional sdo mais
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susceptiveis a infec¢do por 7. gondii quando comparadas aos vilos do periodo inicial da
gestacdo, e isso provavelmente se deve a maior producdo de MIF durante o primeiro
trimestre, que tende a controlar o parasitismo.

Em outro trabalho com células trofoblasticas extravilosas, linhagem celular HTR-
8/SVneo, foi observado que o 7. gondii é capaz de modular o alto indice de apoptose nos
trofoblastos afim de favorecer seu estabelecimento e disseminagdo nas células do hospedeiro
(GUIRELLI et al., 2015).

Portanto, muitos estudos buscam avaliar a resposta imunolégica de células
trofoblasticas humanas frente a infeccdo por 7. gondii, porém nao existe na literatura
cientifica nenhum estudo até o momento que demonstre a influéncia deste parasito nos

processos de migracao, invasao e endoreduplicacao do trofoblasto humano.

1.3. Linhagem celular

O SV40 ¢ um virus pertencente a familia Papovaviridae, ¢ originario do macaco
Rhesus (COLE, 1996; BUTEL, 2000). No interior da célula hospedeira, o virus induz a
producdo de proteinas que auxiliam a replicacdo viral. No entanto, estas proteinas virais,
denominadas antigeno T (Ag T), estimulam também a divisdo de células que nao se
encontram em fase de divisao celular, de modo que a constante sintese destas proteinas
confere a célula um caréter proliferativo ilimitado (COLE, 1996).

Células trofoblasticas extravilosas humanas foram transformadas a partir da
transfec¢do do Ag T do virus simio, SV40, originando a linhagem celular HTR-8/SVneo. A
transfeccdo confere a célula uma capacidade de divisdo ilimitada, a0 mesmo tempo em que
mantém as caracteristicas de células trofoblasticas extravilosas humana (GRAHAM et al,

1993).
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Diversos estudos tém utilizado a linhagem celular HTR-8/SVneo como modelo in
vitro por possuir as caracteristicas moleculares e funcionais de células trofoblasticas
extravilosas humana de primeiro trimestre gestacional (LIU et al., 2014; GUIRELLI et al.,
2015; WANG et al., 2015; YANG et al., 2015). Diante disso, o presente estudo utilizou as
células HTR-8/SVneo com o intuito de melhorar a compreensdo sobre os processos
biolégicos de invasdo, migracao e endoreduplicagdo celular in vitro de células HTR-8/SVneo

sob a influéncia de 7. gondii.
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2. JUSTIFICATIVA

As células trofoblasticas desempenham uma fungdo fundamental na placentacdo, que
por meio dos processos de proliferacdao, migracao e invasdo permitem uma maior estabilidade
no desenvolvimento da gestacdo. A capacidade invasiva das células trofoblasticas extravilosas
¢ delicadamente controlado pelas proprias células, por meio da transformacdo em células
gigantes perdendo sua capacidade invasiva, bem como por meio das células da decidua
materna. E de fundamental importincia que o processo de invasio seja equilibrado, pois uma
diminui¢do na capacidade invasiva levaria a complicagdes como pré-eclampsia e, por outro
lado, um aumento no processo de invasdo poderia levar ao desenvolvimento de placenta
acreta causando danos graves a gestante e ao feto. Um grupo de pesquisadores italianos, que
realizam estudos com pré-eclampsia, observaram que gestantes que faziam uso de antibidticos
nao desenvolviam tal patologia. Entdo foi levantada a hipdtese de que a pré-eclampsia poderia
ter relagcdes com agentes infecciosos, como por exemplo, 7. gondii. A toxoplasmose congénita
¢ uma doenga que afeta significativamente o processo gestacional, levando a graves sequelas
a neonatos e criangas. A toxoplasmose congénita ¢ um grave problema de satde publica no
Brasil e no mundo, portanto estudos que possam esclarecer a relagao existente entre o parasito
e a interface materno-fetal sdo cruciais para o desenvolvimento de futuras estratégias
profilaticas e/ou terapéuticas.

Diante da importancia do adequado processo de placentacao e da influéncia de T.
gondii no curso da gestacdo, o presente trabalho visa contribuir para uma melhor elucidacao
da relagdo do parasito com os processos de invasdo, migracdo e endoreduplicacdo de células

trofoblasticas humanas extravilosas.
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3. OBJETIVO
3.1. Objetivo geral
Avaliar a influéncia do antigeno soltivel de Toxoplasma gondii (STAg) nos processos

de invasdo, migracdo e endoreduplicacdo das células trofoblasticas extravilosas humanas da

linhagem HTR-8/SVneo.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar a invasdo e migracao de células HTR-8/SVneo tratadas ou ndo com STAg;
- Avaliar a secre¢dao das metaloproteinases (MMP-2 ¢ MMP-9) em células HTR-8/SVneo
tratadas ou ndo com STAg;

- Avaliar a expressao da proteina p57 em células HTR-8/SVneo tratadas ou ndo com STAg.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Manutencio de células HTR-8/SVneo e BeWo em cultura

A linhagem celular HTR-8/SVneo, originada do citotrofoblasto extraviloso humano,
foi cedida pela Profa. Dra. Estela Bevilacqua da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil
e as células trofoblasticas derivadas de carcinoma humano (linhagem BeWo) foram obtidas da
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, EUA) para o Laboratério de
Imunofisiologia da Reproducdo da Universidade Federal de Uberlandia, onde foram mantidas
em cultura ou armazenadas adequadamente em nitrogénio liquido.

Estas células foram cultivadas separadamente em frascos de cultura de 25cm? ou 75cm?
(Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) contendo meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute)
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 25 mM de HEPES, 3 mM de bicarbonato
de sodio, 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab) e 1% de antibidticos (10.000 U/mL de
penicilina e 10mg/mL de estreptomicina) (Sigma, St Louis, MO, EUA) e mantidas em estufa
umidificada a 37 °C e 5% de CO..

A manuten¢do das células HTR-8/SVneo e BeWo foi realizada a cada dois dias. As
c€lulas foram lavadas com meio de cultura novo ¢ em seguida adicionada ao frasco solugao de
0,25% tripsina-0,02% EDTA (Sigma) por 5 minutos a 37 °C e 5% de COa. A tripsina foi
inativada com meio RPMI completo (suplementado com 10% de SFB, 25 mM de HEPES, 3
mM de bicarbonato de s6dio e antibidticos) e as células entdo removidas e transferidas para
tubos de 15ml foram centrifugadas a 400 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. As
células foram distribuidas em novos frascos de cultura com 15 ml de meio RPMI completo e
novamente incubadas a 37 °C e 5% de CO;. O excedente de células foi congelado em meio de
congelamento (90% de SBF e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma) e mantido em

nitrogénio liquido.



33

4.2. Manutencao de 7. gondii em cultura e produciao de antigeno solivel de taquizoitos
(STAg)

Os taquizoitos de 7. gondii foram descongelados do nitrogénio liquido e mantidos em
cé¢lulas BeWo in vitro e a cada 48 horas, periodo em que a maioria das células estavam lisadas
pelo parasito, os taquizoitos livres foram centrifugados (400 x g, 5 minutos) e adicionados a
novos frascos de cultura contendo células BeWo ndo infectadas.

Com o proposito de produzir antigeno soliavel de 7. gondii, taquizoitas livres
provenientes dos frascos de células lisadas foram tratados com inibidores de protease
(aprotinina 10 pg/ml, leupeptina 50 pg/ml e fenil-metil-sulfonil fluoreto — PMSF a 1,6 mM) e
tampao de lise (TRIS-HCI 50 nM, NaCl 150nM, TRITON x-100 1%, deoxicolato de sodio
1%, SDS, H204). Dez ciclos de choque térmico em nitrogénio liquido e 4gua morna (entre 33 e
36 °C) foram usados para promover a lise das suspensdes contendo os taquizoitos, em
seguida, foram submetidos a técnica de sonicagdo (6 ciclos de 1 minutos de 60Hz).
Centrifugou-se a suspensao de antigenos (10000 x g, 30 minutos a 4°C) e o sobrenadante foi
filtrado em membrana com poro de 0,22 pum. Por fim, o sobrenadante foi aliquotado e
armazenado a -80 °C. Para a determinacdao da concentragdo de proteina foi utilizado o método
Lowry (1951). No presente trabalho foi utilizada a concentragao de STAg (30 ug/ml) baseado

no trabalho de Ferro e colaboradores (2008).

4.3. Tratamento das células HTR-8/SVneo com STAg

As células HTR-8/SVneo cultivadas em frascos de cultura foram centrifugadas a 400 x
g por 5 minutos e ressuspendidas em Iml de RPMI completo. Com o auxilio da camara de
Newbauer, as células vidveis foram contadas e adicionadas (5x10° células/2mL/pog¢o) em
placas de 6 pogos. Apos 24 horas, os sobrenadantes de todos os pogos foram removidos e ao

grupo controle foi adicionado 2ml de meio RPMI completo com 1% SFB e ao grupo tratado
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adicionado uma solu¢do de STAg (30png/ml) em meio RPMI completo com 1% SFB. As
células HTR-8/SVneo foram incubadas por 48 horas a 37 °C e 5% de CO,. Ao final deste
periodo, os sobrenadantes de cultura livre de células foram coletados dos pogos e
armazenados a -80 °C para posterior analise da secrecdo de metaloproteinases MMP-2 e
MMP-9. J4 as células, por sua vez, foram removidas mecanicamente da placa por meio de cell
screaper juntamente com a adicdo tampdo de lise contendo inibidores (inibidores de
proteases, NaVO4 e NaF) e lisadas com 3 ciclos de congelamento e descongelamento
(nitrogénio liquido/aquecidas a 37 °C) seguidos de uma centrifugacdo a 400 x g por 5
minutos. As amostras foram aliquotadas e armazenadas em freezer a -80 °C para posteriores
dosagens de proteinas totais e analises por Western Blotting para avaliagdo da expressao da

proteina p57.

4.4. Liofilizacao do sobrenadante de células HTR-8/SVneo tratadas com STAg

Os sobrenadantes de cultura celular de HTR-8/SVneo apresentou uma baixa
concentragdo de proteinas no volume coletado (2mL) dos pogos das placas de cultura. Por este
motivo, os sobrenadantes foram liofilizados em tubos separados, ressuspendidos em 50ul de

agua destilada e novamente armazenados em freezer a -80 °C para posteriores andlises da

secre¢ao de MMP-2 ¢ MMP-9.

4.5. Ensaio de invasio por Matrigel e migracao por Transwell

Os ensaios de invasdao e migragdo foram realizados em placas de 24 pogos contendo
Transwells. As células HTR-8/SVneo foram removidas dos pogos, centrifugadas a 400 x g,
por 5 minutos, ressuspendidas em 1ml de meio RPMI completo e novamente com o auxilio da
camara de Newbauer foram contadas e adicionadas na parte superior do Transwell (5x10*

célula/100ul/Transwell). Para o ensaio de invasdo foi preparada uma solu¢cdo de Matrigel
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(1:10 em RPMI 1640) e desta adicionou-se 15ul na parte superior de cada Transwell
mantendo-os a 37 °C por 30 minutos. Em seguida, para os ensaios de invasdo e migracao
adicionou-se 500ul de meio RPMI suplementado com 10% de SFB na parte inferior e 100ul
da suspensdo celular (5x10* célula/100pl/Transwell) em meio RMPI a 1% de SFB ou meio
RMPI a 1% de SFB adicionado de STAg (30ug/ml) na parte superior. A placa com
Transwells foi entdo, mantida a 37 °C por 4 horas para o ensaio de migracdo e por 24 horas
para o ensaio de invasdao com Matrigel.

Apods o fim dos experimentos de migracdo e invasdo, as membranas dos dois ensaios
foram submetidas aos mesmos protocolos de processamento e analise. Foram removidos os
meios da parte superior e inferior do inserto. Com o auxilio de hastes flexiveis de algodao as
células da parte superior da membrana do Transwell também foram removidas. Ja as células
da parte inferior da membrana foram lavadas com 600ul de PBS [1x] sob agitagdo por 5
minutos, fixadas com 600ul de acetona e metanol (1:1) por 10 minutos e, em seguida,
submetidas a outra lavagem com PBS. As membranas do 7Transwell foram coradas com Azul
de Toluidina e o excesso de corante foi retirado em adgua destilada. Posteriormente estas foram
deixadas em temperatura ambiente por um periodo de 4 horas para que secassem e depois
foram cortadas e removidas de cada Transwell. As membranas foram montadas em laminas e
analisadas ao microscopio de luz (YANG, et al., 2015). Cada membrana foi dividida em
quatro quadrantes, de modo que em cada um destes foram selecionados 5 campos para a
contagem do numero de células. Todas as células da borda da membrana foram

desconsideradas da contagem.

4.6. Western Blotting
Pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), foi realizada a dosagem proteica dos

lisados celulares obtidos do processo de criolise (andlise da p57) e dos sobrenadantes
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liofilizados de cultura celular de células HTR-8/SVneo (analise das MMPs). A concentragao
total de proteinas (ug/ml) foi utilizada para padronizar a carga protéica para as reagdes de
Western Blotting. A eletroforese foi realizada em géis de poliacrilamida (8%) sobre condi¢des
desnaturantes (SDS-PAGE) com as amostras dos lisados celulares, para avaliagdo da p57 ou
com as amostras dos sobrenadantes de cultura liofilizados, para analise das MMPs. Em
seguida, as proteinas foram transferidas para membrana de PVDF (Imobilon-FL®, Merck
S/A) e incubadas com tampao de blotting (25mM Tris, 0,15 NaCl, 0,1% de Tween 20, pH
7,4) contendo 4% de leite desnatado desidratado (Molico, Nestlé®) por 1 hora. A seguir as
membranas foram incubadas primeiramente com anticorpo primario monoclonal de
camundongo anti- p57 humana (1:500, R&D Systems), anticorpo policlonal de coelho anti-
MMP-9 humana (1:1000; abcam®), anticorpo monoclonal de camundongo anti-MMP-2
humana (1:1000; abcam®) e anticorpo monoclonal de camundongo anti-f-actina humana
(Santa Cruz Biotechnology) durante 12horas a temperatura ambiente. Apds consecutivas
lavagens em tampao de blotting, os respectivos anticorpos secundarios conjugados com
peroxidase, foram adicionados as membranas por um periodo de 2 horas também a
temperatura ambiente. Depois de novas lavagens com tampao de blotting, as membranas
foram entdo reveladas pela reacdo de quimioluminescéncia ¢ a intensidade das bandas
quantificadas em transluminador ChemiDoc-MP imaging (BIO-RAD Laboratories Inc,
Hercules CA). Quantidades iguais de proteinas (50 pg) por poco do gel de eletroforese foram
confirmadas pela coloracdo de Ponceau 1% e usadas para as andlises densitométricas. A
densitometria foi realizada usando o software ChemiDoc-MP (BIO-RAD Laboratories Inc,
Hercules). Os valores foram mostrados pela densidade relativa da razdo das bandas
especificas de cada proteina e B-actina, para analise da p57 ou colora¢do por Ponceau, para

analise das metaloproteinases secretadas.
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4.7. Normas de biosseguranca
Os procedimentos de cultura celular, assim como o manuseio de equipamentos,
vidrarias e reagentes quimicos foram realizados de acordo com as normas de biosseguranca

exigidas (MINEO et al., 2005).

4.8. Analise Estatistica

Os experimentos de avaliacdao da proteina p57, de invasdo e migragdo foram realizados
em triplicata, ao contrario da avaliagdo das MMP-2 e MMP-9, que foram feitas em duplicatas.
Todos os experimentos foram realizados em trés eventos independentes.

As analises estatisticas foram realizadas sob os valores de porcentagem normalizados
para cada experimento. Para a normaliza¢do dos dados em porcentagem foi realizado a média
dos valores do grupo controle, e esta equiparada a 100%. Cada resultado percentual do grupo
tratado com STAg foi calculado com base no valor da média do grupo controle.

Os dados foram analisados como média e desvio padrdo ou mediana e erro padrdo
usando o programa GraphPad Prisma (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). As
comparagdes entre condi¢cdes pares foram realizadas pelo feste ¢ de Student, para dados
paramétricos ¢ o teste de Mann Whitney para dados ndo paramétricos. As diferencas

estatisticas foram consideradas significantes quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 O estimulo com STAg aumentou a capacidade invasiva de células HTR-8/SVneo.
Visto que a expressao da proteina p57 diminuiu em células HTR-8/SVneo estimuladas
com STAg, buscou-se investigar a influéncia deste estimulo nos processos de invasido e
migragdo das células HTR-8/SVneo. Observou-se  que  células  HTR-8/SVneo
estimuladas com STAg apresentaram um aumento significativo na capacidade invasiva pelo
Matrigel quando comparadas com células ndo estimuladas (p <0,05) (Figura 4A, B). No
entanto, o processo de migragdo ndo apresentou nenhuma diferencga significativa com relacao

as células sem estimulo (Figura 4A, C).

5.2 O estimulo com STAg aumentou a secre¢ao da metaloproteinase MMP-2 em células
HTR-8/SVneo

Apobs a observagdo da diminuigdo da expressdo da proteina p57 e¢ do aumento da
capacidade invasiva de células HTR-8/SVneo, investigou-se entdo a secre¢cao das MMP-2 e
MMP-9 no sobrenadante de cultura dessas células trofoblasticas extravilosas. Os resultados
demonstraram que a secrecdo da MMP-2 sofreu um aumento significativo em células HTR-
8/SVneo estimuladas com STAg quando comparado as células ndo estimuladas (p < 0,05)
(Figura SA, B). Por outro lado, a MMP-9 ndo apresentou alteragdo significativa em sua
secre¢do nas células HTR-8/SVneo estimuladas com STAg quando comparadas as células

sem estimulo de STAg (Figura 5C, D).
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53 O estimulo com STAg reduziu a expressio da proteina p57 em células
HTR-8/SVneo

Foi avaliada a expressao da proteina p57 em células HTR-8/SVneo frente ao estimulo
ou ndo com STAg. Os resultados mostraram que a expressdo da proteina p57 foi reduzida
significativamente em células HTR-8/SVneo estimuladas com STAg quando comparadas as

células ndo estimuladas (p <0,05) (Figura 6).



40

6. DISCUSSAO

O sucesso da implantagdo do embrido tem como principal pré-requisito o processo de
decidualizagdo, com o influxo de células especializadas, o remodelamento das artérias
espiraladas, a invasdo das células trofoblasticas extravilosas na decidua (GELLERSEN;
BROSENS; BROSENS, 2007; MA et al.,2015) e a endoreduplicacdo (ULLAH et al., 2008).

A principio buscou-se investigar os processos de invasdo e migracao das células HTR-
8/SVneo frente ao estimulo por STAg. Como resultado foi observado um aumento
significativo na capacidade invasiva das células HTR-8/SVneo quando estimuladas com
STAg em relagdo as células ndo estimuladas. No entanto, em relagdo ao processo de migragao
trofoblastica, ndo foi observado diferencas significativas quando comparadas as células sem
estimulo de STAg. Dessa maneira o estimulo com STAg leva uma diminuicdo da expressao
da p57 e consequentemente o aumento da invasao trofoblastica.

Diversos trabalhos tém relacionado o aumento da invasdo trofoblastica com fatores
imunologicos mediados por células NK (KNOFLER, 2010; HAMMER, 2011), com a
diminui¢ao de citocinas como TGF-3, IFN-y e TNF-a (BAUER et al., 2004; BILBAN et al.,
2004; POLLHEIMER; HUSSLEIN; KNOFLER, 2005a; LASH et al., 2006). Além disso, a
ativacdo de vias de sinalizacdo STATS (OSPINA-PRIETO et al., 2015) e STAT3
(FITZGERALD et al, 2008; KO et al, 2016) ¢ a associagdo de CD44 com acidos
hialurdnicos em células trofoblasticas (TAKAHASHI et al., 2014) foram associadas a um
aumento no processo de invasdo destas células. Estudos recentes demonstraram a relagao
entre a secrecao de metaloproteinase de matriz extracelular (LI et al., 2015; CHAM et al.,
2015) e a redug¢do ou mesmo a auséncia da expressdo de pS7/kip2 (BANET et al., 2014) com
o aumento da capacidade invasiva das células trofoblésticas. Inimeros processos medeiam a
invasdo trofoblastica, dentre eles a pS7 (UNEK, et al., 2014a,b; MA et al., 2015), que como

observado neste trabalho, a reducdo da sua expressdo favorece o processo de invasdo de
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células trofoblasticas extravilosas humanas. Isso demonstra que uma possivel infec¢ao por 7.
gondii durante a gestacdo poderia propiciar um quadro de desenvolvimento de patologias
placentarias.

A capacidade invasiva das células trofoblésticas extravilosas esta relacionada com a
secre¢do de metaloproteinases de matriz (MMPs) e sua capacidade de degradagcdo e
remodelamento da matriz extracelular (MAREEL; LEROY; 2003; STAUN-RAM; SHALEYV,
2005; COHEN; MEISSER; BISCHOF, 2006; WEISS; GOLDMAN; SHALEV, 2007).
Estudos demonstraram que a MMP-2 e a MMP-9 nas suas formas ativas estdo presentes em
células trofoblasticas extravilosas humanas e no endotélio vascular (SHIMAMORI;
WATANABE; FUJIMOTO, 1995; ISAKA et al., 2003; GOLDMAN et al., 2003; SEVAL et
al., 2004), além de estarem diretamente relacionas com a capacidade invasiva dos trofoblastos
extravilosos no primeiro trimestre gestacional (SHIMONOVITZ et al., 1994; ISAKA et al.,
2003).

No presente trabalho, células HTR-8/SVneo estimuladas com STAg apresentaram uma
maior capacidade invasiva. Diante disso, procuramos avaliar a expressao de MMP-2 e MMP-
9 em células HTR-8/SVneo estimuladas ou ndo com STAg. Como resultado, observou-se um
aumento significativo na expressdo da MMP-2 em células HTR-8/SVneo estimuladas com
STAg em relagdo as células ndo estimuladas. J& a MMP-9 nao apresentou diferenca
significativa em células HTR-8/SVneo estimuladas com STAg quando comparada as células
nao estimuladas. Dessa forma, podemos especular que o aumento da secregcdo de MMP-2
pode estar diretamente relacionado ao aumento do processo de invasao das células HTR-
8/SVneo corroborando estudos presentes na literatura (KOCARSLAN et al., 2015; LI et al.,
2015; RAPACZ-LEONARD et al., 2015). Inimeros fatores como citocinas, hormonios e
fatores de crescimento sdo responsaveis pelo controle do processo de invasdo, promovendo o

balango entre MMPs e seus inibidores (TIMPs). Recentemente um estudo demonstrou que o
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aumento da capacidade invasiva de células HTR-8/SVneo pode ser mediado pelas vias de
sinalizagdo ERK e STAT3 que regulam positivamente a expressio de MMP-2 ¢ MMP-9
(YANG et al, 2014; KO et al, 2016). Barbosa e colaboradores (2014) relataram a
importancia da fosforilacdo de ERK 1/2 e da producdo de prostaglandina (PGE>) durante a
infeccdo por 7. gondii em células BeWo, o que coloca a via de sinalizagdo de ERK como uma
via em comum na regulacio de MMPs e a infeccdo com 7. gondii. No entanto, futuras
investigacdes sdo necessarias para avaliar estas vias de sinalizagdo em células HTR-8/SVneo
estimuladas com STAg. Outro fator como a secrecdo de TLN pelo 7. gondii deve ser
considerado, uma vez que a metaloproteinase secretada pelo parasito pode contribuir para o
aumento do processo de invasdo das células trofoblasticas (LALIBERTE; CARRUTHERS,
2011; HAJAGOS et al.,, 2012; OLIVEIRA, 2013).

O processo de invasao ¢ um mecanismo precisamente controlado pelas proprias
células trofoblasticas por meio da ativagdo das metaloproteinases, responsaveis pela
degradacao da matriz extracelular (LIU et al., 2014 WANG et al., 2015) e da diferenciagao
celular dos trofoblastos extravilosos em células gigantes, endoreduplicagdo (ULLAH et al.,
2008). No processo de diferenciagdo celular, ou endoreduplicagdo, os trofoblastos
extravilosos duplicam inimeras vezes seu material genético, podendo alcangar de 8N a 64N
(ZYBINA; ZYBINA, 2005), sem culminar na divisao celular resultando em células
poliploides conhecidas como células gigantes (MCAULEY; CROSS; WERB, 1998; ULLAH
et al., 2009). Em situagdes normais, o processo de endoreduplicagdo ¢ um fenomeno
especifico de células trofoblasticas de mamiferos que controla o processo de invasao dos
trofoblastos extravilosos (CROSS, 2005). Porém, em condi¢des patoldgicas este processo
pode sofrer alteragdes. Como observado no presente trabalho, células HTR-8/SVneo quando
estimuladas com STAg apresentam uma menor expressdo da proteina p57, o que

provavelmente impede que as células trofoblasticas se diferenciem em células gigantes
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poliploides. Outros estudos demostraram que a p57/kip2 € responsavel por desencadear a
endoreduplica¢do, uma vez que se liga a Cdkl inibindo sua atividade, reduzindo o processo
de divisdao celular ¢ favorecendo a diferenciacdo de células trofoblasticas extravilosas
(ULLAH et al., 2009). Foi relatado que ndo s6 a inibi¢cdo de Cdkl, como também a redugdo
do fator de crescimento de fibroblastos 4 (FGF4) em meio condicionado ¢ capaz de cessar a
proliferagdo celular e induzir a diferenciacdao de células trofoblasticas in vitro (CROSS, 2005;
SIMMONS; CROSS, 2005; RENTY; KANEKO; DEPAMPHILIS, 2014). Varios estudos
associam a baixa expressao da proteina p57/kip2 a doengas gestacionais como a placenta
acreta, causada por um excesso de invasdo das células trofoblasticas podendo ultrapassar os
limites da decidua e atingir o miométrio (MCCONNELL et al., 2009; GUPTA et al., 2012;
MURPHY et al., 2012; CHEN et al., 2014; UNEK et al., 2014b). O motivo dessa baixa
expressao de pS7 em quadros clinicos de placenta acreta ainda nao ¢ totalmente esclarecido.
Estudos prévios do nosso grupo demostraram diversos efeitos do antigeno soluvel de
T. gondii (STAg) em células trofoblasticas. STAg foi capaz de induzir a expressao de [CAM-
I em células do sinciciotrofoblasto em vilos placentarios de primeiro trimestre gestacional
(FERRO et al., 2008), bem como induzir a produgdo de MIF em vilos placentarios humanos
de terceiro trimestre gestacional, quanto em linhagem de células trofoblasticas BeWo
(FERRO et al., 2008; GOMES, 2008; GOMES et al., 2011). Neste sentido, ¢ possivel que
antigenos soluveis de 7. gondii sejam capazes de modular a expressdo da proteina p57, por
mecanismos intracelulares, agindo possivelmente em vias de sinalizagdo da p57 diminuindo a
expressao da mesma, reduzindo os processos de endoreduplicagdo e favorecendo assim, o
processo de invasdo das células trofobldstica. Experimentos futuros sdo necessarios para
verificar o papel do parasito vivo neste processo de modulagdo da expressdo de p57 e,

consequentemente, na invasao e migracao do trofoblasto extraviloso.
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Assim, os dados aqui apresentados demonstram que as células trofoblasticas
extravilosas HTR-8/SVneo quando estimuladas com antigeno soluvel de 7. gondii apresentam
uma redugdo na expressao de p57/kip2, promovendo um aumento na capacidade invasiva das
células trofoblasticas extravilosas, possibilitado pelo aumento na secre¢do da MMP-2. Dessa
forma, os fendmenos observados no presente trabalho permitem sugerir que eventos
semelhantes possam ocorrer in vivo, relacionando a infec¢do por 7. gondii a complicagdes
gestacionais como o desenvolvimento patologias placentarias. No entanto, estudos
posteriores necessitam ser realizados para esclarecer quais sdo os possiveis fatores
encontrados no STAg que podem estar relacionados a via da p57, e ao aumento das

metaloproteinases interferindo assim no processo de invasao celular.
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CONCLUSOES

As células trofoblasticas extravilosas (linhagem HTR-8/SVneo) ao serem estimuladas
com antigeno soluvel de 7. gondii (STAg) reduzem a expressdo da proteina p57/kip2,
tendo como consequéncia um aumento na capacidade invasiva das células trofoblasticas

extravilosas, possibilitado pelo aumento da secrecdo de MMP-2.
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Figura 4. Indice de invasdo e migracdo de células HTR-8/SVNeo frente ao tratamento
com STAg. (A) Imagens representativas da invasdo pelo Matrigel de células controle (I)
e tratadas com STAg (II) e migracdo de células controle (III) e tratadas com STAg (IV)
ambos por Transwell. Os graficos representam as porcentagens de invasdao (B) pelo
Matrigel e migracdo (C) por Transwell das células HTR-8/SVneo estimuladas ou ndo
com STAg. Os dados foram expressos como porcentagem do grupo tratado em relacdo ao
controle (100%) + erro padrdo (*) Comparagdo entre o grupo controle de células HTR-

8/SVneo e grupo tratado com STAg (p < 0,05).
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Figura 5. Expressao das proteinas MMP-2 e MMP-9 em células HTR-8/SVneo. Analise
por Western Blotting da proteina MMP-2 (A) e MMP-9 (C) em células HTR-8/SVneo
tratadas ou ndo com STAg. Membrana corada com Ponceau, mostrando a quantidade de
proteina total carregada por poco, utilizada como controle enddégeno. O grafico representa
os resultados das andlises densitométricas das bandas especificas do Western Blotting
para a MMP-2 (B) e MMP-9 (D). Os dados foram expressos como porcentagem do grupo
tratado em relacdo ao controle (100%) + erro padrdo. (*) Comparagdo entre o grupo

controle de células HTR-8/SVneo e grupo tratado com STAg (p < 0,05).



49

(A)

p57 —— 57kDa
B-acting | e———— 42kDa
Controle + + + - - -
STAg - - -+ + +

B)

&

:§§150'

o

Q.

@

3 £ 100- .
Ly

&3 —|—

2\8 50_

[

85

o5

ga 0' T
Q <

& s
&

Figura 6. Expressao da proteina p57 em células HTR-8/SVneo. (A) Analise por Western
Blotting da proteina p57 em células HTR-8/SVneo estimuladas ou ndo com STAg, e B-
actina utilizada como controle endogeno. (B) O grafico representa os resultados das
andlises densitométricas das bandas especificas de p57 do Western Blotting. Os dados
foram expressos como porcentagem do grupo tratado em relacdo ao controle (100%) =+
erro padrdo. (*) Comparagdo entre o grupo controle de células HTR-8/SVneo e grupo

tratado com STAg (p < 0,05).
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