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RESUMO

Heme oxigenase-1 (HO-1) ¢ a enzima responsavel pelo catabolismo da heme, tendo como
produtos, a liberacao de ferro (Fe*") e a formagio de monoxido de carbono (CO) e bilirrubina.
Os efeitos conjuntos do CO e bilirrubina conferem a HO-1 um papel citoprotetor, sendo que o
controle de sua expressdo e atividade requer, principalmente, a fosforilagao diferencial das
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs). HO-1 estd também envolvida na
resposta imune a microrganismos infecciosos, como Toxoplasma gondii, um protozoario
parasito intracelular obrigatorio causador da toxoplasmose, uma doenca grave em individuos
imunocomprometidos e mulheres gestantes. A placenta humana, por sua vez, ¢ uma estrutura
essencial a comunicagdo materno-fetal, cujas células trofoblasticas vilosas e extravilosas sdo
populacdes celulares de origem embrionaria/fetal, que contribuem para a geracdo de uma
tolerancia imune no organismo materno, importante & manutengdo da gestacdo. Devido a
contribuicdo de HO-1 com as fungdes desempenhadas por estas células, as quais sdo
susceptiveis a infec¢do por 7. gondii, o presente estudo avaliou a influéncia desta enzima na
infeccdo de células trofoblasticas humanas vilosas (linhagem BeWo) e extravilosas (linhagem
HTR-8/SVneo) por este parasito. Para isso, células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas ou nado
com 7. gondii, foram tratadas ou ndo com hemina, porfirina indutora de HO-1, sendo em
seguida analisadas quanto aos indices de viabilidade celular e proliferacdo de 7. gondii, e em
relagdo a expressdo e atividade de HO-1, associadas a fosforilagdo/ativacdo de p38, INK e
ERK1/2 (MAPKSs) e a producdo de citocinas (MIF, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF). Em ambas as
células, os resultados revelaram que, embora o tratamento com hemina tenha reduzido a
viabilidade celular, a proliferacdo de 7. gondii foi aumentada frente ao estimulo com a
porfirina. Quando infectadas, células BeWo tiveram menor expressao e atividade da enzima,
as quais se mantiveram inalteradas em células HTR-8/SVneo. Neste contexto, a ativacao de
p38-MAPK foi associada a expressdo reduzida de HO-1 em células BeWo, ao passo que em
células HTR-8/SVneo, a fosforilagio de JNK foi aumentada pelo tratamento com hemina.
Além disso, a infec¢do associada, ou ndo, a indu¢do de HO-1, foi capaz de aumentar a
producao de MIF, IL-6 e IL-8 por células BeWo ou HTR-8/SVneo, sendo que o mecanismo
envolvendo a produgdo de 6xido nitrico (NO), para o controle da infeccio por 7. gondii, nao
atuou em ambas as linhagens. Em conjunto, nossos dados sugerem que a infec¢do por T.

gondii reduz a expressao e atividade de HO-1, principalmente, em células BeWo.

Palavras-chave: heme oxigenase-1, trofoblasto, Toxoplasma gondii.



ABSTRACT

Heme oxygenase-1 (HO-1) is an enzyme responsible for heme catabolism, with the iron
(Fe*") release in addition to carbon monoxide (CO) and bilirubin formation, that present a
cytoprotective role, wherein the control of their expression and activity, mainly requires,
differential phosphorylation of mitogen-activated protein kinases (MAPKs). HO-1 is also
involved in the immune response to infective microorganisms, such as Toxoplasma gondii, an
obligate intracellular parasite protozoan that causes toxoplasmosis, a severe disease in
immunocompromised individuals and pregnant women. The human placenta, in turn, is an
essential structure to maternal-fetal communication, whose villous and extravillous
trophoblast cells are embryonic/fetal cell populations, which contribute to generation of an
immune tolerance in the maternal organism, important for pregnancy maintenance. Due to the
contribution of HO-1 on functions of these cells, which are susceptible to 7. gondii infection,
the present study evaluated the influence of this enzyme on the infection of human villous
trophoblast cells (BeWo line) and extravillous (HTR-8/SVneo line) by the parasite. BeWo and
HTR-8/SVneo cells were infected or not, with 7. gondii, treated or not with hemin, a
porphyrin and inductor of HO-1, being analyzed to the cellular viability and 7. gondii
proliferation rates. Also the HO-1 expresssion and activity associated with the
phosphorylation/activation of p38, JNK e ERK1/2 (MAPKs) and cytokines production (MIF,
IL-6, IL-8, IL-10 and TNF) were analyzed. In both cells, the results showed that although
treatment with hemin reduced slightly the cellular viability, 7. gondii proliferation was
increased with porphyrin stimulus. Under infection, BeWo cells presented lower expression
and activity of the enzyme, which remained unchanged in HTR-8/SVneo cells. In this context,
activation of p38-MAPK was associated with reduced HO-1 expression in BeWo cells,
whereas in HTR-8/SVneo cells, phosphorylation of JNK was enhanced by treatment with
hemin. In addition, infection, with or without induction of HO-1, was able to increase the
production of MIF, IL-6 and IL-8 by BeWo or HTR-8/SVneo cells. Taken together, our data
suggest that 7. gondii infection decrease the HO-1 expression and activity, mainly, in BeWo

trophoblast cells.

Keywords: heme oxygenase-1, trophoblast, Toxoplasma gondii.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Representacdo da invasdo trofoblastica e placentagdo humana...............ccoeeeuneenee. 18

Figura 2. Analise da viabilidade de células BeWo e HTR-8/SVneo frente aos tratamentos

COIML NEITIIIIA et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eee e e e e e e e aaeeeeeeereaaaaaeaeeas 54

Figura 3. Influéncia dos tratamentos com hemina na proliferacdo de 7. gondii em células

BEWO € HTR-8/SVINEO ... .ottt et 56
Figura 4. Expressdo de HO-1 por células BeWo e HTR-8/SVneo........ccccoceeveniiiiiniencnnne. 58
Figura 5. Atividade de HO-1 por células BeWo e HTR-8/SVNE0 ......cccccuevveviiierienieieee 61

Figura 6. Expressao de p-p38-MAPK, p-JNK e p-ERK1/2 por células BeWo e HTR-8/SVneo



AKT
APC
BVR
cGMP
CT

CTe
CTv
CD

CO
CytP450
DC

DO
egCTe
ERK1/2
evCTe
Fe*'/Fe*
FGR
H,O0,
hCG
HLA
HO-1/2/3
hPL
HSP32
iCTe
IFN-y
IDO

Ig

IL
iNOS
IUGR
JNK
LPS

LISTA DE ABRIVIATURAS E SIGLAS

Proteina quinase B

Célula apresentadora de antigeno
Biliverdina redutase

Guanosina monofosfato ciclica
Citotrofoblasto

Citotrofoblasto extraviloso
Citotrofoblasto viloso

Cluster of differentiation

Monéxido de carbono

Complexo enzimatico citocromo P450
Célula dendritica

Densidade Optica

Citotrofoblasto extraviloso endoglandular
Quinases reguladas por sinais extracelulares 1 e 2
Citotrofoblasto extraviloso endovascular
Ferro em estado i6nico ferroso (*7) e férrico *)
Restri¢ao de crescimento fetal

Perdxido de hidrogénio (4gua oxigenada)
Gonadotrofina coridnica humana
Antigeno leucocitario humano

Isoformas 1, 2 e 3 de heme oxigenase
Hormonio lactogénio placentario humano
Proteina de choque térmico de 32kDa (sinénimo de HO-1)
Citotrofoblasto extraviloso intersticial
Interferon gama

Indoleamina 2,3-dioxigenase
Imunoglobulina

Interleucina

Oxido nitrico sintase induzivel

Restri¢ao de crescimento intrauterino
Quinase c-Jun N-terminal

Lipopolissacarideo



MAPK
MHC
MIF
MIP-10/p
NADPH
NO

Nrf-2

(0))
p38-MAPK
PI3K
PBS
PGE,/PGJ,
PKA/C/G
PPAR
p/v

RIPA
ROS
SAPK
Ser/ThrK
sGC

ST

STAT
TG

Th
TGF-p
TLR
TNF
Treg
TyrK
uDC
uNK

viv

VEGF

Proteina quinase ativada por mitdgeno

Complexo principal de histocompatibilidade
Fator de inibigdo da migracao de macrofagos
Proteinas inflamatérias de macréfagos 1 tipo ae
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
Oxido nitrico

Fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
Oxigénio molecular

Proteina quinase ativada por mitdgeno p38
Fosfatidilinositol-3-quinase

Solugdo salina tamponada com fosfato
Prostaglandina E, e Prostaglandina J,

Proteinas quinase A, Ce G

Receptor nuclear ativado por proliferador de peroxissomo
Peso/volume

Tampao de lise para ensaio de radioimunoprecipitagao
Espécies reativas de oxigénio

Proteina quinase ativada por estresse
Serina/treonina quinase

Guanilato ciclase soluvel

Sinciciotrofoblasto

Fator transdutor de sinais e ativador de transcrigao
Trofoblasto gigante

Perfil de linfocito T helper (auxiliar)

Fator transformador de crescimento beta
Receptores semelhantes a “toll”

Fator de necrose tumoral

Linfocito (ou célula) T regulador(a)

Tirosina quinase

Célula dendritica uterina

Linfocito natural killer uterino

Volume/volume

Fator de crescimento do endotélio vascular



SUMARIO

1. INTRODUGCAQ .uueererencnenenenenesesesesesesesesesesesesesssesssesescsssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 15
1.1. Placenta: os aspectos estruturais e funcionais das c€lulas trofoblasticas ...........c.cccuu...... 15
1.2. Mecanismos de resposta imunologica na interface materno-fetal............ccccevveveeennnne. 19
1.3. Heme oxigenase-1: aspectos funcionais e mecanismos intracelulares associados............ 22
1.4. Expressao e atividade de HO-1 na interface materno-fetal ..............cccooeeveeveiiiiiiiniinenne, 25
1.5. Toxoplasma gondii: aspectos gerais, caracteristicas estruturais e ciclo biologico ............ 28
1.6. Mecanismos de resposta imune do hospedeiro a infec¢do por 7. gondii .......................... 31
1.7. Toxoplasmose congénita e 7. gondii na interface materno-fetal...............cccoeeveeviiinneennns 34
1.8. Linhagens celulares como modelos de trofoblasto humano...........c..ccocceeeiieniiiiinnnnienn, 36
1.9. Participacdo de HO-1 na imunopatologia de doencas infecciosas ..........ccceeveeevueenvennneene 37
2. JUSTIFICATIVA c.cctictiinnensnisesssesssisesssesssissssssssssissssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssas 40
3. OBIETIVOS uiitiiniceinenssicsensnsssessssssssssssssisssssssssssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 41
3.1 ODBJELIVO GOTAL ...ttt sttt 41
3.2. ObjetiVoSs ESPECTIICOS . ..eiuiiiiieiiiieiieee ettt ettt et et 41
4. MATERIAL E METODOS 42
4.1. Cultura e manutencao de células BeWo, HTR-8/SVneo e Hela.............coooocnviiiennnnnn, 42
4.2. Manutengao in vitro do clone 2F1 (cepa RH) de T. gondii e infecgdo experimental........ 43
4.3. Tratamentos COmM HEMINA..........ccoiiiiiiiiiiiieie ettt e 44
4.4. Analise da viabilidade celular por ensaio de MTT........cccccoiiviiiiiniininiiniieceeee 44
4.5. Quantificacao da proliferacao de 7. gondii por ensaio de B-galactosidase ............c.......... 45

4.6. Western Blotting para deteccdo da expressdao de HO-1 e da fosforilagdo de proteinas

pertencentes a via de sinaliza¢do das MAPK (p-p38-MAPK, p-JNK e p-ERK1/2) ......... 46

4.7. Quantifica¢do dos niveis intracelulares de heme e dosagem de bilirrubina...................... 48
4.8. Dosagem de citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA).........cccccovviiiiiiiiiiiinininnn. 50
4.9. Avaliagdo da producao de 6xido nitrico (NO) por dosagem de nitrito ..........cceeeeveeennnnnne 51
4.10. ANALISES ESAISTICAS ..e.vveuviiiieriiitieiteeit ettt ettt ettt ettt 52
5. RESULTADOS ...cuuiiiiiiieisneisnisenssecssicsssssessscsssssssssssesssssessssssssssasssssssssssssssssssssassssssasssassss 53
5.1. Analise do efeito de hemina na viabilidade de células BeWo e HTR-8/SVneo................ 53

5.2. O estimulo com hemina eleva os indices de proliferagao de 7. gondii em células BeWo e
HTRE8/SVIEO0 ...ttt ettt sttt s 55
5.3. A expressdo de HO-1 em células BeWo ¢ reduzida frente a infec¢do por 7. gondii e

elevada por hemina, mantendo-se inalterada em células HTR-8/SVneo ..........cccceueene. 57



5.4. Em infec¢do por 7. gondii, a atividade funcional de HO-1 ¢ reduzida em células BeWo e
inalterada em células HTR-8/SVNEO ........cccueviiiiiiiiiiiiiiiiicceeeeeeeee e 59
5.5. Em infeccdo por 7. gondii, a fosforilagdo de p38-MAPK em células BeWo demonstra
associagao com a indugao de HO-1 ... 62

5.6. A infeccdo por T. gondii, e/ou o tratamento com hemina, aumenta as secregdes das

citocinas MIF, IL-6 e IL-8 por células BeWo ou HTR-8/SVneo..........cccevvvecivenieeneennee. 65
5.7. O mecanismo dependente da produgdo de 6xido nitrico (NO) nao atua em células BeWo e
HTR=8/SVIE0 ...ttt ettt sttt et ettt esseenseenaesaeenseeneesneensens 68
6. DISCUSSAQ ...uururirrsisnsisssssnsssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssses 69
7. CONCLUSOES.....coiirminnisnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssmsssssssssssssssssssssssssssses 83
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coucumeumncusscnsseensessssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssss 84




15

1. INTRODUCAO

1.1. Placenta: os aspectos estruturais e funcionais das células trofoblasticas

A gestacao representa uma condigdo fisioldgica, na qual o organismo materno se adapta a
importantes modificagdes organicas visando a geragao de uma tolerancia imunologica, em
virtude de sua continua exposi¢ao aos antigenos de natureza paterna presentes no concepto em
desenvolvimento (BULLA et al., 2004; MAKRIGIANNAKIS et al., 2008; ROBERTSON;
MOLDENHAUER, 2014). Com vistas a garantia do sucesso gestacional, os organismos
animais estabeleceram em seu curso evolutivo importantes mecanismos de comunicagao
materno-embrionaria, sendo que a placenta se desenvolveu como uma estrutura direcionada
ao estabelecimento do didlogo materno-fetal, dos mamiferos eutérios ou placentarios
(GRIFFITH; WAGNER, 2017). Assim, esta estrutura ¢ definida como um 6rgao transitdrio,
formado pela constante interagdo de diferentes tipos de células deciduais maternas, com o
trofoblasto, uma linhagem celular de origem embriondria/fetal que se diferencia em
subpopulagdes com carateristicas morfologicas e funcionais distintas, essenciais a gestagao
(GUDE et al., 2004; BURTON; JAUNIAUX, 2015) (Figura 1).

O estabelecimento da estrutura placentaria na espécie humana ocorre por meio da
placentagdo, a qual ¢ tida como um conjunto de eventos que se iniciam com a aposi¢ao € a
adesdo ao epitélio uterino pelo blastocisto. Este ¢ constituido de uma massa celular interna
conhecida como embrioblasto, que formard a estrutura corpérea do embrido/feto, e de uma
camada celular externa denominada trofoectoderma, que originard a futura placenta
(SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016; SILVA; SERAKIDES, 2016). Em sequéncia, as
células do trofoectoderma, também consideradas como células tronco trofoblasticas, iniciam a
fase de implantacdo embriondria ao adquirirem capacidade migratoria e invadirem a mucosa
uterina (endométrio), diferenciando-se progressivamente em duas amplas subpopulagdes
celulares, o citotrofoblasto viloso (CTv) e o citotrofoblasto extraviloso (CTe) mononucleares
(GUDE et al., 2004; BURTON; JAUNIAUX, 2015; STEINBERG; ROBINS, 2016). Em
paralelo, os fibroblastos endometriais se especializam em células deciduais estromais uterinas,
por meio da decidualizagdo, processo que compreende um conjunto de alteragdes celulares
importantes, desencadeadas por estimulos provenientes do trofoblasto circunjacente (GUDE
et al., 2004; VELICKY; KNOFLER; POLLHEIMER, 2016). De maneira similar, as células
deciduais também sao capazes de secretar fatores que atuardo sobre as c€lulas trofoblasticas,

respondendo com um “feedback” adequado para a regulacdo dos processos de migracdo e
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invasdo pelo trofoblasto, com vistas a progressdo adequada da placentacdo (GODBOLE et al.,
2011; LALA; NANDI, 2016; SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016).

A medida que as células do CTv proliferativo entram em contato com a decidua materna,
uma parcela adquire capacidade fusogénica para a geracdo ¢ a manutencao de uma massa
celular multinuclear ndo proliferativa denominada sinciciotrofoblasto (ST), a qual se dispde
externamente em relagdo ao CTv, formando as vilosidades corionicas primarias (GRAHAM;
LALA, 1992; GUDE et al., 2004). Por sua vez, o ST produz e secreta enzimas de degradagao
inicial dos componentes de matriz extracelular da mucosa uterina, visando a implantagao
adequada do blastocisto e o estabelecimento da circulagdo utero-placentdria primordial
(DONNELLY; CAMPLING, 2014; BURTON; JAUNIAUX, 2015). Além disso, devido a sua
extensa superficie de contato, o ST participa diretamente das trocas de substancias entre o
concepto e o sangue materno, além de sintetizar importantes hormonios de manutencdo da
gestacdo, como o lactogénio placentario (hPL) e a gonadotrofina coriénica (hCG) (JI et al.,
2013; BURTON; FOWDEN, 2015).

Em paralelo ao desenvolvimento dos vilos primarios, células provenientes do mesoderma
extraembriondrio do concepto migram para o interior da camada de CTv e, ali, desenvolvem
um tecido de carater mesenquimal, constituindo dessa forma as vilosidades secundarias
(GRAHAM; LALA, 1992; GUDE et al.,, 2004). Progressivamente, células endoteliais
respondem a sinais pro-angiogénicos provenientes deste microambiente e sdo recrutadas para
o interior destas ultimas estruturas a fim de formarem os capilares sanguineos fetais dispostos
pelo mesénquima, propiciando o surgimento dos vilos placentérios terciarios como um ultimo
e permanente estagio morfologico, os quais sdo considerados a unidade formadora da barreira
placentaria (GRAHAM; LALA, 1992; BULLA et al., 2004; GUDE et al., 2004; SILVA;
SERAKIDES, 2016). Dependendo do seu grau de crescimento e proliferacdo celular, os vilos
terciarios podem se alojar como flutuantes no espago interviloso placentario, ou se
desenvolverem o bastante, a ponto de se ancorarem diretamente ao tecido decidual por adesdao
direta do CTv, o qual se organiza em colunas celulares (GRAHAM; LALA, 1992; GUDE et
al., 2004; KNOFLER, 2010; JI et al., 2013). A partir das extremidades basais dos vilos de
ancoragem, as células do CTv adquirem um padrdo migratorio e invasivo particulares, e
originam a linhagem de células citotrofoblasticas extravilosas (CTe) (LYALL, 2006; JI et al.,
2013; STEINBERG; ROBINS, 2016). Este fendtipo especifico ¢ gerado pela comunicagdo
direta das células de CTv com a matriz extracelular decidual, o que induz a uma elevagdo das
taxas de proliferacdo celular seguida de um aumento da motilidade e invasividade destas

células rumo ao tecido decidual, passando, de fato, a serem tratadas como CTe (APLIN, 2000;
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ANIN; VINCE; QUENBY, 2004). A medida que migram e invadem a decidua, as células do
CTe se diferenciam em pelo menos trés subtipos relevantes descritos até 0 momento descritos:
o CTe intersticial (iCTe), o CTe endovascular (evCTe) e o CTe endoglandular (egCTe)
(ANIN; VINCE; QUENBY, 2004; BULLA et al., 2004; LYALL, 2006; JI et al., 2013;
HUPPERTZ; WEISS; MOSER, 2014).

O iCTev da continuidade a intensa migracao da linhagem extravilosa, alcangando regides
profundas do Utero proximas ao miométrio, a fim de garantir uma adesao correta e eficaz da
placenta (JI et al., 2013). J& o evCTe, adquire caracteristicas funcionais similares as do
endotélio decidual, invadindo as artérias espiraladas uterinas e se intercalando entre as células
endoteliais propriamente ditas que as compdem, remodelando os vasos sanguineos locais e
regulando assim, as taxas de angiogénese e de fluxo sanguineo a favor do embrido/feto
(GUDE et al., 2004; MALTEPE; FISHER, 2015). Por fim, o egCTe ¢ um tipo celular capaz
de migrar rumo as glandulas uterinas, invadindo-as e as remodelando para melhor aporte
nutricional ao embrido/feto, até o completo estabelecimento da circulagdo utero-placentaria
(MOSER et al., 2010; MOSER; HUPPERTZ, 2017). Como um evento adicional, quando
imersas na decidua, grupos de células do iCTe também sdo capazes de se fusionarem
originando as chamadas células trofoblésticas gigantes (TG), as quais representam o ultimo
estagio de diferenciagdo deste tipo celular (GUDE et al., 2004; JI et al., 2013). Apesar de se
comportarem como sincicios isolados, as células do TG se diferem do sinciciotrofoblasto,
proveniente do CTv por ndo possuirem um carater invasivo e por ndo sintetizarem hormonios
gestacionais, tais como hPL e hCG (LOKE, 1990; GRAHAM; LALA, 1992).

Embora os eventos acima descritos sejam relativos a placentacdo e a biologia do
trofoblasto na espécie humana, muitos destes conhecimentos foram obtidos por meio de
estudos morfologicos e estruturais em outros modelos animais, como em ratos e
camundongos, os quais apresentam importantes similaridades aos humanos, desde o
estabelecimento de uma placenta hemocorial, at¢ o compartilhamento de linhagens
trofoblasticas analogas a ambos os organismos (JOHN; HEMBERGER, 2012; SILVA;
SERAKIDES, 2016). Em suma, a placentacdo ¢ regulada por mecanismos intracelulares que
controlam a expressao génica no trofoblasto, bem como pela interagdo constante deste tipo
celular com células do sistema imune, evitando assim, a geracdo de complicacdes placentarias
oriundas de invasdes trofoblasticas insuficientes, como a pré-eclampsia e a restricdo do
crescimento intrauterino (IUGR), ou excessivas, como o desenvolvimento de placentas com
variados niveis de implantagio aprofundada (KNOFLER, 2010; HUPPERTZ, 2011; GUPTA
etal., 2015; SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016).
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Figura 1

Interface Materno-Fetal

Placenta

Tecidos
Uterinos

Artéria Espiralada (AS) s

N3o remodelada g

Legenda “ Célula Endotelial ;'. } Célula Glandular Endometrial

‘ Citotrofoblasto: CTv / CTe ? Célula Estromal Placentaria . Célula NK Uterina (uNK)

L!.-!..!__ Sinciciotrofoblasto (ST) Cﬁ@ Célula Estromal Decidual @ Macréfago Decidual

Remodelada

Figura 1. Representacio da invasdo trofoblastica e placentacdo humana. (A) A placenta conecta o
embrido/feto aos tecidos uterinos, estabelecendo um contato vascular materno-fetal. Este 6rgdo ¢ constituido por
vilosidades coridnicas, as quais permanecem em contato direto com o sangue materno, caracterizando a placenta
humana como hemocorial. O local especifico em que a placenta se dispde em unido com a decidua materna, ¢ a
chamada interface materno-fetal. (B) Durante o inicio da gestacdo, as células do citotrofoblasto viloso (CTvV) se
fundem umas as outras dando origem ao sinciciotrofoblasto (ST), uma massa celular multinuclear que reveste
externamente os vilos placentarios. Por sua vez, a camada de ST garante as trocas de gases e nutrientes entre
mae e concepto e secreta hormdnios placentarios, como o hCG e o hPL. Os vilos de ancoragem (VA) se aderem
diretamente a decidua através das colunas celulares (CC), a partir das quais as células de CTv, ali presentes,
diferenciam-se em uma nova populagao celular, o chamado citotrofoblasto extraviloso (CTe). As células de CTe
sd0 invasivas e capazes de se alojarem nos tecidos deciduais, fusionando-se em células trofoblasticas gigantes
(TG), terminalmente diferenciadas, ou se subdividindo em outras populagdes celulares: (i) as células de CTe
endovascular (evCTe); (ii) as células de CTe intersticial (iCTe); (iii) e as células de CTe endoglandular (egCTe).
As células de evCTe (i) invadem a decidua, migram as artérias espiraladas (AS) e colonizam o limen destas,
conduzindo as progressivas etapas do remodelamento destes vasos para o estabelecimento do fluxo sanguineo
placentario adequado. As células de iCTe (ii) ao invadirem os tecidos deciduais, estabelecem importantes
interagdes celulares com macrofagos residentes e células natural killer unterinas (uUNK), a fim de regular os
mecanismos que regem a placentacdo adequada. Por fim, as células de egCTe (iii) representam um tipo celular
capaz de invadir as glandulas uterinas e se interpor entre as células epiteliais que as constitui, com vistas a
garantir um melhor aporte nutricional ao embrido, até o estabelecimento da circulagdo utero-placentaria
definitiva (Figura retirada e adaptada de VELICKY; KNOFLER; POLLHEIMER, 2016).
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1.2. Mecanismos de resposta imunoldgica na interface materno-fetal

A geragdo de um estado de tolerancia imune por parte do organismo materno ¢ essencial a
aceitacdo e manutencdo do concepto em desenvolvimento, uma vez que ao carregar consigo
antigenos paternos, este se comporta como um enxerto semialogénico vulneravel as reagdes
de rejeicdo imunologica maternas (MEDAWAR, 1953 apud MICHELON et al., 2006; MOR;
ALDO; ALVERO, 2017). Assim, o estabelecimento de um equilibrio entre as respostas
imunes pro e anti-inflamatdrias que vise a integridade gestacional, ¢ fundamental, e nisto, o
trofoblasto tém essencial contribui¢do, ao modular a atividade de células imunes que migram
a placenta por meio da producdo de diferentes mediadores imunoldgicos (SAITO, 2000;
ENTRICAN, 2002; MOR; CARDENAS, 2010; MOR et al., 2011).

Com vistas ao entendimento desta imunotolerancia materno-fetal em humanos, estudos
prévios demonstraram que o ST e as células do CTv ndo expressam as moléculas classicas de
antigeno leucocitario humano (HLA) I e II que constituem as cadeias do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) I e II, respectivamente, conferindo-lhes a capacidade de ndo
ativarem respostas imunes iniciais, mediadas por linfécitos T (MORRIS et al., 1998; KING et
al., 2000; APPS; GARDNER; MOFFETT, 2008). Sabe-se que apenas as moléculas HLA-E e
HLA-G, componentes ndo cldssicos ndo polimoérficos (ou baixo polimorfismo) de MHC
classe I, sdo expressos na placenta humana, e que esta expressdo € restrita as populagdes de
CTe. HLA-G se liga a receptores em linfocitos natural killer uterinos (uUNK) diminuindo sua
atividade citotoxica. Além disso, HLA-G se liga a receptores em linfocitos T CD4" ¢ T CDS",
assim como com as células apresentadoras de antigenos (APCs), configurando maior
tolerancia imune no microambiente placentario (ROUAS-FREISS et al., 1997; TANAKA et
al., 2000; SZEKERES-BARTHO, 2002; APPS; GARDNER; MOFFETT, 2008; FERREIRA
et al., 2017; MOFFETT; CHARAZA; COLUCCI, 2017). Células trofoblasticas, assim como
as APCs profissionais, também sdo capazes de exercer o reconhecimento antigénico de
patdgenos que se possam se instalar no microambiente placentario, através da expressao
diferencial de receptores de reconhecimento padrdo semelhantes a “foll” (TLRs) (KOGA;
ALDO; MOR, 2009).

Logo, a gestagdo ¢ caracterizada por distintas fases nas quais ha alternincias entre os
perfis de resposta imune predominante, e eventos de primeiro trimestre gestacional como a
implantacdo embriondria, as etapas da placentagdo, bem como algumas reacdes deciduais
iniciais do segundo trimestre, necessitam de um microambiente altamente inflamatério para

ocorrerem, mediado por citocinas polarizadoras de células T “helper” 1 (Thl), ou pro-
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inflamatoérias, como interleucina (IL)-1p, IL-2, IL-8, interferon (IFN)-y e o fator de necrose
tumoral (TNF) (WEGMANN et al., 1993; MOR; CARDENAS, 2010; OTUN et al., 2011;
SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016).

Entretanto, durante grande parte do segundo trimestre e em praticamente todo o terceiro, a
supressao deste microambiente inflamatério ¢ fundamental as reparacdes das lesdes deciduais
ocasionadas pelos eventos iniciais da gestacdo, bem como para a manuten¢do da tolerancia
imune materna (KOGA; ALDO; MOR, 2009; MOR; CARDENAS, 2010). Por sua vez, esta
supressdao imunologica na interface materno-fetal ¢ marcada pela alteragdo do perfil pro-
inflamatorio (Th1) para o anti-inflamatdrio (Th2), através da secrec¢do de citocinas como 1L-4,
IL-5, IL-10, IL-13 e o fator transformador de crescimento (TGF)- pelo trofoblasto, além de
fatores hormonais como progesterona, estrogenos, prostaglandinas, e hCG, os quais mantém o
perfil Th2 e contribuem para a ativagdo da resposta imune humoral contra a rejei¢do fetal, via
produgdo de imunoglobulinas (Ig) especificas por linfécitos B ativados (PICCINNI, 2002;
CHALLIS et al, 2009; ROBINSON; KLEIN, 2012; SCHUMACHER; COSTA;
ZENCLUSSEN, 2014). Ao fim do terceiro trimestre, o perfil de mediadores Thl ¢
reestabelecido em func¢do do parto, no qual células inflamatorias sdo atraidas ao miométrio e
neste local induzem a reagdes imunes locais para o aumento da contratilidade uterina,
culminando na expulsdo do feto e da placenta pelo organismo materno (KOGA; ALDO;
MOR, 2009). Em suma, a predominancia do perfil Th2 sobre Thl, em grande parte do curso
gestacional, ¢ de grande valia ao seu sucesso, visto que reacdes inflamatérias exacerbadas na
placenta podem levar ao desenvolvimento de pré-eclampsia, a incidéncia de partos pré-
maturos e de abortos espontaneos (CHALLIS et al., 2009).

Além disso, citocinas ndo menos importantes, como IL-6 e o fator de inibicao da migragao
de macrofagos (MIF), também contribuem para a fisiologia normal da placenta, bem como
para manutencdo deste balanco Th1/Th2 (RAGHUPATHY et al., 1999; BEVILACQUA et
al., 2014). MIF, ao ser expresso por ambas as c€lulas de CTv e CTe (ARCURI et al., 1999;
2007), bem como pelo endométrio gravidico (ARCURI et al., 2001), ¢ capaz de atenuar
reacdes inflamatérias exacerbadas na decidua, através da regulagdo da atividade litica de
células uNK para a garantia de uma invasdo trofoblastica adequada, e pelo controle da
migracao randomica de macréfagos ao microambiente placentario (ARCURI et al., 2006;
BEVILACQUA et al., 2014). IL-6, por sua vez, comporta-se como uma citocina de carater
pleiotropico ao permear entre os perfis Thl e Th2 (DEALTRY; O’FARRELL;
FERNANDEZ, 2000). No contexto gestacional, IL-6 pode ser um fator pro-inflamatorio

produzido pela decidua, intensificando complicacdes gestacionais como a pré-eclampsia
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(LOCKWOOD et al., 2008), bem como pode ser secretada pelo trofoblasto como um fator
anti-inflamatorio, induzindo a uma reposta imune humoral marcada pela sintese de moléculas
de IgG especificas por células B ativadas, mantendo assim, o perfil de tolerancia imune (LEE,
1992; MARGNI; ZENCLUSSEN, 2001).

No decorrer de todas as suas etapas, a gestagdo humana necessita da participacdo de
variados tipos de células da imunidade inata e adaptativa, que migram a decidua e, ali,
estabelecem importantes interacdes com trofoblasto (RAGHUPATHY, 1997). Neste sentido,
células uNK representam cerca de 70% dos leucdcitos presentes na decidua e possuem papel
fundamental no remodelamento dos vasos sanguineos uterinos, por secretarem citocinas e
quimiocinas essenciais ao controle da diferenciagdo e da capacidade invasiva das células do
CTe (HANNA et al., 2006; HU et al., 2006; MOR; CARDENAS, 2010). Os mondcitos e
macrofagos representam de 20 a 25% dos leucocitos deciduais, as células dendriticas uterinas
(uDC) constituem cerca 1,7% do total e, além disso, pouco se sabe acerca da presencga de
cé¢lulas B na decidua humana, contudo os linfécitos T em seus subtipos CD4" e CDS§",
representam de 3 a 10% dos leucocitos placentarios (PICCINI, 2002; MOR et al., 2011;
MOR; ALDO; ALVERO, 2017).

As fungdes de linfocitos T de perfil Th17 e de células T reguladoras (Tregs), também
devem ser consideradas no curso gestacional (FIGUEIREDO; SCHUMACHER, 2016). A
quantidade desregulada de células Thl7 esteve relacionada a incidéncia de abortos
espontdneos (NAKASHIMA et al., 2010), o que pode ser explicado por estes linfocitos
atuarem na placentacdo, alterando a prolifera¢do, invasdo e morte celular por apoptose das
células trofoblasticas (WU et al., 2014). Por outro lado, os linfocitos Tregs surgem como um
tipo celular capaz de garantir a tolerancia fetal, ao produzirem citocinas reguladoras como IL-
10 e TGF-B que atuam no controle da atividade exacerbada de células Th17 e no balango
entre os perfis de mediadores Thl e Th2 (ALIJOTAS-REIG; LLURBA; GRIS, 2014).

Os aspectos imunoldgicos caracteristicos da interface materno-fetal, descritos até o
momento, reunem evidéncias de que o curso adequado da gestacao so € possivel, gracas ao
estabelecimento de um delicado balango entre os perfis Thl e Th2 de resposta imune, com a
predominancia de um “stafus” anti-inflamatorio que previne a rejeigdo fetal e, assim, garante
o sucesso gestacional. Todavia, como sera tratado adiante, este estado imunossupressivo pode
aumentar a susceptibilidade do organismo materno a microrganismos causadores de
patologias (MOR; CARDENAS, 2010), como Toxoplasma gondii (CARLIER et al., 2012),
impondo a interface materno-fetal a importante tarefa de controlar disseminac¢ao infecciosa e,

ao mesmo tempo, de garantir a integridade gestacional.
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1.3. Heme oxigenase-1: aspectos funcionais e mecanismos intracelulares associados

O funcionamento adequado das células eucaridticas, em especial nos animais metazodrios,
¢ amplamente influenciado por uma molécula organica denominada “heme”, a qual se
comporta como um grupo prostético na constituigdo de proteinas essenciais a estes
organismos, as hemoproteinas (PONKA, 1999; PAOLI; MARLES-WRIGHT; SMITH, 2002).

A heme ¢ sintetizada nos compartimentos mitocondriais através de sucessivas reacdes de
catalise enzimatica, das quais o ultimo passo compreende a inser¢do de ion ferro, do seu
estado ferroso (Fe*") para o férrico (Fe®"), ao centro do anel de protoporfirina IX que a
constitui (PONKA, 1999; FUIIWARA; HARIGAE, 2015). Posteriormente, a heme formada ¢
direcionada aos demais compartimentos celulares e conjugada as diferentes classes de cadeias
polipeptidicas, a fim de constituir as hemoproteinas (REDDI; HAMZA, 2016). Esta familia
de proteinas, por sua vez, possui importantes papéis fisioldgicos, sendo componente chave em
processos bioquimicos como a fosforilagdo oxidativa mitocondrial, via o transporte de
elétrons, as rotas de detoxificacdo celular e o controle da expressdo génica, através da
modula¢do das vias de transdug¢do de sinais, sendo também essencial ao transporte e
armazenamento de gases pelos tecidos (PONKA, 1999; IMMENSCHUH et al., 2017).

Embora sua sintese e disponibilidade sejam essenciais as células, o excesso de heme livre
resulta na geragdo de um estresse oxidativo celular dependente da produgdo de radicais livres,
como as espécies reativas de oxigénio (ROS), e devido a isso, a degradacdo de
compartimentos celulares e a perda de suas respectivas fun¢des sdo consequéncias reais do
perfil pro-oxidante que a heme passa a apresentar (RYTER; ALAM; CHOI, 2006;
IMMENSCHUH et al., 2017). Como um mecanismo protetor, as células desenvolveram um
sistema enzimatico para a degrada¢do da heme em excesso, através da atividade catalitica da
enzima heme oxigenase (HO) (OTTERBEIN et al., 2003).

A descoberta e a caracterizagdo funcional de HO se deram nos anos de 1968 e 1969,
através dos trabalhos pioneiros de Tenhunen, Marver e Schmid, nos quais a elucidagdo inicial
da atividade desta enzima foi investigada em modelo murino (TENHUNEN; MARVER;
SCHMID, 1968; 1969). Desde entao, estudos posteriores estabeleceram a existéncia de trés
isoformas desta enzima, a HO-1, a HO-2 ¢ a HO-3 (RYTER; ALAM; CHOI, 2006), sendo
que destas, a isoforma ativa HO-1 ¢ a tUnica que possui a sua atividade regulada por
mecanismos induziveis, sendo codificada pelo gene HMOXI em humanos e expressa
preferencialmente em células e tecidos ativos no catabolismo da heme (MAINES;

TRAKSHEL; KUTTY, 1986; WILKS et al., 1995; RYTER; ALAM; CHOI, 2006). HO-2, por
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sua vez, representa a outra isoforma ativa da enzima, tendo uma expressao constitutiva nas
células, ao passo que HO-3 demonstra ser uma isoforma sem atividade funcional catalitica,
sendo que os dados acerca de sua expressao génica foram obtidos, até 0 momento, apenas por
analises em tecidos de rato (MCCOUBREY; EWING; MAINES, 1992; MCCOUBREY;
HUANG; MAINES, 1997; HAYASHI et al., 2004; RYTER; ALAM; CHOI, 2006). Embora
HO-1 e HO-2 compartilhem muitas similaridades estruturais e funcionais entre si, ao
desempenharem o mesmo papel no catabolismo da heme, os estudos com HO-1 nos mais
diferentes aspectos fisiologicos ganharam maior destaque, em virtude do carater induzivel
desta isoforma da enzima (RYTER; ALAM; CHOI, 2006; SOARES; BACH, 2009).

A HO-1 ¢ também classificada como uma proteina de choque térmico (Heat Shock
Protein) de 32kDa (HSP32) e conforme os primeiros relatos sobre sua localizacdo celular,
acreditava-se que esta isoforma se associasse restritamente a fragmentos (microssomos) de
reticulo endoplasmatico (RYTER; ALAM; CHOI, 2006). Contudo, investigacdes posteriores
demonstraram que, a depender das necessidades celulares, HO-1 pode também se encontrar
no nucleo (LIN et al., 2007), em compartimentos mitocondriais (CONVERSO et al., 2006) e
ancorada as estruturas caveolares da membrana plasmatica (KIM et al., 2004).

Nestes locais, a HO-1 realiza a degradagdo do excesso de heme, levando a liberagdo do
fon Fe**, que logo ¢ armazenado por ligagdo a ferritina, e a formacio de quantidades
equimolares de mondxido de carbono (CO) e biliverdina, a qual ¢ subsequentemente
convertida em bilirrubina por acdo da enzima biliverdina redutase (BVR), dependente do
cofator nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (RYTER; ALAM; CHOI,
2006; OTTERBEIN; FORESTI; MOTTERLINI, 2016). A reagdo catalisada por HO-1 requer
ainda oxigénio molecular (O,) e conta com a participacdo do complexo enzimatico citocromo-
P450 (CytP450) também acompanhado de NADPH como cofator (TENHUNEN; MARVER;
SCHMID, 1968; SOARES; BACH, 2009).

A expressdo e a atividade de HO-1 podem ser desencadeadas por situagdes de hipoxia e
por diversas moléculas estimuladoras (RYTER; ALAM; CHOI, 2006). Dentre estas,
destacam-se as porfirinas sintéticas, como a hemina, os compostos associados ao estresse
oxidativo, variados hormdnios e fatores de crescimento, e mediadores pré-inflamatorios como
o 6xido nitrico (NO), o lipopolissacarideo (LPS), e citocinas como IL-1B, TNF e IFN-y (KIM;
RYTER; CHOI, 2006; RYTER; ALAM; CHOI, 2006). Além disso, a expressao e atividade
de HO-1 podem ser controladas pela presenca continua de estimulos anti-inflamatorios, como
as citocinas IL-10 e TGF-B (LEE; CHAU, 2002; RYTER; ALAM; CHOI, 2006) e os
eicosanoides da familia das prostaglandinas J, (PGJ,) (LEE; TSAI; CHAU, 2003).
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Em condi¢des normais, a maioria destas substancias induz a expressao génica de HMOXI
(HO-1) por meio da ativacdo de uma classe de proteinas do tipo serina/treonina quinases
(Ser/ThrK) pertencentes a familia das proteinas quinases ativadas por mitdégenos (MAPK), da
qual as trés grandes representantes sao as isoformas p38-MAPK, a quinase c-Jun N-terminal
ativada por estresse (JNK/SAPK) e as quinases reguladas por sinais extracelulares 1 e 2
(ERK1/2) (RYTER; ALAM; CHOI, 2006). Além da via de sinalizagdo das MAPK, outras
rotas de transducdo de sinais, ndo menos relevantes, também podem ser recrutadas para a
expressdao de HO-1, dentre as quais se destacam as vias dependentes de fosfatidilinositol-3-
quinase e Akt (PI3K/Akt) e do fator transdutor de sinais e ativador de transcricdo (STAT)-3
(RICCHETTIL, WILLIAMS; FOXWELL, 2004), bem como as proteinas quinase A, C ¢ G
(PKA/C/G) e as familias de tirosina quinases (TyrK) (RYTER; ALAM; CHOI, 2006). Ao
serem preferencialmente ativadas, as MAPK sao capazes de fosforilar e induzir a translocagao
do citosol ao nucleo do fator de transcricdo nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf-2),
o qual classicamente promove a expressao candnica de HO-1 (RYTER; CHOI, 2016).

Por sua vez, os produtos finais de degradacdo da heme por HO-1 sdo tidos como
importantes mediadores na prote¢ao celular, sendo que a bilirrubina se comporta como um
agente antioxidante ¢ o CO atua no bloqueio da producdo de citocinas pro-inflamatodrias,
como IL-1B, TNF e a proteina inflamatéria de macrofagos la e B (MIP-10/B), além de ser
antiapoptotico, controlando as vias indutoras de morte celular (BROUARD et al., 2000), e
capaz induzir a vasodilatagdo dos grandes vasos sanguineos, prevenindo assim, a hipdxia
(RYTER; CHOI, 2016). Com relagdao aos mecanismos intracelulares de atuacdo destes
produtos, a bilirrubina recruta a via das MAPK para a geracdo de seu efeito antioxidante
(DENNERY, 2014), ja o CO pode atuar na vasodilata¢cdo do sistema cardiovascular induzindo
a sintese de guanosina monofosfato ciclica (¢cGMP), via a atividade da guanilato ciclase
solivel (sGC), e exercer suas demais fungdes citoprotetoras em contextos infamatorios,
através do recrutamento diferencial de vias dependentes da fosforilacdo dos trés tipos de
MAPK (IMMENSCHUH; RAMADORI, 2000; KIM; RYTER; CHOI, 2006).

Em virtude dos efeitos benéficos conferidos por seus produtos finais a homeostase celular,
HO-1 ¢ considerada um importante marcador anti-inflamatorio, com propriedade reguladora
dos mecanismos de resposta imunologica, através de sua atuagdo no balango dos efeitos
gerados pelos mediadores Thl e Th2 (KAPTURCZAK et al., 2004; XIA et al., 2008). Logo, a
expressdo e a atividade de HO-1 sdo importantes fatores a serem considerados no
microambiente placentario, ao contribuirem para o estabelecimento da tolerancia imunolédgica

materno-fetal, necessaria ao sucesso gestacional (OZEN et al., 2015).
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1.4. Expressao e atividade de HO-1 na interface materno-fetal

Como abordado anteriormente, o sucesso gestacional s6 ¢ possivel, gracas ao
estabelecimento de uma tolerancia imunoldgica materna, que permita a aceitagdo do concepto
em desenvolvimento. Com vistas a garantia desta condi¢do, o trofoblasto modula a resposta
imune materna (MOR; ALDO; ALVERO, 2017) através de mecanismos em que a
participagdo induzida de HO-1 se faz essencial (BAINBRIDGE; SMITH, 2005; LEVYTSKA
et al., 2013; OZEN et al., 2015). Neste sentido, estudos prévios investigaram a expressao das
isoformas de HO no microambiente placentario, para melhor compreender suas contribuigdes
durante a gestacdo em diferentes modelos experimentais.

Kreiser e colaboradores (2003) demonstraram que as expressoes proteica ¢ de RNA
mensageiro (mRNA) para HO-1 e HO-2 foram significantes na camada de ST dos tecidos
placentarios de ratas. A presenca destas isoformas foi também detectada nos vasos sanguineos
uterinos destas fémeas, a qual esteve relacionada com uma maior expressao do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), indicando uma contribui¢do de HO na gestagao
destes animais (KREISER et al., 2003). Watanabe e colaboradores (2004) evidenciaram que
HO-1 ¢ expressa predominantemente no utero, em tecidos extraembriondrios € no
espongiotrofoblasto da placenta de primeiros periodos gestacionais em camundongos,
sugerindo sua participacdo na placentacdo destes roedores (WATANABE et al., 2004).

Em modelo humano, importantes estudos elucidaram a expressao e as funcdes da enzima
no contexto gestacional. McLean e colaboradores (2000) demonstraram que as isoformas de
HO foram detectadas em placenta humana a termo, sendo que as expressdes proteica e de
mRNA para HO-2 foram maiores se comparadas as de HO-1. Além disso, HO-2 foi detectada
na camada de ST e no endotélio e musculo liso deciduais, locais em que a expressao de HO-1
foi também observada, mas em menor propor¢do em relagdo a HO-2 (MCLEAN et al., 2000).
Em paralelo, Yoshiki, Kubota e Aso (2000) evidenciaram a presen¢a de HO-2 no endotélio e
no musculo liso de vasos sanguineos de vilos placentatios humanos a termo, além de terem
sido os pioneiros em demonstrar a expressao de HO-1 no ST e em regides de CTv de vilos
placentarios de primeiro e terceiro trimestres, sugerindo que HO-1 possui plasticidade em sua
localizagao na interface materno-fetal humana (YOSHIKI; KUBOTA; ASO, 2000).

Lyall e coladoradores (2000) identificaram a expressdo da enzima nos diferentes tipos de
trofoblasto humano, dos quais as células de CTv e de CTe apresentaram imunomarcagoes
para ambas as isoformas de HO. Além disso, HO-2 apresentou diferencas de tempo

gestacional em sua expressdo, fato comprovado por esta enzima ter sido fortemente detectada
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na camada de ST de primeiro trimestre, mas reduzida no ST de tecidos a termo, nos quais sua
presenca foi expressiva por células endoteliais deciduais, mas fraca no endotélio de primeiro
trimestre (LYALL et al., 2000). Em contraste, a expressao de HO-1 nao se alterou nas
placentas de diferentes periodos gestacionais, sendo que sua deteccao no trofoblasto se
mostrou fraca, possivelmente em virtude de seu carater induzivel (LYALL et al., 2000).

Em complicagdes gestacionais decorrentes de placentagdo inadequada, a participacdo de
HO foi também investigada. Barber e colaboradores (2001) verificaram que a expressao
endotelial de HO-2 foi reduzida em placentas provenientes de gestacdes pré-eclampticas ou
de casos de restrigdo de crescimento fetal (FGR), quando comparada a mesma expressao em
placentas a termo de gestagdes normais. Estes autores relacionaram ainda a baixa expressao
de HO-2 no endotélio placentario, como um possivel fator que contribuiu para o
estabelecimento destas patologias, uma vez que o CO, enquanto produto proveniente da
atividade de HO-1/HO-2, atua como um importante metabolito para o controle do tonus
vascular e fluxo sanguineo placentarios (BARBER et al., 2001).

McLaughlin e colaboradores (2003), por outro lado, demonstraram que a atividade do
sistema HO, através da avaliacdo da formacdao de CO, e a expressao de HO-2, nao se
alteraram em placentas provenientes de gestagdes com casos de pré-eclampsia leve em
comparagdo com placentas a termo normotensivas, sugerindo que HO-2 seja a responsavel
pelo catabolismo da heme no microambiente placentario, em ambas as condigdes
(MCLAUGHLIN et al., 2003). Além disso, a expressdao de HO-1 nos vilos coridnicos e nas
membranas fetais destas placentas pré-eclampticas foi maior se comparada a sua expressao
em placentas de gestacdes normais, o que reforca o conhecimento acerca da caracteristica
induzivel de HO-1, agora também no contexto gestacional (MCLAUGHLIN et al., 2003).

De forma complementar aos trabalhos apresentados, estudos in vitro baseados no cultivo
de explantes de vilos placentdrios humanos oriundos de placentas de diferentes trimestres
gestacionais, foram também realizados para a investigacdo do papel das isoformas de HO na
fisiologia de células trofobléasticas. Neste sentido, Ahmed e colaboradores (2000)
evidenciaram que a expressdo de HO-1 foi maior em vilos placentarios a termo se comparada
a deteccdo desta isoforma em vilos de primeiro trimestre gestacional, demonstrando que a
presenca de HO-1 pode progressivamente contribuir com o desenvolvimento adequado da
placenta humana. Além disso, a expressao de HO-2 foi predominante nas células endoteliais e
estromais vilosas, em comparacdo com o trofoblasto adjacente (AHMED et al., 2000). Newby
e colaboradores (2005) identificaram que em condi¢des normais de disponibilidade de O,, a

expressao de HO-1 ¢ maior no CT em comparagdo com o ST provenientes de vilos
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placentérios a termo. Contudo, frente a hipéxia o ST reduziu a expressao de HO-1, como uma
provavel resposta a baixa tensdo de O,, ao passo que o CT n3o demonstrou alteragdo na
expressao da enzima (NEWBY et al., 2005).

A participagao de HO-1 no contexto gestacional regula os processos de adesdo, invasdo e
implantacdo do blastocisto @ mucosa uterina, além de modular as fun¢des de células locais
pertencentes ao sistema imune inato e adaptativo (ZENCLUSSEN et al., 2007;
SCHUMACHER et al., 2012; SCHUMACHER; ZENCLUSSEN, 2015).

Em relacdo aos mecanismos imunoldgicos que operam no microambiente placentario,
HO-1 influenciou na produgdo de citocinas e de quimiocinas no utero de camundongos
gestantes, regulando também a expressdao dos receptores para ambas as moléculas em células
mieloides uterinas, nas quais a expressdo da enzima demonstrou ser predominante em
neutrofilos, mondcitos e macrdéfagos (ZHAO et al., 2017). Além disso, a atuagdo do eixo
enzimatico HO-1/CO revelou ser importante a garantia da presenga ¢ atividade de células
uNK, as quais contribuiram no remodelamento das artérias espiraladas em camundongos
gestantes (LINZKE et al., 2014).

Schumacher e colaboradores (2012) demonstraram que a inibi¢do farmacolégica de HO-1
em camundongos gestantes bloqueou os efeitos protetores desempenhados por linfocitos
Tregs, ampliou as taxas de maturacdo das DCs e promoveu um aumento da atividade de
linfocitos T efetores na interface materno-fetal destes animais. Juntos, estes eventos
culminaram em uma elevagdo das taxas de aborto nestas fémeas, os quais foram revertidos
pelo aumento da atividade das células Tregs através do tratamento destes animais com indutor
de HO-1, sugerindo que atividade da enzima modula o papel deste tipo de linfocito, visando a
garantia da tolerancia do concepto pelo organismo materno (SCHUMACHER et al., 2012).

Uma vez em excesso na interface materno-fetal, a heme provoca elevados danos celulares
e teciduais, como a indugdo de necrose, a incidéncia desregulada de apoptose das células em
diferenciagdo, perdas de fungdes migratdrias e/ou invasivas das populacdes de trofoblasto,
placentacdo inadequada, desenvolvimento da IUGR e, em casos graves, perda fetal
(SCHUMACHER; ZENCLUSSEN, 2015; ZENCLUSSEN et al., 2015; ZHAO et al., 2015).
Logo, as evidéncias aqui reunidas demonstram a importancia da expressdo e da atividade de
HO-1 na regulacdo dos mecanismos que garantem a tolerancia materno-fetal. Todavia, caso
esta condi¢do de equilibrio imunoldgico seja alterada em algum elemento chave, o
estabelecimento de patologias causadas por agentes infecciosos oportunistas, como 7. gondii

(CARLIER et al., 2012), possui grandes chances de ocorrer.
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1.5. Toxoplasma gondii: aspectos gerais, caracteristicas estruturais e ciclo bioldgico

T. gondii ¢ um protozoario parasito intracelular obrigatdrio, de natureza cosmopolita e
capaz de infectar uma gama de hospedeiros, incluindo todos os animais de sangue quente
(endotérmicos), como mamiferos e aves (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012). T. gondii foi descoberto em 1908 por Nicolle e Manceaux na
Tunisia (Africa), ao ser encontrado no roedor Ctenodactylus gundi, ¢ no mesmo ano foi
identificado por Splendore no Brasil, ao ser detectado no coelho Oryctolagus cuniculus
(FERGUSON, 2009; DUBEY et al., 2012). Em virtude de sua ampla distribuicdo, a
enfermidade decorrente da infec¢do por este parasito, designada por toxoplasmose, ¢
considerada uma das zoonoses de maior disseminacdo global, acometendo pelo menos um
terco da populagdo mundial humana (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012; SAADATNIA; GOLKAR, 2012).

T. gondii pertence ao filo Apicomplexa, o qual inclui outros microrganismos de
importancia médica, como Plasmodium spp. e Cryptosporidium spp. (SOUZA et al., 2010;
SULLIVAN; JEFFERS, 2012), apresentando diferentes cepas, a depender de seu espectro de
viruléncia observada em camundongos (HOWE; SIBLEY, 1995). Os isolados do parasito sdo
agrupados em duas amplas divisdes: as cepas com genotipos clonais (I, II e III), encontradas
especificamente na Europa e América do Norte, e as chamadas cepas “exoéticas”, isoladas na
América do Sul, como no Brasil (HOWE; SIBLEY, 1995; PENA et al., 2008; LOPES et al.,
2016). Em especial, o tipo clonal I de 7. gondii, como a cepa RH, apresenta altos indices de
viruléncia e mortalidade em modelo murino, sendo que em humanos, ¢ capaz de conduzir aos
sinais clinicos da toxoplasmose (HOWE; SIBLEY, 1995; GRIGG et al., 2001). Por outro
lado, as cepas do tipo II e III sdo caracterizadas por sua reduzida viruléncia e alta capacidade
formadora de cistos teciduais, sendo as responsaveis pela maioria dos casos de incidéncia
desta doenca (HOWE; SIBLEY, 1995; ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009).

Morfologicamente, o parasito se constitui de uma célula polarizada e alongada, com suas
regides anterior e posterior, afilada e arredondada, respectivamente, sendo sustentado por um
citoesqueleto de microtubulos que garante sua motilidade e estabilidade estruturais (SOUZA
et al., 2010; MORRISSETTE, 2015). De modo geral, o parasito se assemelha as células
eucarioticas tipicas, apresentando, contudo, algumas estruturas também peculiares aos demais
representantes do filo, como o apicoplasto, uma organela membranosa na qual ocorrem
importantes processos bioquimicos vinculados a sobrevivéncia de 7. gondii (MCFADDEN,

2014; MCFADDEN; YEH, 2017). O parasito também possui em sua extremidade anterior, o
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conoide ou complexo apical, uma estrutura composta de elementos de citoesqueleto associada
a organelas secretoras vesiculares (SOUZA et al., 2010). Precisamente, estas vesiculas sao
nomeadas como micronemas € roptrias, as quais conjuntamente aos granulos densos
citoplasmaticos liberam progressivamente seus conteudos proteicos armazenados,
desencadeando as cascatas moleculares que conduzem aos eventos de adesdo e invasdo do
parasito a célula hospedeira (BOOTHROYD et al., 1998; DUBREMETZ, 1998).

As micronemas liberam proteinas (MICs) que permitem uma interagdo inicial entre os
antigenos de superficie (SAGs) de 7. gondii e os receptores de membrana plasmatica da célula
hospedeira, possibilitando uma adesdo superficial pelo parasito (BOOTHROYD et al., 1998;
GUBBELS; DURAISINGH, 2012). Por sua vez, o conteido proteico liberado pelas roptrias
(ROPs) do patégeno, coordena seus mecanismos de invasdo e atua na formacdo do vacutolo
parasitoforo para seu estabelecimento intracelular, ao passo que as proteinas secretadas pelos
granulos densos (GRAs) se aderem aos limites citoplasmaticos deste vactiolo, estabilizando-o,
impedindo a sua fusdo aos lisossomos e conferindo a 7. gondii, a habilidade de se evadir dos
mecanismos protetores da célula hospedeira (MORDUE et al., 1999; SOUZA et al., 2010).
Além disso, os processos de adesdo e invasdo desempenhados pelo parasito sao mediados por
um fendomeno de motilidade celular denominado “gliding”, sendo que estes eventos ocorrem
de forma rapida e ativa, isto €, sem a dependéncia direta da maquinaria da célula hospedeira
(SOLDATI; MEISSNER, 2004; HEINTZELMAN, 2015; TARDIEUX; BAUM, 2016).

Durante o seu ciclo vital, 7. gondii se apresenta em trés formas infectantes tipicas: os
taquizoitas, os bradizoitas e os esporozoitas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). O
taquizoita (do grego fachys = rapido) € caracterizado por sua elevada taxa de replicacdo no
interior de diferentes tipos de células nucleadas, disseminando-se rapidamente pelo
hospedeiro e demarcando a fase aguda da infeccio (HUNTER; SIBLEY, 2012; HALONEN;
WEISS, 2013). O bradizoita (do grego bradys = lento) representa a forma de multiplicagao
lenta do parasito, alojando-se no interior de cistos localizados em diferentes 6rgaos e tecidos,
como cérebro, retina € musculos (SULLIVAN; JEFFERS, 2012; SWIERZY et al., 2014). Ja o
esporozoita (do grego sporos = semente) estd contido no interior de oocistos, estruturas
capazes de contaminar agua e alimentos, quando esporulados, e eliminados juntos as fezes dos
felideos, os hospedeiros definitivos do parasito (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

T. gondii apresenta um ciclo de vida heteroxeno compreendido em duas fases: a etapa
sexuada, que se processa no hospedeiro definitivo felideo, sendo o gato doméstico o alvo mais
frequente, e a etapa assexuada, que se desenvolve nos demais animais hospedeiros

intermediarios, incluindo o homem (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; MONTOYA;



30

LIESENFELD, 2004). Os felideos se infectam ao ingerirem, durante a alimentagdo, as
estruturas cisticas infectantes, as quais sofrem a ag¢do de enzimas proteoliticas do trato
gastrintestinal e liberam os parasitos ali armazenados (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012). Por sua vez, os bradizoitas livres penetram ativamente nas células epiteliais intestinais,
multiplicando-se por endodiogenia (divisao assexuada) e, logo apds, por merogonia, para a
geracdo dos merozoitas, os quais se replicam acentuadamente, invadem novas células e, apos
sofrerem maturacao sexual, formam os gametas masculinos (biflagelados e moveis) e os
gametas femininos (iméveis) (HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005). A fusdo entre os
gametas na mucosa intestinal do felideo conduz a formacao do oocisto diploide que, ao ser
eliminado junto a defecacdo do animal, sofre divisdo celular meidtica (esporogonia) para o
desenvolvimento dos esporozoitas (esporulagdo), os quais s6 adquirem capacidade infectiva
no ambiente externo, sob condi¢des de umidade, temperatura e luminosidade adequadas
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005).

Em continuidade ao ciclo, os hospedeiros intermediarios podem se infectar por 7. gondii
de diferentes maneiras: ao ingerirem agua e/ou alimentos contaminados com oocistos, carne
crua contendo cistos, ou pelo contato direto com as formas taquizoitas (JONES; DUBEY,
2012; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Nestes casos citados, ao serem contraidas
pelo hospedeiro todas estas formas infectantes se convertem ao estdgio de taquizoitas, os
quais invadem variados tipos celulares e se multiplicam rapidamente por endodiogenia no
interior de seu vactolo parasitoforo formado, estabelecendo o chamado ciclo litico de T.
gondii (BLADER; SAEIJ, 2009; BLADER et al., 2015).

A medida que sdo gerados, os taquizoitas livres se disseminam pelo organismo
hospedeiro, através de fluidos corporais como linfa e sangue, e como consequéncia, ha o
estabelecimento das primeiras manifestagdes clinicas da doenga, demarcando a fase aguda da
infeccdo (CENCI-GOGA et al., 2011; SCHLUTER et al., 2014). Em decorréncia da pressio
exercida pela resposta imune do hospedeiro, os taquizoitas reduzem sua intensidade de
replicacdo litica e se diferenciam em bradizoitas, caracterizando a fase cronica da doenga, na
qual os cistos gerados podem persistir durante anos nos tecidos do organismo animal,
evadindo-se dos mecanismos de resisténcia imunoldgica, sem ativar respostas inflamatorias
exacerbadas (KIM; WEISS, 2008; HALONEN; WEISS, 2013). Devido as suas habilidades
desenvolvidas para modular as atividades bioquimicas e fisiologicas do hospedeiro a seu
favor (BLADER; SAEIJ, 2009; LUDER et al., 2009), T. gondii adquiriu grande capacidade de
disseminag¢do e hd vérios anos ¢ considerado como um patdégeno de importante sucesso

evolutivo, em escala global (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).



31

1.6. Mecanismos de resposta imune do hospedeiro a infecciao por 7. gondii

Em virtude da natureza intracelular obrigatoria do parasito e de sua capacidade de
modulacdo das fungdes celulares do hospedeiro, a resisténcia imunologica contra 7. gondii é
coordenada, em amplo espectro, pela resposta imune celular (STURGE; YAROVINSKY,
2014). Neste sentido, células imunes inatas e adaptativas se interagem constantemente, a fim
de ativarem mecanismos microbicidas pro-inflamatdrios direcionados ao controle da
disseminagdo deste patdgeno (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; DENKERS et al., 2004).

A presenca de 7. gondii no organismo ¢ a libera¢ao de proteinas especificas de sua propria
estrutura, os chamados fatores de viruléncia, estimulam o recrutamento das APCs, como os
mondcitos/macrofagos e as DCs, as quais reconhecem os antigenos do parasito via TLRs
especificos e respondem com a producdo das citocinas inflamatorias IL-12 e TNF
(FILISETTI; CANDOLFI, 2004; DUNAY; SIBLEY, 2010; SANECKA; FRICKEL, 2012;
HU; WEIL; KORNER, 2017). Juntos, estes mediadores agem sobre células NK e linfocitos
TCD4" e TCDS", estimulando-os a secretarem IFN-y, tido como o principal mediador de
resisténcia a disseminacdo de 7. gondii (YAP; SHER, 1999).

A presenga de IFN-y durante a fase aguda da infec¢do, atuando via a ativacao de STAT-1,
sustenta este microambiente pro-inflamatorio contra o parasito, modulando a expressao das
cadeias proteicas constituintes de MHC-I e Il nas APCs, induzindo a diferenciacdo das células
TCD4" ao perfil Thl e potencializando a atividade citotoxica exercida por células TCDS"
(MILLER et al., 2009; YAROVINSKY, 2014). A producao continua de IFN-y, mantida por
estas células da imunidade inata e adaptiva, induz a um “feedback” de ativagdo em
macrofagos e em células NK, bem como também em células ndo hematopoiéticas, de
importantes mecanismos vinculados a eliminacdo de 7. gondii (YAP; SHER, 1999;
HUNTER; SIBLEY, 2012).

Algumas destas ag¢des microbicidas compreendem a sintese de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (STURGE; YAROVINSKY, 2014), a producao de 6xido nitrico (NO) pela
sintase induzivel de 6xido nitrico (iINOS) (SCHARTON-KERSTEN et al., 1997; MILLER et
al., 2009) e a degradacdo e conversao metabolica do triptofano, aminodcido importante a
sobrevivéncia do parasito, por agdo da indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) (PFEFFERKORN,
1984; PFEFFERKORN; REBHUN; ECKEL, 1986; GUPTA et al., 1994; SILVA et al., 2002).
Além disso, a disponibilidade intracelular de ferro também ¢é considerada como um fator

limitante a replicagdo do patdgeno, presente em enterocitos, por exemplo, que exercem o
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primeiro contato com 7. gondii, durante a via de infeccdo oral (DIMIER; BOUT, 1997;
BOUT et al., 1999; DIMIER; BOUT, 1998).

Embora o controle da disseminagao do parasito seja mediado essencialmente pelo padrao
de resposta imune pro-inflamatoria, a existéncia de atividades protetoras que amenizem os
efeitos gerados pelos mecanismos microbicidas citados, mostra-se essencial a garantia da
integridade celular e tecidual do hospedeiro (ALIBERTI, 2005). Neste sentido, a articulagao
entre citocinas com papel regulador, como IL-4, IL-10 e TGF-B, e a presenca de mediadores
metabolicamente ativos, como o eicosanoide lipoxina A4 (LXA4), desempenham agdes anti-
inflamatorias capazes de controlar a producao e as fungdes de IL-12 e IFN-y contra 7. gondii,
prevenindo assim, a geracdo de uma resposta inflamatoria exacerbada e danosa ao hospedeiro
(DENKERS; GAZZINELLI, 1998; ALIBERTI et al., 2002; ALIBERT]I, 2005).

Além dos mediadores citados, outras substancias atuantes na resposta imune celular, como
o MIF, exercem papel na resisténcia do hospedeiro a infec¢do pelo parasito, sendo que esta
citocina demonstrou participar da maturagdo de DCs e atuar na producao de IL-1pB, IL-12 e
TNF, em camundongos infectados por 7. gondii (FLORES et al., 2008; TERRAZAS et al.,
2010). IL-6, por sua vez, mostrou-se como um mediador de produgdo elevada por monocitos
humanos, quando estes foram estimulados com soros positivos para a infec¢ao, contendo IgG
anti-7. gondii (PELLOUX et al., 1994). Além disso, IL-8, enquanto quimiocina reguladora do
recrutamento de neutréfilos, mondcitos e linfocitos aos sitios inflamatoérios, teve sua produgao
aumentada, através do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NFxB), em células epiteliais
uterinas humanas (HeLa), sugerindo também sua contribuicdo na patogénese da infeccao
(KIM et al., 2001).

A resposta imunoldgica contra 7. gondii pode ser, portanto, compreendida como um
conjunto de fendmenos e interagdes celulares, através dos quais o hospedeiro visa minimizar
os efeitos deletérios gerados pela infecgdo, mas ao mesmo tempo, garantir a sua integridade
estrutural (ALIBERTI, 2005; HUNTER; SIBLEY, 2012). Apesar de importantes agdes
celulares contribuirem para a eliminagdo do parasito em suas diferentes fases de infec¢do, 7.
gondii desenvolveu sofisticados mecanismos evasivos, sendo capaz de subverter a resposta
imune que lhe ¢ imposta, com vistas a sua disseminacdo (HAKIMI; OLIAS; SIBLEY, 2017).

Estudos prévios demonstraram que, em resposta a infecc¢ao, vias de transdugdo de sinais
intracelulares do hospedeiro sdao passiveis de serem alteradas, como ocorrido com as
dependentes das proteinas supressoras da sinalizagdo de citocinas (SOCS)-1, 2 e 3, as quais
sdo requeridas para a manuten¢do de um perfil anti-inflamatdrio, importante a viabilidade de

T. gondii (MACHADO et al., 2006; ZIMMERMANN et al., 2006; WHITMARSH et al.,
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2011). Além disso, os proprios fatores de viruléncia secretados pelo parasito, durante seus
processos de adesdo e invasdo celulares, mostram-se capazes de modular a resposta imune a
seu favor (HAKIMI; OLIAS; SIBLEY, 2017). ROP16, por exemplo, ¢ capaz de induzir a
fosforilagdo de STAT-3 e STAT-6 para a regulacdo positiva de genes, no hospedeiro,
marcadores de um perfil imune Th2 que favorece o progresso da infec¢do, em detrimento a
expressao dos fatores Thl de carater protetor (SAEL et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2009;
ONG; REESE; BOOTHROYD, 2010).

Em adigdo, 7. gondii também ¢ capaz modular a ativacdo de vias de sinalizagdo
intracelulares multifuncionais, como as dependentes do fator NFkB e da fosforilacdo das
MAPK, as quais regulam a expressdo de fatores pré-inflamatorios, essenciais ao controle do
parasito pelo hospedeiro (DENKERS et al., 2004).

Especialmente, a via das MAPK possui intrinseca relagdo com os processos de invasao e
proliferacdo intracelular de 7. gondii, uma vez que, durante os estagios iniciais da infecgdo, o
recrutamento e ativagdo das quinases p38-MAPK, JNK e ERK1/2 foram verificados em
diferentes modelos celulares, como macréfagos murinos derivados de medula Ossea
(BMDMs) (KIM et al., 2005), neutrofilos murinos (SUKHUMAVASI; EGAN; DENKERS,
2007), mondcitos humanos (células THP-1) (VALERE et al., 2003), linfocitos T humanos
(células Jurkat) (ISMAIL et al, 2017), células HeLa (KIM et al.,, 2006) e células
trofoblasticas humanas vilosas (linhagem BeWo) (BARBOSA et al., 2014). De forma
interessante, apOs serem ativadas, estas trés MAPKs apresentaram uma progressiva
desfosforilagdo com o decorrer do tempo de infeccdo, a qual esteve associada a uma redugao
na secrecao de IL-12 e TNF por macréfagos murinos, sugerindo mecanismos evasdao da
resposta imune, utilizados por 7. gondii (KIM; BUTCHER; DENKERS, 2004).

A resposta imunoldgica contra 7. gondii é considerada complexa, a partir do momento em
que requer a atuacdo de sofisticados eventos celulares que proporcionam a garantia do
equilibrio entre os mecanismos efetores pro (Thl) e anti-inflamatoérios (Th2), capazes de
determinar o progresso ou o controle da infec¢do, € a0 mesmo tempo, proteger a integridade
fisiolégica do hospedeiro (GAZZINELLI et al., 2014; BRASIL et al.,, 2017; SASAI;
PRADIPTA; YAMAMOTO, 2018). Embora estas acdes de resisténcia imune a 7. gondii
demonstrem eficdcia em individuos imunocompetentes, mesmo com as rotas de evasao
celular utilizadas pelo parasito, as acdes de combate a infeccdo se mostram debilitadas em
individuos imunossuprimidos e em gestantes, enquadrando-os como grupos de risco para a
incidéncia da toxoplasmose (MONTOYA; LISENFELD, 2004; KRAVETZ; FEDERMAN,
2005; BLADER; SAEIJ, 2009; DARD et al., 2016; POMARES; MONTOYA, 2016).
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1.7. Toxoplasmose congénita e 7. gondii na interface materno-fetal

O estabelecimento da infec¢do por 7. gondii, em associagdo aos efeitos fisiopatologicos
gerados pela resisténcia imunoldgica do hospedeiro, desencadeiam a toxoplasmose, uma
doenca que, em humanos, ¢ mais grave em imunocomprometidos ¢ mulheres em periodo
gestacional (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; DARD et al., 2016). Embora sejam
assintomaticos, os individuos imunocompetentes podem apresentar sintomas nao especificos
associados a infec¢cdo primaria, como febre, linfadenopatias, dores de cabecga (cefaleias) e
musculares (SAADATNIA; GOLKAR, 2012; CHAUDHRY; GAD; KOREN, 2014).

Em decorréncia do sucesso evolutivo alcangado pelo parasito, a toxoplasmose possui
ampla incidéncia global e apresenta distintos perfis epidemiologicos conforme as regides e
paises considerados (SUKTHANA, 2006; PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS, 2009). No
Brasil, como exemplo, a soroprevaléncia da doenca se apresenta com indices elevados, os
quais variam em funcdo das condi¢des de saude, sanitarias, culturais e socioecondmicas da
populacdo (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; DUBEY et al., 2012; SEPULVEDA-ARIAS et
al., 2014). Sendo assim, os humanos podem adquirir e desenvolver a toxoplasmose ao
consumirem agua e alimentos contaminados com oocistos ou cistos, ou ao serem expostos
diretamente aos taquizoitas de 7. gondii, através de acidentes laboratoriais, pelo transplante de
orgaos ou sangue contaminados ou pela transmissao vertical durante a gestacdo (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; ELMORE et al., 2010). Taquizoitas, quando presente no organismo
materno, podem migrar a interface materno-fetal e, neste local, sdo capazes de atravessar a
barreira placentéria e infectar os tecidos embrionarios/fetais, caracterizando o estabelecimento
da forma congénita da doenga (POMARES; MONTOYA, 2016).

A toxoplasmose congénita, portanto, compreende a fisiopatologia gerada pela transmissao
transplacentaria de 7. gondii, decorrente de uma aquisicdo materna primdaria da doenca,
previamente ou durante a gestagdo, ou gerada por reativagdes da fase cronica da infecgdo
durante o progresso gestacional (ROBERT-GANGNEUX et al., 2011; MCAULEY, 2014;
0Z, 2014; POMARES; MONTOYA, 2016). Como consequéncias, a enfermidade pode levar
ao desenvolvimento de sequelas no concepto, como hidrocefalia, microencefalia e distarbios
neurolégicos, além da ocorréncia de calcificagdes intracranianas, de anemia associada a
trombocitopenia, de lesdes visuais, como retinocoroidite e estrabismo, e, em casos graves,
pode conduzir ao o6bito fetal (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005; CHAUDHRY; GAD;

KOREN, 2014). Embora estas resultantes patoldgicas sejam passiveis de ocorrer, seus niveis



35

de acometimento ao embrido/feto variam em funcio dos trimestres gestacionais e conforme as
taxas de transmissdo vertical do parasito (MCAULEY, 2014).

Assim, no inicio da gestagdo as chances de infeccdo congénita sdo reduzidas, tendendo a
aumentar com o progresso dos trimestres gestacionais, ao passo que o surgimento das
sequelas patoldgicas possui carater inverso, sendo que infec¢des de primeiro trimestre podem
levar a abortos espontaneos, e as de terceiro terco gestacional apresentam resultantes clinicas
brandas ou inexistentes ao feto (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; KRAVETZ;
FEDERMAN, 2005; CHAUDHRY; GAD; KOREN, 2014).

Embora importantes dados acerca do desenvolvimento da toxoplasmose congénita,
retinam esforgos para elucidar as razdes da susceptibilidade diferencial ao parasito, acredita-se
que as variagdes temporais de transmissdo materno-fetal de 7. gondii estejam associadas aos
tipicos eventos polarizadores da reposta imune (Th1/Th2) materna (ROBERTS; WALKER;
ALEXANDER, 2001) e as mudancas dos aspectos morfoldgicos inerentes a estrutura
placentaria (FERRO et al., 1999; ABBASI et al., 2003). Neste sentido, andlises in vitro,
baseadas no cultivo de tecidos e células trofoblésticas, e investigagdes com modelos animais,
nos quais ha importantes variacdes no perfil de susceptibilidade ao parasito, sio amplamente
desenvolvidas com o intuito de se melhor compreender os aspectos imunolédgicos e os efeitos
congénitos caracteristicos da doenga (ABOU-BACAR et al., 2004; BARBOSA et al., 2008;
FERRO et al., 2008; GOMES et al., 2011; COUTINHO et al., 2012; FRANCO et al., 2015).

A placenta, enquanto unidade constituinte da interface materno-fetal, empenha-se em
prevenir a transmissdo vertical de 7. gondii e, a0 mesmo tempo, garantir a integridade
estrutural do concepto em desenvolvimento (ROBERT-GANGNEUX et al., 2011; ROBBINS
et al.,, 2012). Neste cenario, ao produzirem niveis regulados de mediadores prd e anti-
inflamatorios, as populagdes de trofoblasto sdo capazes de modular as fun¢des de células
imnunes, como mondcitos (CASTRO et al., 2013), macréfagos (GUIRELLI et al., 2015) e
células NK (LIU et al., 2013; HAN et al., 2014), na tentativa de controlarem os indices de
disseminagdo de 7. gondii e, ao mesmo tempo, minimizarem os efeitos decorrentes da
infec¢do, que impoem riscos ao sucesso gestacional (CARLIER et al., 2012).

Embora existam medidas farmacologicas classicas e alternativas para a redugdo da
infeccao de células trofoblésticas por 7. gondii (FRANCO et al., 2011; SILVA et al., 2017),
com vistas a melhores profilaxias e/ou resolucdes da toxoplasmose congénita, o
desenvolvimento de estudos para a geracdo de novas possibilidades de intervengdes
terapéuticas, faz-se necessario (OZ, 2014; POMARES; MONTOYA, 2016; VARGAS-
VILLAVICENCIO; BESNE-MERIDA; CORREA, 2016).
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1.8. Linhagens celulares como modelos de trofoblasto humano

A fim de se melhor compreender a biologia do trofoblasto, estudos in vitro sao realizados
com uso de células trofoblasticas estabelecidas em cultura, como as células trofoblasticas
vilosas humanas da linhagem BeWo (PATTILLO; GEY, 1968), ¢ as extravilosas humanas,
pertencentes a linhagem HTR-8/SVneo (GRAHAM et al., 1993).

As células da linhagem BeWo, isoladas de um coriocarcinoma humano por Pattillo e Gey
(1968) ha exatos 50 anos, apresentam caracteristicas morfoldgicas e funcionais bastante
similares as de células do citotrofoblasto viloso humano normal (PATTILLO; GEY, 1968;
PATTILLO et al., 1979). Quando em cultura, células BeWo produzem importantes citocinas
mediadoras da resposta imune, como IL-4 (MORAES-PINTO et al., 1997), IL-6, IL-8
(FUJISAWA et al., 2000) e MIF (CASTRO et al., 2013), além de hormonios placentarios
como o estrogeno (PATTILLO et al., 1972), a progesterona (BAHN et al., 1981) e a
gonadotrofina coridnica humana (hCG) (PATTILLO et al., 1979; BUTZOW, 1982).

J4 a linhagem de células HTR-8/SVneo foi estabelecida ha pouco mais de 20 anos por
Graham e colaboradores (1993), pela transfeccdo de células parentais provenientes do
citotrofoblasto extraviloso humano, através da insercdo em seu genoma de um plasmideo
contendo o gene do antigeno T (Tag) do virus simio 40 (SV40). Desta maneira, apds sofrerem
esta manipulacdo genética, as células transfectadas adquiriram a capacidade de se
proliferarem indefinidamente, dando origem a esta linhagem que mantém importantes
caracteristicas fenotipicas e funcionais do trofoblasto extraviloso humano tipico (GRAHAM
et al., 1993). Além disso, células HTR-8/SVneo também secretam hCG, possuem grande
capacidade de crescimento, proliferacdo e invasdo (GRAHAM et al., 1993), além de serem
responsivas a citocinas que influenciam tais processos, tais como IL-6 (JOVANOVIC;
VICOVAC, 2009), IL-8 (JOVANOVIC et al., 2010) e MIF (KRIVOKUCA et al., 2015).

Estudos com células BeWo e HTR-8/SVneo tém sido amplamente realizados para o
melhor entendimento das fungdes de HO-1 na citofisiologia da placenta e dos trofoblastos
humanos. Em uma investigacao anterior, foi demonstrado em células BeWo e HTR-8/SVneo,
que HO-1 se comporta como um fator de regulagdo negativa da motilidade migratéria do
citotrofoblasto humano, por meio da participag@o do receptor nuclear ativado por proliferador
de peroxissomo (PPAR)-y (BILBAN et al., 2009). Além disso, na presenga de VEGF, células
BeWo elevaram a expressdao de HO-1 e a liberagdo de CO, por meio da ativacao do fator de
transcricdo Nrf-2 dependente fosforilagdo da MAPK do tipo ERK1/2 (KWEIDER et al.,

2011). Também foi verificado que a inducao farmacologica de Nrf-2 gerou um aumento nos
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niveis de mRNA para HO-1 em células HTR-8/SVneo (LI et al., 2016), e que a inibi¢ao da
enzima pela protoporfirina IX de zinco II (ZnPP), através de mecanismos competitivos com a
heme, reduziu de forma significativa os processos de proliferagdo e invasdo, também em
células HTR-8/SVneo (HA et al., 2015).

Frente a infec¢do por 7. gondii, células BeWo ¢ HTR-8/SVneo se comportam como
modelos relevantes ao estudo dos mecanismos envolvidos na susceptibilidade diferencial do
trofoblasto humano ao parasito. Estudos demonstraram que estas linhagens sdo permissivas a
disseminagao deste patogeno (PFAFF et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; GUIRELLI et al.,
2015) e sdo capazes de modular a atividade funcional de células imunes inerentes ao
microambiente placentario, em modelo de infec¢do experimental por 7. gondii (CASTRO et
al., 2013; GUIRELLI et al., 2015). Uma vez que células trofoblasticas se diferenciam em
distintas populagdes para realizagdo de importantes atividades estruturais e funcionais no
microambiente placentario, elucidar dos papéis de HO-1 nestas linhagens celulares demonstra
ser essencial ao estabelecimento da funcionalidade deste sistema enzimatico no contexto do

fisiologico do trofoblasto humano, especialmente, em infe¢do por 7. gondii.

1.9. Participacdo de HO-1 na imunopatologia de doencas infecciosas

Os dados apresentados nas sessdes anteriores definiram importantes aspectos bioldgicos,
nos quais a expressao e a atividade citoprotetora de HO-1 estiveram associadas a fisiologia
celular adequada e a homeostase imunologica do microbambiente placentario. Neste sentido,
os mecanismos vinculados as acdes imunes desencadeadas por HO-1 devem ser considerados,
para a melhor compreensdo das funcdes desta enzima em respostas associadas as doengas
infecciosas (XIA et al., 2008; RIQUELME et al., 2016).

Com base em estudos anteriores, a expressdo e a atividade funcional de HO-1
demonstraram influenciar na ocorréncia das fases inata e adaptiva da resposta imunolégica, ao
regularem a expressdo de TLRs especificos e interferirem nas vias endossomicas/lisossomicas
de sintese e processamento das cadeias de MHC-II e I, controlando assim, a apresentagcdo
antigénica excessiva desempenhada pelas APCs, as células TCD4" e TCDS8", respectivamente
(HULL; AGARWAL; GEORGE, 2014; RIQUELME et al., 2016). Além disso, os produtos
finais resultantes do catabolismo da heme pela atividade de HO-1, o CO e a bilirrubina,
demonstraram importantes habilidades em reduzir a maturagdo excessiva das DCs e favorecer
a diferenciagdo dos linfocitos Treg (CD4'CD25") (CHAUVEAU et al., 2005; CHOI et al.,

2005; XIA et al., 2008). Por meio destas a¢des, HO-1 ¢ capaz de regular os eventos que levam
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a ativacdo dos perfis efetores de células T (Thl, Th2 e Th17), apresentando-se como um
componente celular que leva a um estado de imunotolerdncia protetor ao organismo
(MCDALID et al., 2005; XIA et al., 2008; NIKOLIC et al., 2014).

Em razao de sua capacidade em proporcionar um microambiente de supressdo imune, a
depender do contexto em que esta inserida, a atividade de HO-1 apresenta papeis essenciais
na modulagdo do perfil de citocinas secretadas por células linfoides e mieloides, ¢ na
regulagao da polarizagdo pro (M1) ou anti-inflamatoria (M2) de macrofagos (NAITO;
TAKAGI; HIGASHIMURA, 2014). Neste cenario, HO-1 ¢ conhecida por induzir a sintese e
secrecdo de citocinas anti-inflamatorias, controlar e reduzir a produ¢do daquelas de perfil pro-
inflamatorio e, por conseguinte, mostra-se hdbil em ativar os mecanismos que induzem ao
perfil M2 de macrdofagos, em detrimento ao fen6tipo M1, nos mais variados contextos de
resposta inflamatéria (WEIS et al.,, 2009; SIERRA-FILARDI et al.,, 2010; HULL;
AGARWAL; GEORGE, 2014; NAITO; TAKAGI; HIGASHIMURA, 2014).

Somadas aos aspectos apresentados, a expressdo e a atividade funcional de HO-1
demonstraram envolvimento com a resisténcia imunologica de diferentes modelos
experimentais, a infec¢des causadas por microrganismos de carater patogénico, tais como:
Mycobacterium tuberculosis (COSTA et al., 2016; ROCKWOOD et al., 2017), Listeria
monocytogenes (WANG et al., 2017), Trypanosoma cruzi (PAIVA et al., 2012), Leishmania
spp. (PHAM; MOURIZ; KIMA, 2005; LUZ et al., 2012; QUINTELA-CARVALHO et al.,
2017) e Plasmodium spp. (PAMPLONA et al., 2007; EPIPHANIO et al., 2008; SEIXAS et
al., 2009; CUNNINGTON et al., 2012; JENEY et al., 2014). Além de participar dos
mecanismos de resposta aos patdgenos supracitados, influenciando de forma positiva ou
negativa no controle do crescimento e replicagio dos mesmos, HO-1 esteve também
envolvida com a resposta imune frente a infec¢do por 7. gondii (ARAUJO et al., 2013).

Araujo e colaboradores (2013) demonstraram que a inducdo da atividade de HO-1, pelo
tratamento com hemina, exerceu um controle da infeccdo por 7. gondii no pulmio de
camundongos C57BL/6 ¢ BALB/c e, em especial, no intestino delgado de animais C57BL/6,
sendo este o0 modelo murino portador do “background” de susceptibilidade a infec¢do pelo
parasito (ARAUJO et al., 2013). De forma complementar, este mesmo tratamento com
hemina capaz de controlar o parasitismo, foi também eficaz em aumentar a expressao proteica
intestinal de IDO em animais C57BL/6 infectados, sugerindo que, em infec¢cdo experimental
por T. gondii, a indugdo da atividade de HO-1 ¢ capaz de controlar a replicagdo do parasito

através de mecanismos dependentes da participacao de IDO (ARAUJO et al., 2013).
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Levando-se em consideracdo o papel protetor de HO-1 no contexto materno-fetal, outros
importantes estudos demonstraram relagdes da expressdo e atividade desta enzima com
infeccdes gestacionais, causadas por outros patdégenos que podem ser transmitidos
verticalmente ao concepto. Nesse sentido, o aborto induzido pela infeccao de camundongos
gestantes por Brucella abortus, esteve vinculado a uma reducdo da expressao de HO-1 na
placenta destes animais, sendo que a supressdo por “knockdown” de HO-1 em células
trofoblasticas gigantes (TG), advindas da interface materno-fetal destas fémeas, relacionou-se
a aumentos nos indices de morte celular induzida por B. abortus (TACHIBANA et al., 2008).
Posteriormente, Tachibana e colaboradores (2011) também demonstraram que a infec¢do de
células TG por L. monocytogenes reduziu a expressao de HO-1 e da proteina anti-apoptdtica
Bcl-XL, culminando em maiores indices de morte celular destas células e de aborto induzido
em fémeas de camundongos gestantes (TACHIBANA et al., 2011).

Posteriormente, Hashino e colaboradores (2015) demonstraram que a mesma infecgdo por
L. monocytogenes capaz de reduzir a expressio de HO-1 em células TG, induziu a
desfosforilagao de p38-MAPK, JNK e ERK1/2, sendo que a inibigdo desta desfosforilagao das
MAPK levou uma recuperacao da expressdo de HO-1 e bloqueou a morte celular induzida
pela infeccdo. Todavia, neste estudo, a eficiéncia infecciosa de L. monocytogenes s6 se fez
possivel quando esta bactéria, por mecanismos proprios, foi a responsavel pelos efeitos de
desfosforilagdo das quinases, fato este comprovado pelo uso de inibidores das MAPK e de
fosfatases da célula hospedeira (HASHINO et al., 2015). Além disso, os autores verificaram
ainda que, apesar de as trés quinases serem alvos de desativa¢do por L. monocytogenes,
apenas JNK e ERKI1/2, quando bloqueadas, estiveram relacionadas a uma reducdo na
expressao de HO-1, demonstrando a importancia destes dois componentes de sinalizagdao
intracelular, tanto na expressdo da enzima pelo trofoblasto murino, quanto em infecc¢des
congénitas, como neste modelo in vitro (HASHINO et al., 2015).

Essencialmente, os estudos supracitados analisaram a participagdo funcional de HO-1 nos
mecanismos de resposta imune a importantes patdgenos, em diferentes contextos bioldgicos.
Entretanto, poucos foram os trabalhos que buscaram investigar os mecanismos intracelulares,
através dos quais, HO-1 ¢ potencialmente capaz de interferir na disseminacdo de 7. gondii,
especialmente na interface materno-fetal. Logo, no microambiente representado pelo
trofoblasto, evidéncias anteriores comprovam que o parasito possui grandes habilidades de se
evadir dos mecanismos intracelulares de controle da infec¢do, reforcando a necessidade de
novas investigacdes que visem elucidar uma possivel participagdo de HO-1 no controle da

infec¢do congénita por 7. gondii.
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2. JUSTIFICATIVA

A expressdo e a atividade funcional de HO-1 sdo elementos fundamentais a homeostase
celular, ao promoverem a geracdo de um microambiente citoprotetor, nas mais variadas
circunstancias fisiopatologicas as quais os organismos vivos estdo expostos. No contexto da
interacdo materno-fetal, o trofoblasto representa uma populagdo celular de origem
embrionaria/fetal capaz de se diferenciar em importantes subpopulagdes, das quais as células
trofoblasticas vilosas e extravilosas, na espécie humana, desempenham papeis cruciais para
garantir o sucesso gestacional, regulando os eventos que regem a placentagdo correta e
favorecendo o estabelecimento de uma tolerancia imunoldgica materna, essencial a aceitagao
do concepto em desenvolvimento. Ao também possuir sua expressao e atividade presentes
nestas populagdes celulares, HO-1 atua beneficamente no trofoblasto e contribui para a
geracdo de um perfil imunolégico anti-inflamatorio (Th2) que favorece a homeostase do
microambiente gestacional. Por outro lado, estas mesmas células que se mostram essenciais
ao estabelecimento do didlogo materno-fetal, comportam-se como alvos de infec¢do por 7.
gondii, o qual se utiliza destas para se disseminar pelo microambiente placentario, sendo
capaz de driblar seu equilibrio imune e atingir, por fim, o concepto em desenvolvimento,
resultando no desenvolvimento da toxoplasmose congénita.

O controle da toxoplasmose pelo hospedeiro estd associado a um padrdo de resposta
imune tipicamente pro-inflamatorio (Thl), o qual ¢ incompativel e prejudicial a gestagdao
quando em excesso. Além disso, estudos anteriores verificaram que a atividade de HO-1
esteve associada com a prote¢do do trofoblasto frente a infec¢des bacterianas (TACHIBANA
et al., 2008; 2011; HASHINO et al., 2015) e com o controle da infeccdo aguda sistémica por
T. gondii (ARAUJO et al., 2013), ambos em modelo de infeccdo murina experimental.

Uma vez que HO-1 demonstra importancia a fisiologia do trofoblasto humano, assim
como também estd associada as infec¢des causadas por patdgenos oportunistas, como 7.
gondii, ¢ plausivel supor que a expressdo e a atividade desta enzima possam atuar em uma
possivel modulagdo da infeccdo de células trofoblasticas vilosas e extravilosas humanas por
este parasito, através de provaveis mecanismos intracelulares associados a HO-1 e a infecgao,
como a via de sinalizagdo das MAPK. Logo, o presente trabalho justifica a sua realizagdo por
contribuir como novos dados para a elucidacdo do possivel papel de HO-1 na transmissao
vertical de 7. gondii, com vistas ao estabelecimento de novas medidas alternativas para a

prevencao e/ou tratamento da patologia congénita gerada por este parasito.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo geral investigar a participagdo da heme oxigenase- 1
(HO-1), bem como de possiveis mecanismos intracelulares associados, na infec¢ao de células
trofoblasticas vilosas (linhagem BeWo) e extravilosas (linhagem HTR-8/SVneo) humanas por

Toxoplasma gondii.

3.2 Objetivos Especificos

- Analisar o efeito dos tratamentos com hemina, farmaco indutor de HO-1, na viabilidade de

células BeWo e HTR-8/SVneo;

- Avaliar a influéncia do tratamento com hemina sobre o indice de proliferagdo intracelular de

T. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo;

- Detectar e quantificar a expressdo de HO-1 em células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas, ou

nado, por 7. gondii e tratadas, ou ndo, com hemina;

- Detectar e quantificar a expressdo das formas fosforiladas/ativas das proteinas pertencentes a
via de sinaliza¢ao das MAPK (p-p38, p-JNK e p-ERK1/2) em células BeWo e HTR-8/SVneo

infectadas, ou ndo, por 7. gondii e tratadas, ou ndo, com hemina;

- Mensurar a atividade funcional de HO-1 através da quantificagdo do conteudo intracelular
total de heme, bem como de bilirrubina secretada, por células BeWo e HTR-8/SVneo

infectadas, ou ndo, por 7. gondii e tratadas, ou ndo, com hemina;

- Quantificar os niveis de secre¢do das citocinas MIF, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF por células

BeWo e HTR-8/SVneo infectadas, ou nao, por 7. gondii e tratadas, ou ndo, com hemina;

- Quantificar a producao de 6xido nitrico (NO), por dosagem de nitrito, em células BeWo e

HTR-8/SVneo infectadas, ou ndo, por 7. gondii e tratadas, ou ndo, com hemina;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cultura e manutencao de células BeWo, HTR-8/SVneo e HeLa

As células trofoblasticas da linhagem BeWo, adquiridas do American Type Culture
Collection (ATCC) (Manassas, VA, USA), e as células trofoblasticas da linhagem HTR-
8/SVneo, adquiridas da Dra. Estela Maris Andrade Forell Bevilacqua da Universidade de Sao
Paulo (USP), foram cedidas pela Dra. Eloisa Amalia Vieira Ferro da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). Neste estudo, células BeWo e HTR-8/SVneo foram utilizadas como
modelos de citotrofoblasto viloso e extraviloso humanos, respectivamente. Além disso, as
células da linhagem HeLa (epiteliais de adenocarcinoma de cérvix uterino humano) (ATCC)
foram também utilizadas neste trabalho, para a manuten¢do do clone 2F1 (cepa RH) de T.
gondii. Todas as linhagens celulares foram mantidas em cultura no Laboratorio de
Imunopatologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM/UFU) sendo que, de acordo com
o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos desta instituigdo (CEP/UFU) através do
comunicado N°13/2012, projetos de pesquisa cientifica que envolvam a utilizacdo de
linhagens celulares adquiridas comercialmente ndo necessitam de aprovagdo ética por este
comité de regulamentacdao (ANEXO).

As células foram cultivadas, separadamente, em frascos de cultivo de 25 ou de 75cm®
(NuncTM Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Dinamarca ou Falcon™ BD Biosciences, San
Diego, CA, EUA) contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Cultilab,
Campinas, SP, Brasil), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab),
além de tampao HEPES a 0,01M, bicarbonato de s6dio (NaHCOs3) a 0,024M, L-glutamina a
0,002M e antibioticos (penicilina a 100U/mL e estreptomicina a 100pg/mL) (todos os
reagentes adquiridos da Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA), em estufa com
atmosfera umidificada a 37°C e 5% de CO; (condicdes de cultura) (BARBOSA et al., 2015;
GUIRELLI et al., 2015). As linhagens celulares foram mantidas em cultura por passagens
seriadas, nas quais o repique celular foi realizado a cada 48 horas aproximadamente. Para tal,
o meio de cultura metabolizado por células ja confluentes foi retirado dos frascos de cultivo e
as cé¢lulas foram incubadas com 400 a 1000uL de solucdo de tripsina acrescida de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 0,25% (Sigma-Aldrich), por 5 minutos em estufa de
cultivo. Em seguida, as cé€lulas foram lavadas com meio a 10% de SFB, para a inativacao da
tripsina, a suspensao celular foi transferida para tubos de 15mL e centrifugada a 176,4 x g

durante 5 minutos, a temperatura ambiente. Feito isso, o sobrenadante foi descartado, o
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sedimento celular obtido foi ressuspenso em meio a 10% de SFB e distribuido nos frascos de
cultura para a realizagdo dos experimentos. Por fim, uma parcela dos cultivos celulares foi
congelada em meio apropriado, constituido SFB a 90% acrescido do crioprotetor
dimetilsulfoxido (DMSO) a 10% (v/v), com a finalidade de se garantir a manuten¢do dos

estoques das linhagens celulares em nitrogénio liquido (N3).

4.2. Manutenc¢ao in vitro do clone 2F1 (cepa RH) de 7. gondii e infec¢ao experimental

Os taquizoitas clone 2F1 de T. gondii, provenientes da cepa RH do parasito e que
expressam o gene da enzima f-galactosidase (SEEBER; BOOTHROYD, 1996), foram
cedidos pelo Dr. Vernon B. Carruthers da Universidade de Michigan (EUA), para a realizagdo
dos experimentos in vitro. A cepa foi mantida por passagens seriadas em monocamadas de
células HeLa cultivadas em meio RPMI suplementado com 2% de SFB (GUIRELLI et al.,
2015). A medida que a maioria das células se encontrava lisada por acdo dos parasitos, os
sobrenadantes dos frascos de cultivo contendo os taquizoitas livres foram coletados,
transferidos para tubos de 15mL e centrifugados a 176,4 x g durante 5 minutos. Em seguida,
os sedimentos de parasitos foram homogeneizados em meio a 2% de SFB e distribuidos em
novos frascos de cultivo contendo monocamadas de células HelLa nao infectadas, para a
garantia do ciclo litico de 7. gondii. Em paralelo, assim como realizado para a manutencao
dos estoques das linhagens celulares, uma parcela dos cultivos de células HelLa infectadas
com estes taquizoitas também foi congelada em nitrogénio liquido (N;), em aliquotas
contendo a solugdo de SFB a 90% acrescido de DMSO a 10% (v/v).

Para a realizacdo das infecgdes experimentais, células HelLa confluentes contendo
taquizoitas intracelulares foram removidas dos frascos de cultura com o auxilio de cel/
scraper (TPP®, Suica), coletadas e submetidas a lise celular, por meio de passagens
mecanicas em seringas acopladas com agulhas de 21 e 26 gauges, respectivamente. O lisado
resultante foi entdo centrifugado a 19,6 x g por 3 minutos, para a remogao de debris celulares.
Posteriormente, o sobrenadante obtido contendo os taquizoitas livres foi coletado, novamente
centrifugado, a 176,4 x g por 5 minutos, e o sedimento de parasitos resultante foi ressuspenso
em meio a 2% de SFB e, finalmente, utilizado nas infeccdes experimentais que se seguiram.
Este procedimento realizado teve por intuito obter taquizoitas extraidos simultaneamente de
suas c¢lulas hospedeiras, uma vez que apresentariam similares taxas de viabilidade, tornando-
os aptos a serem utilizados nos experimentos, se comparados a aqueles parasitos liberados

espontaneamente de suas células.
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4.3. Tratamentos com Hemina

Para a execugdo dos experimentos in vitro, células BeWo e HTR-8/SVneo foram expostas
a estimulos de inducdo da expressdo e atividade de HO-1, por meio de tratamentos com a
ferro protoporfirina IX sintética, hemina (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA). De
maneira simplificada, hemina foi inicialmente preparada em uma solugao prévia concentrada
a 0,01M, através de sua reconstituicdo em solugdo veiculo de hidroxido de sédio (NaOH) a
0,1M, diluido a 10% em meio RPMI incompleto (90%) (v/v), isto €, isento de SFB e L-
glutamina (VASCONCELLOS et al., 2016). Finalmente, a partir desta solucdo prévia, as
solucdes de uso experimental, em suas concentragdes especificas, foram preparadas em meio
a 10% de SFB para células BeWo e HTR-8/SVneo. Em todos os experimentos que se seguem,
os tratamentos com hemina foram realizados, sendo que em paralelo, as linhagens celulares
também foram incubadas apenas com solu¢gdo de NaOH, o qual foi preparado na mesma
porcentagem de diluigdo do NaOH presente na mais alta dose de hemina utilizada em um
determinado ensaio realizado. Portanto, NaOH foi a solugdo controle (veiculo) empregada
para a solubiliza¢do eficaz desta porfirina. Além disso, as solugdes prévia e de uso
experimental foram manipuladas preferencialmente ao abrigo da luz, com o intuito de se
evitar a geracdo de radicais livres que poderiam ocasionar em uma consequente perda da

eficiéncia de hemina durante os experimentos (VASCONCELLOS et al., 2016).

4.4. Analise da viabilidade celular por ensaio de MTT

A viabilidade de ambas as linhagens celulares expostas aos tratamentos com hemina, em
diferentes concentragdes, foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT conforme
estabelecido por Mosmann (1983). Para isso, células BeWo (3x10* células/200uL/pogo) e
HTR-8/SVneo (1x10* células/200pL/poco) confluentes foram retiradas dos frascos de cultura,
como descrito (item 4.1), quantificadas em camara de Neubauer, através do método de
selecdo de células vidveis pelo corante azul de tripan a 0,4%, ajustadas as concentragdes
estipuladas e cultivadas, separadamente, em placas de 96 pocos (Nest Biotech Co., Ltd, Wuxi,
China) em meio a 10% de SFB, por 24 horas, e em estufa umidificada a 37°C com 5% de
CO,. Apos este periodo, as células foram entdo tratadas com as doses propostas de hemina,
baseadas em trabalhos anteriores, a 10, 40, 80, 100 ou 200uM (LIU et al., 2013; LIU;
HASSANA; STILES, 2016; JAMAL UDDIN et al., 2016; VASCONCELLOS et al., 2016),
ou com NaOH a 0,2% em meio a 10% de SFB, como condi¢ao veiculo, sendo mantidas em

condi¢des de cultura por 24 horas adicionais. Células BeWo e HTR-8/SVneo ndo tratadas
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com hemina ou com veiculo e incubadas apenas com meio a 10% de SFB, serviram como
condicdo controle para esta andlise de viabilidade celular. Ao final deste periodo, os
sobrenadantes dos pogos foram removidos e as células foram incubadas com 10uL do
reagente Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma-Aldrich) a Smg/mL, acrescidos
de 90uL de meio a 10% de SFB (1:10), permanecendo em estufa por 4 horas adicionais.

Por fim, as placas foram centrifugadas a 176,4 x g por 5 minutos a temperatura ambiente,
os sobrenadantes cuidadosamente removidos e descartados, € os cristais de formazan de
coloragdo violeta produzidos por células BeWo e HTR-8/SVneo vidveis, as quais
metabolizaram o reagente de MTT, foram solubilizados pela adigdo de 100uL/pogo de
duodecil sulfato de sédio (SDS) a 10% em N,N-dimetil formamida (DMF) a 50% (p/v). Ap6s
homogeneiza¢do completa dos cristais, a densidade 6ptica (DO) das amostras foi determinada
em espectrofotdmetro de microplacas a 570nm por meio do programa SoftMax® Pro Versao
6.3 (ambos VersaMax ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA),
e os resultados foram expressos como a porcentagem de células vidveis em relagdo a condi¢ao
meio (controle de 100%), em ambas as linhagens celulares. Para a obtencdo dos dados
referentes a este ensaio, trés experimentos independentes foram realizados em replicatas de 6

(“n” amostral igual a 6).

4.5. Quantificacao da proliferacao de 7. gondii por ensaio de f-galactosidase

Para se analisar o efeito da inducao de HO-1, via tratamentos com hemina, sobre o indice
de proliferagdo intracelular de 7. gondii, células BeWo (3x10* células/200uL/pogo) ¢ HTR-
8/SVneo (1x10* células/200uL/pogo), retiradas dos frascos de cultura, quantificadas e
ajustadas as suas concentragdes como descrito (itens 4.4) foram cultivadas, separadamente,
em placas de 96 pogos em meio a 10% de SFB, sendo mantidas em cultura por 24 horas.
Posteriormente, ambas as linhagens foram infectadas com taquizoitas clone 2F1 de 7. gondii,
na propor¢do de 1 parasito por célula (1:1) em meio a 2% de SFB, sendo incubadas em
condi¢des de cultura por 3 horas adicionais. Logo apds, o sobrenadante das placas foi
descartado, os pocos foram lavados com meio incompleto para a retirada de parasitos livres, e
as células foram entdo tratadas, em meio a 10% de SFB por 24 horas e em condigdes de
cultura, com hemina nas mesmas doses anteriormente definidas para o ensaio de viabilidade
celular (item 4.4), isto €, nas concentracdes de 10, 40, 80, 100 ou 200uM, sendo que, em
paralelo, as células também foram tratadas com NaOH a 0,2%, como condicao veiculo. Além

disso, como controle experimental do indice normal da proliferagdo de 7. gondii, ambas as
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linhagens celulares foram também incubadas apenas com meio a 10% de SFB.
Posteriormente, as placas foram centrifugadas a 176,4 x g por 5 minutos a temperatura
ambiente, os sobrenadantes dos pogos foram cuidadosamente removidos e descartados, ¢ a
reacdo de B-galactosidase foi desenvolvida conforme descrito por Teo e colaboradores (2007),
com pequenas modificagdes.

Para isso, amostras de taquizoitas 2F1 livres foram utilizadas para se construir uma curva
padrdo duplo-seriada, que se iniciou com 1x10° taquizoitas sendo interrompida até o wltimo
intervalo de 15,625x10° parasitos totais. A curva desenvolvida foi utilizada como referéncia
para a determinacdo dos indices de proliferacdo de 7. gondii nas diferentes condigdes de
estimulos analisadas. Feito isso, as amostras de células infectadas, em seus distintos
tratamentos, bem como a curva padrdo, foram incubadas com 100uL de tampao de lise RIPA
[Tris-HCI1 a 0,05M; NaCl a 0,150M; Triton X-100 a 1% (v/v); deoxicolato de so6dio a 1%
(p/v) e SDS a 0,1% (p/v); pH 7,5] gelado, durante 15 minutos e, logo apds, incubadas com
160uL de tampao de ensaio [phosphate buffered saline (PBS) a 0,01M; MgCl, a 0,009M e -
mercaptoetanol a 0,102M)] e com 40uL do reagente substrato Chlorophenol Red-D-f-
Galactopyranoside (CPRG) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) reconstituido
em agua deionizada a 0,003M, ficando ao abrigo da luz para o desenvolvimento da reacio.
Por fim, apos cerca de 15 minutos, a atividade enzimatica da -galactosidase foi mensurada
em espectrofotometro de microplacas a 570nm, e os resultados expressos como indice de
proliferacdo intracelular de 7. gondii, com referéncia a curva padrdo previamente construida.
Para a obtencdo dos dados referentes a este ensaio, trés experimentos independentes foram

realizados em replicatas de 9 (“n” amostral igual a 9).

4.6. Western Blotting para detec¢io da expressio de HO-1 e da fosforilacdo de proteinas

pertencentes a via de sinalizacao das MAPK (p-p38, p-JNK e p-ERK1/2)

Para a deteccdo da expressdo proteica de HO-1 e do controle constitutivo endogeno f3-
actina, bem como da fosforilagdo das proteinas pertencentes a via das MAPK, células BeWo
(1x10° células/2000pL/poco) e HTR-8/SVneo (5x10° células/2000uL/pogo) foram cultivadas,
separadamente, em placas de 6 pogos (Nest Biotech Co), ou também, células BeWo (4x10°
células/500puL/pogo) e HTR-8/SVneo (2x10° células/500uL/pogo) foram cultivadas em placas
de 12 cavidades (Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY, EUA), sendo que em ambos o0s
delineamentos experimentais, as células foram mantidas em meio a 10% de SFB e incubadas

em condigdes de cultura por 24 horas. Posteriormente, as linhagens celulares foram
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infectadas, ou ndo, com taquizoitas clone 2F1 de 7. gondii, na propor¢ao de 1 parasito por
célula (1:1) em meio a 2% de SFB, sendo mantidas em cultura por 3 horas adicionais. Logo
apos, os sobrenadantes dos pogos foram descartados, as células foram lavadas com meio
incompleto para a retirada de parasitos livres e entao tratadas por 24 horas, em condi¢des de
cultura, com hemina a 80uM ou com NaOH a 0,08% (veiculo), em meio a 10% de SFB.
Posteriormente, os sobrenadantes dos pogos foram coletados e armazenados a temperatura de
-80°C para posterior dosagem de citocinas e mensuragdo de nitrito, ao passo que as células
foram destacadas dos pogos de cultivo com o auxilio de cell scraper, em novo meio a 10% de
SFB, sendo em seguida centrifugadas a 176,4 x g e lisadas com 100 a 150uL. de tampao de
lise RIPA gelado, suplementado com o coquetel de inibidores de proteases Complete™ Lysis-
M, EDTA-free (Roche Diagnostics GmbH), acrescido dos inibidores de fosfatases,
ortovanadato de sddio (NazVO4) a 0,001M e fluoreto de sddio (NaF) a 0,025M (ambos
Sigma-Aldrich). Os lisados celulares foram entdo submetidos a trés ciclos de congelamento
(por meio de N») e descongelamento (aquecimento em agua a 37°C), incubados a 0°C por 15
minutos e centrifugados a 7840 x g por 15 minutos a 4°C. Logo apds, as amostras de
sobrenadantes obtidos foram, neste momento, coletadas e armazenadas a -80°C até a
realizacdo de dosagem proteica total pelo método de Bardford (BRADFORD, 1976), sendo
mantidas nesta temperatura até o efetivo desenvolvimento das reacdes de western blotting.

Em uma préxima etapa, a concentragdo proteica obtida (ug/mL) foi ajustada em cada
amostra, de maneira que 80pg dos conteudos de proteinas totais foram submetidos a
eletroforese em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE a 12%), sob condi¢des desnaturantes.
Posteriormente, as proteinas segregadas pela eletroforese foram transferidas dos géis para
membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Immobilon®-FL, Millipore Corporation,
Billerica, MA, EUA), as quais, logo apds, foram incubadas com tampao de blotting [Tris-HCl
a 0,025M; NaCl a 0,15M e Tween 20 a 0,1% (v/v); pH 7,4) acrescido de leite em po
desnatado (Molico, Nestlé®, Sao Paulo, SP, Brasil) a 4%, sob agitacdo constante por 1 hora a
temperatura ambiente, para o bloqueio dos sitios de ligagdes inespecificas.

Em seguida, as membranas foram rapidamente lavadas em tampao de blotting e incubadas
overnight (12 horas), a temperatura ambiente e sob agitacdo constante, com os seguintes
anticorpos primarios, em suas respectivas dilui¢cdes realizadas em tampao de blotting
contendo leite desnatado (Molico) a 2%: policlonal de cabra anti-HO-1 humana (1:1000)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), policlonal de coelho anti-p38-MAPK
fosforilada humana (T'*/Y'®?) (1:400) (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), policlonal
de coelho anti-JNK fosforilada humana (T'**/Y'®) (1:400) (R&D Systems), monoclonal de



48

coelho anti-ERK1/2 fosforilada humana (T**%/Y**-T'"*/Y'®) (1:1000) (R&D Systems), ou
monoclonal de camundongo anti-B-actina humana (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology).
Posteriormente, as membranas passaram por sucessivas lavagens de 30 minutos totais em
tampao de blotting e foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente, sob agitacao
constante, com os seguintes anticorpos secundarios conjugados com horseradish peroxidase
(HRP), em suas respectivas diluicdes realizadas em tampao de blotting contendo leite em pod
desnatado (Molico) a 2%: IgG de coelho anti-IgG de cabra (1:3000 para detec¢do de HO-1)
(Jackson ImmunoResearch, Newmarket, Suffolk, Inglaterra), IgG de cabra anti-IgG de coelho
(1:1000 para detecgdo de p-p38-MAPK e p-JNK) (R&D Systems) ou IgG de cabra anti-IgG
de camundongo (1:3000 para deteccdo de B-actina) (Sigma-Aldrich). Em paralelo, como
anticorpo secunddrio para a deteccdo de p-ERK1/2, as membranas foram incubadas com IgG
de cabra anti-coelho biotinilada (conjugada a biotina) (1:1000) (Sigma-Aldrich), por 2 horas,
a temperatura ambiente e sob agitacdo constante, em tampao de blotting contendo leite em pod
desnatado (Molico) a 2%. Logo em seguida, apenas as membranas de deteccdo de p-ERK1/2
foram lavadas por mais 30 minutos e incubadas com o complexo de amplificagdo de
estreptavidina acoplada a peroxidase (SAv-HRP) (1:1000) (Sigma-Aldrich), por 1 hora, a
temperatura ambiente e sob agitacdo constante, também em tampao de blotting contendo leite
em po desnatado (Molico) a 2%.

Finalmente, apds novas e sucessivas lavagens de 30 minutos totais, todas as reacdes foram
reveladas por meio do kit de quimioluminescéncia SuperSignal® West Pico (Thermo Fisher
Scientific), sendo que a intensidade das bandas contendo as proteinas de interesse foram
visualizadas pelo aparelho transluminador ChemiDoc™ MP Imaging System e as anélises de
densitometria realizadas pelo programa Image Lab™ Software (ambos de Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA). Os dados obtidos foram demonstrados como imagens
representativas contendo as bandas de expressdo e graficos quantitativos de densitometria
para HO-1, p-p38-MAPK, p-JNK e p-ERK1/2, obtidos com base nos valores numéricos
médios calculados para cada proteina avaliada, em funcao de sua razdo com os dados de B-
actina correspondentes, em todas as condigdes experimentais analisadas. Para a obtencao dos
dados referentes a este ensaio, dois experimentos independentes foram realizados em

replicatas de 6 (“n” amostral igual a 6).

4.7. Quantificaciao dos niveis intracelulares de heme e dosagem de bilirrubina
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Como pardmetros de determinacdo da atividade funcional de HO-1, os niveis
intracelulares totais de heme, bem como bilirrubina, subproduto proveniente de seu
catabolismo, foram mensurados em ambas as linhagens celulares em suas distintas condig¢des
experimentais. Para esta finalidade, células BeWo (2x10° células/500puL/poco) e HTR-
8/SVneo (6x10* células/500uL/pogo) foram cultivadas, separadamente, em placas de 24
pogos (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) e em meio a 10% de SFB, sendo mantidas em cultura por
24 horas. Posteriormente, ambas as linhagens foram infectadas, ou ndo, com taquizoitas clone
2F1 de T. gondii, na proporcao de 1 parasito por célula (1:1) em meio a 2% de SFB, sendo
incubadas em cultura por 3 horas adicionais. Logo apds, o sobrenadante das placas foi
removido, os pogos foram lavados com meio incompleto para a retirada de parasitos livres, e
as cé€lulas foram entdo tratadas em meio a 10% de SFB, por 24 horas e em condi¢des de
cultura, com hemina a 80uM e, em paralelo, com NaOH a 0,08%, como condi¢do veiculo.
Posteriormente, as monocamadas celulares aderidas aos pogos foram direcionadas a dosagem
dos contetidos intracelulares totais de heme, como previamente descrito (MOTTERLINI et
al., 1995; FORESTI et al., 2003), e os sobrenadantes de cultura das células foram coletados e
utilizados para dosagem de bilirrubina, como também previamente estabelecido (TURCANU;
DHOUIB; POINDRON, 1998; CLARK et al., 2000; FORESTI et al., 2003), com adaptagoes.

Simplificadamente para a dosagem de heme, apos a retirada e a coleta dos sobrenadantes
as monocamadas celulares foram imediatamente solubilizadas pela adi¢do de ImL de acido
formico puro 85% P.A (CH,0,) aos pogos de cultivo e, em seguida, aliquotas de 200uL
destas solugdes acidas de células lisadas, em suas diferentes condi¢gdes experimentais, foram
transferidas para pogos de microtitulacdo em placa de baixa afinidade (Kartell SPA,
Novigilio, Mildo, Italia). Logo apods, a absorbancia das amostras foi determinada em
espectrofotometro de microplacas a 398nm e os resultados foram expressos como os valores
de densidade optica obtidos neste comprimento de onda (DOs9snm), em um coeficiente de
absortividade molar descrito por “c = 1,56 x 10° M yem™” (MOTTERLINI et al., 1995).

Em paralelo, para a dosagem dos niveis de bilirrubina secretados por ambas as linhagens
celulares, 500uL das amostras de sobrenadantes de cultura previamente reservados foram
adicionados a 250mg de cloreto de bario anidro puro (BaCl,) e homogeneizados em agitador
tipo vortex, por duas vezes de 10 a 15 segundos em cada uma. Em seguida, as solugdes
saturadas de BaCl, dissolvido nos sobrenadantes, foram adicionados 750uL de benzina de
petrdleo pura (contendo benzeno) e as amostras foram novamente homogeneizadas,
vigorosamente, em agitador por 50 a 60 segundos. Logo apds, as solucdes, nesta etapa com

aparéncia branca viscosa, foram centrifugadas a 13000 x g por 30 minutos a temperatura
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ambiente (25°C) e, finalizado este tempo, aliquotas de 200uL da fase benzénica superior
formada nas amostras, na qual a bilirrubina extraida permanece retida por afinidade
molecular, foram transferidas rapidamente para pogos de microtitulacdo em placa de baixa
afinidade e as absorbancias foram determinadas, primeiramente a 450nm e, posteriormente, a
600nm, em espectrofotometro de microplacas. Aliquotas de S00uL. de hemina a 80uM e de
NaOH a 0,08%, ndo incubadas com células, foram conduzidas no periodo de tratamento em
cultura e também submetidas a este procedimento de dosagem de bilirrubina, com o intuito de
se retirar o “background’ (falso positivo) das amostras, gerado pelas tonalidades
colorimétricas destes estimulos. Os resultados foram expressos como a diferenga entre os
valores de densidade Optica obtidos (A = DOu4sonm — DOgoonm), dos quais os valores do
“background” de hemina ou veiculo também foram subtraidos (Bilirrubina = AamostrAs —
Aackcrounp), sendo o coeficiente de absortividade molar para este ensaio descrito por g0 —
27,3mM ' ,cm™” (TURCANU; DHOUIB; POINDRON, 1998).

Por fim, apds a obtengdo final dos dados da quantificagio de heme intracelular e de
bilirrubina secretada, substrato e subproduto de HO-1, respectivamente, a atividade de HO-1
para células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas ou ndo, pode ser determinada pela razao
numérica entre bilirrubina e heme (Razdo = Bilirrubina/Heme), como um pardmetro de
analise complementar. Para a obtencao dos dados referentes a este ensaio, um experimento foi

realizado em replicatas de 6 (“n”” amostral igual a 6).

4.8. Dosagem de citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os niveis de secrecdo das citocinas humanas MIF, IL-6, IL-8, IL-10 ¢ TNF nos
sobrenadantes de células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas, ou ndo, por 7. gondii e tratadas
com hemina, foram mensurados pelo ensaio imunoenzimatico “Enzime-Linked
ImmunoSorbent Assay” (ELISA) do tipo “sandwich”, de acordo com as instrugdes
recomendadas pelos fabricantes, para MIF (DuoSet®, R&D Systems, Minneapolis, MN,
EUA) ou para as demais citocinas (OptEIA™, BD Bioscience, San Diego, CA, EUA).

Para esta finalidade, placas de microtitulagdo em poliestireno de alta afinidade, com 96
cavidades (SPL Life Sciences Co., Ltd, Pocheon-si, Gyeonggi, Coreia do Sul), foram
sensibilizadas overnight (12 horas) a 4°C com os anticorpos monoclonais de captura anti-IL-
6, anti-IL-8, anti-IL-10 ou anti-TNF humanos, em tampao carbonato-bicarbonato (Na,CO:s-
NaHCOs) a 0,IM (pH 9,5), além de anti-MIF humano, em PBS a 0,01M, a temperatura

ambiente. Posteriormente, as placas passaram por repetidas lavagens com PBS a 0,01M
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acrescido de Tween 20 a 0,05% (PBS-T 0,05%) e foram incubadas, por 1 hora a temperatura
ambiente, com as solugdes de bloqueio dos sitios de ligagdes inespecificas, compostas de PBS
a 0,01M contendo SFB a 10%, para as reagdes de IL-6, IL-8, IL-10 ¢ TNF, ou de PBS a
0,01M contendo soro albumina bovina (BSA) a 1% (Sigma-Aldrich), para a reagdo de MIF.
Em seguida, as placas foram novamente lavadas com PBS-T 0,05% e 50uL das amostras de
sobrenadantes de cultura foram adicionadas aos pogos, permanecendo incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente. Em paralelo a adicdo das amostras aos pogos, as curvas padroes de
cada citocina recombinante foram construidas por meio de diluicdes duplo-seriadas,
permanecendo também em incubagdo a temperatura ambiente por 2 horas. Apos este periodo,
as placas passaram por sucessivas lavagens e os seus pogos foram incubados com os
respectivos anticorpos de detec¢ao biotinilados anti-IL-6, anti-IL-8, anti-IL-10 ou anti-TNF
humanos, acrescidos do conjugado de amplificacdo estreptavidina acoplada a peroxidase
(SAv-HRP), por 1 hora, além de anti-MIF humano, por 2 horas, todos a temperatura
ambiente. Logo em seguida, apenas para MIF, os pocos foram incubados com conjugado
SAv-HRP, por 20 minutos, também a temperatura ambiente. Ao fim desta ultima etapa, as
placas foram novamente lavadas e as reacdes foram desenvolvidas pela adigdo do substrato
enzimatico composto de 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma-Aldrich) adicionada de
peroxido de hidrogénio (H,0;) a 0,01%, diluidos em tampao TMB [4cido citrico (CsHsO7) a
0,1M; fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) a 0,2M; pH 4,5] para a revelacdo dos
imunocomplexos formados, por cerca 30 minutos a temperatura ambiente. As reagdes foram
interrompidas com uma solucao de 4cido sulfarico (H,SO4) a 2N e a absorbancia das amostras
foi determinada em espectrofotometro de microplacas a 450nm. Os dados obtidos foram
expressos em pg/mL de acordo com as curvas padrdes construidas, sendo que os limites de
deteccdo para cada citocina foram os seguintes: 3,1pg/mL (IL-8); 4,7pg/mL (IL-6); 7,8pg/mL
(TNF e IL-10) e 125pg/mL(MIF).

4.9. Avaliacao da producio de 6xido nitrico (NO) por dosagem de nitrito

As concentragdes de nitrito (NO;") nos sobrenadantes de cultura de ambas as linhagens
celulares foram mensuradas conforme descrito pelo método de Griess (GREEN et al., 1982),
como um indicativo da producao de 6xido nitrico (NO) nas condi¢des avaliadas.

Com esta finalidade, aliquotas de 50uLl dos sobrenadantes anteriormente coletados,
provenientes de células em suas diferentes condigdes experimentais, foram transferidos para

pogos de uma placa de baixa afinidade e homogeneizados com o reagente de Griess,



52

composto de sulfanilamida a 1% e de diidroclorido de naftaleno (NEED) a 0,1%, ambos
diluidos em solugdo de acido fosforico (H3PO4) a 2,5%, na propor¢do de 1:1. A seguir, a
reacdo foi desenvolvida ao abrigo da luz, por cerca de 10 minutos, ¢ a absorbancia das
amostras foi mensurada em espectrofotometro de microplacas a 548nm, sendo os resultados
calculados e expressos com referéncia a uma curva padrdo construida com nitrito de sodio
(NaNQO,), variando de 200 a 3,125uM. Por fim, como branco da reagdo foi utilizado apenas
meio a 10% de SFB (diluente da curva padrdo) e para se retirar o “background” (falso
positivo) das amostras, gerado pelas tonalidades colorimétricas dos estimulos, 50uL de
solugdes de hemina a 80uM e de NaOH a 0,08% nao incubadas com células ¢ mantidas em
cultura durante o mesmo periodo de tratamento, foram também submetidas a reagdo de
Griess, sendo seus valores obtidos, subtraidos dos resultados de cada amostra de células que

foram expostas a algum dos dois tratamentos.

4.10. Analises estatisticas

Para a realizacdo das andlises estatisticas dos resultados foi utilizado o software
GraphPad Prism® Version 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados
obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov sendo que,
quando paramétricos, foram posteriormente analisados pelo teste ¢ de Student, para
comparagdes entre grupos pares, ou pelo teste One-Way ANOVA com pos-teste por
comparagoes multiplas de Bonferroni, para investigagdes entre grupos multiplos. Quando nao
paramétricos, isto €, ndo validados via teste de normalidade, os dados foram analisados pelo
teste de Mann-Whitney, para comparagdes entre resultados pares, ou pelo teste de Kruskal-
Wallis com pds-teste de por comparagdes multiplas de Dunn, para investigagdes entre grupos
multiplos. Por fim, os dados analisados foram expressos graficamente como a média = o erro
padrdo da média (SEM) e as diferencas estatisticas entre os grupos foram consideradas

significativas quando P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise do efeito de hemina na viabilidade de células BeWo e HTR-8/SVneo

Como uma primeira etapa experimental, a viabilidade de células BeWo e HTR-8/SVneo
frente ao tratamento com hemina foi analisada através do ensaio colorimétrico de MTT, a fim
de determinar possiveis efeitos citotoxicos desta porfirina nas linhagens celulares e,
posteriormente, utiliza-la como farmaco indutor de HO-1, nos experimentos que se seguiram.
Com tais finalidades, células BeWo e HTR-8/SVneo foram estimuladas por um periodo de 24
horas com hemina, nas concentragdes de 10, 40, 80, 100 ou 200nM, ou com o diluente da
droga, NaOH a 0,2% (veiculo), ou apenas foram incubadas com meio, ¢ as taxas de
viabilidade de ambas as linhagens foram analisadas.

Os resultados obtidos, em porcentagem de células vidveis, demonstraram que células
BeWo ndo tiveram sua viabilidade alterada quando tratadas com hemina a 10, 40 ou 80pM
(Figura 2A). Contudo, ao serem estimuladas com o indutor a 100 e 200uM, estas células
apresentaram viabilidade de 82,8% e 74,5%, respectivamente, em comparacdo com a
condi¢do meio, controle com 100% de viabilidade, ou NaOH a 0,2%, veiculo com 99,9% de
viabilidade (P<0,05) (Figura 2A). Por outro lado, em todas as condicdes de estimulos com
hemina as quais foram expostas, células HTR-8/SVneo apresentaram alteragdio em sua
viabilidade, desde a condi¢ao de menor dose, a 10uM (92,9%), em comparagdo apenas com
meio (P<0,05), controle com 100% de viabilidade, até as concentragdes do farmaco
progressivamente maiores, a 40uM (87,2%), 80uM (83,2%), 100uM (84,1%) ou 200uM
(74,6%), todas estas em comparagdo com ambos meio ou NaOH a 0,2%, com 97% de
viabilidade (P<0,05) (Figura 2B).

Com base nos parametros comparativos realizados através desta andlise de viabilidade
celular, pode-se concluir, inicialmente, que os tratamentos com hemina demonstraram
maiores efeitos de citotoxicidade as células HTR-8/SVneo, quando as mesmas condi¢des de
tratamento foram investigadas em células BeWo. Apesar dos dados obtidos revelarem
pequenas, porém significativas, quedas na viabilidade destas células citotrofoblasticas, nos
decidimos utilizar as mesmas concentragdes de hemina, aqui empregadas, para a realizacdo
dos ensaios de proliferacao intracelular de 7. gondii, a fim de desvendarmos qual seria o
possivel efeito bioldgico de cada uma destas doses sobre o indice de parasitismo nestas duas

linhagens de citotrofoblasto.
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Figura 2
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Figura 2. Anilise da viabilidade de células BeWo e HTR-8/SVneo frente aos tratamentos com hemina.
Células (A) BeWo e (B) HTR-8/SVneo foram cultivadas, separadamente, por 24 horas. Em seguida, foram
tratadas com hemina a 10, 40, 80, 100 ou 200uM, ou com NaOH a 0,2% (veiculo) ou apenas incubadas com
meio (controle), e permaneceram em cultura por 24 horas adicionais. Por fim, a viabilidade celular foi
mensurada através do ensaio de MTT, sendo que os indices de viabilidade foram expressos em porcentagem (%)
e calculados pela razdo da quantidade de células viaveis em cada condi¢do de tratamento (ou de veiculo), em
fungdo do valor de células resultantes na condigdo meio (100%), tendo como referéncia a analise das densidades
opticas (OD) obtidas. Os dados descritos representam a média £+ SEM de trés experimentos independentes
realizados em replicatas de 6. As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando P<0,05
(*)(*). Teste One-Way ANOVA com pods-teste por comparagdes multiplas de Bonferroni. (*) Comparagio entre
células (A) BeWo ou (B) HTR-8/SVneo tratadas com hemina e seus respectivos controles de células ndo
tratadas (meio); (¢) Comparagdo entre células (A) BeWo ou (B) HTR-8/SVneo tratadas com hemina e seus
respectivos veiculos de células tratadas com NaOH a 0,2%.
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5.2. O estimulo com hemina eleva os indices de proliferacio de 7. gondii em células

BeWo e HTR-8/SVneo

Apds a determinagdo do efeito dos tratamentos com hemina na viabilidade de células
BeWo e HTR-8/SVneo, buscou-se avaliar a possivel influéncia da indugdo de HO-1 sobre as
taxas de replicacdo de 7. gondii, em ambas as linhagens trofoblasticas. Para isso, apds terem
sido infectadas experimentalmente com os taquizoitas clone 2F1, as células foram tratadas
com hemina a 10, 40, 80, 100 ou 200uM e os indices de proliferagdo intracelular do parasito
foram mensurados por meio da reagdo enzimatica de B-galactosidase.

Em ambas as linhagens celulares, a inducdo de HO-1 beneficiou o parasitismo, uma vez
que os tratamentos com hemina aumentaram os indices de infec¢do (Figura 3). Em células
BeWo (Figura 3A), os estimulos com o farmaco foram capazes de induzir aumento
significativo da carga parasitaria, nas concentragdes de 80, 100 e 200uM (P<0,05) em
compara¢do com o controle (meio) ou com o veiculo (NaOH a 0,2%), sendo que as doses de
10 e 40uM ndo exerceram influéncias na susceptibilidade destas células ao parasito. De
maneira similar, a inducdo de HO-1 em células HTR-8/SVneo (Figura 3B) também contribuiu
com a elevacdo do parasitismo, visto que os tratamentos com hemina a 40, 80 e 100uM,
amplificaram significativamente o indice de infeccdo desta linhagem celular em comparagao
com as condi¢des controle (meio) ou veiculo (NaOH a 0,2%) (P<0,05). Por outro lado, os
estimulos com a menor (10uM) e a maior (200uM) dose da porfirina ndo contribuiram com o
aumento da permissividade destas células a proliferagdao do parasito.

Os dados apresentados permitem concluir que o tratamento de células BeWo e HTR-
8/SVneo com hemina ¢ capaz de contribuir com a proliferacdo de 7. gondii, aumentando a
susceptibilidade destas populagdes celulares a infecgdo pelo parasito. Portanto, o estimulo de
hemina a 80uM foi escolhido para a execucdo dos experimentos subsequentes envolvidos
com a indu¢do de HO-1, uma vez que esta dose se comportou como a menos citotoxica a
ambas as linhagens celulares, capaz de elevar, simultaneamente, a replicacdo do parasito em

células BeWo e HTR-8/SVneo.
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Figura 3
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Figura 3. Influéncia dos tratamentos com hemina na proliferacio de 7. gondii em células BeWo e HTR-
8/SVneo. Células (A) BeWo e (B) HTR-8/SVneo foram cultivadas, separadamente, por 24 horas. Em seguida,
foram infectadas com taquizoitas clone 2F1 de T. gondii (1 parasito por célula) e mantidas em cultura por 3
horas adicionais. Logo apos, foram tratadas com hemina a 10, 40, 80, 100 ou 200uM, ou com NaOH a 0,2%
(veiculo) ou apenas incubadas com meio (controle), € permaneceram em cultura por mais 24 horas. Por fim, a
proliferacdo intracelular de 7. gondii foi mensurada através da reagdo de P-galactosidase e os indices de
replicagdo do parasito foram expressos como o niimero de taquizoitas (x10?), calculados com referéncia a curva
padrio de taquizoitas livres (1x10° a 15,625x10° parasitos). Os dados representam a média = SEM de trés
experimentos independentes realizados em replicatas de 9. As diferencas entre os grupos foram consideradas
significativas quando P<0,05 (*)(¢). Teste One-Way ANOVA com pods-teste por comparagdes multiplas de
Bonferroni. (*) Comparagdo entre células (A) BeWo ou (B) HTR-8/SVneo tratadas com hemina e seus
respectivos controles de células ndo tratadas (meio); (+) Comparagdo entre células (A) BeWo ou (B) HTR-
8/SVneo tratadas com hemina e seus respectivos veiculos de células tratadas com NaOH a 0,2%.



57

5.3. A expressdao de HO-1 em células BeWo ¢ reduzida frente a infec¢io por 7. gondii e

elevada por hemina, mantendo-se inalterada em células HTR-8/SVneo

Sabendo-se que a indug¢do de HO-1 contribuiu com o aumento da susceptibilidade de
células trofoblasticas vilosas BeWo e extravilosas HTR-8/SVneo a infec¢ao por 7. gondii, o
proximo passo consistiu em investigar quais seriam as possiveis influéncias exercidas pelo
parasitismo e/ou por hemina, na expressdo da enzima em ambas as linhagens celulares.

Os dados de bandas proteicas obtidas pelas reacdes de western blotting (Figura 4A), bem
como de expressdo relativa média calculada a partir das analises de densitometria (Figura 4B),
revelaram que, ao serem expostas a infeccdo pelo parasito, células BeWo reduziram
significativamente (P=0,0317) a expressdo de HO-1, em comparagdo com células ndo
infectadas, assim como também ndo tratadas. Quando analisadas nas mesmas condigoes,
células HTR-8/SVneo apresentaram uma tendéncia em reduzirem a expressdo da enzima,
embora ndo estatisticamente significante quando infectadas com 7. gondii em comparacao
com cé¢lulas ndo infectadas. No momento em que foram estimuladas com hemina, células
BeWo nao infectadas (P=0,0002) ou infectadas (P=0,0010) demonstraram uma elevada
expressdo de HO-1, ao serem comparadas as células ndo tratadas com a porfirina (NaOH), e
igualmente ndo infectadas ou infectadas pelo parasito, respectivamente. Por sua vez, quando
analisadas nestes mesmos parametros experimentais, células HTR-8/SVneo mantiveram a
expressao da enzima inalterada, ao serem tratadas com hemina estando infectadas ou ndo
infectadas. Células HTR-8/SVneo nao infectadas e nao tratadas com hemina (NaOH)
apresentaram uma tendéncia, embora nao estatisticamente significante, de menor expressao de
HO-1 em relacdo as células BeWo, quando estas estiveram igualmente nao infectadas e ndo
tratadas. Além disso, os resultados comparativos entre as linhagens celulares possibilitam
evidenciar que, sob influéncia do estimulo com hemina, a expressao de HO-1 em células
HTR-8/SVneo ndo infectadas (P=0,0022) ou infectadas (P=0,0043) por 7. gondii foi
significativamente menor em relacdo a elevada expressdo da enzima por células BeWo
tratadas, bem como nao infectadas ou infectadas, respetivamente.

A compreensao destes dados relativos a expressao de HO-1 levam a concluir que, células
BeWo sdo capazes de responder a infeccdo por 7. gondii e a indugdo da enzima com a
reducdo e com o aumento, respectivamente, da expressdo de HO-1, sendo que, frente a estas
mesmas condig¢des, células HTR-8/SVneo sdo incapazes de modular seus niveis de expressao

da enzima.
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Figura 4. Expressio de HO-1 por células BeWo e HTR-8/SVneo. Células BeWo e HTR-8/SVneo foram
cultivadas, separadamente, por 24 horas. Em seguida, foram infectadas, ou ndo, com taquizoitas clone 2F1 de 7.
gondii (1 parasito por célula) e mantidas em cultura por 3 horas adicionais. Logo apoés, foram tratadas com
hemina a 80uM ou com NaOH a 0,08% (veiculo) e permaneceram em cultura por mais 24 horas. Por fim, as
células foram lisadas e os conteudos de proteinas totais foram mensurados (ug/mL), sendo que 80ug destes
foram submetidos a eletroforese e transferidos para membranas de PVDF, nas quais as reagdes de western
blotting para deteccdo de HO-1 e de P-actina foram realizadas. (A) Imagens representativas das bandas de
expressao de HO-1 e de B-actina em células BeWo e HTR-8/SVneo. (B) Dados de densidade relativa de HO-1
normalizados em fungdo do controle enddgeno (B-actina), obtidos por densitometria das bandas de expressdo em
células BeWo e HTR-8/SVneo e representativos da média + SEM de dois experimentos independentes
realizados em replicatas de 6. As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando P<0,05
(*)(*)(°). Teste de Mann-Whitney. (*) Comparagdo entre células infectadas e ndo infectadas, dentro da mesma
linhagem e tratamento; (*) Comparacdo entre células tratadas com hemina e ndo tratadas, dentro da mesma
linhagem e condi¢do de infecgdo, ou ndo; (°) Comparacdo entre as linhagens celulares, dentro das mesmas
condicdes de infecgdo e tratamento, ou nao.
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5.4. Em infeccdo por 7. gondii, a atividade funcional de HO-1 é reduzida em células

BeWo e inalterada em células HTR-8/SVneo

Ap6s a avaliacao da expressao de HO-1 em células BeWo e HTR-8/SVneo, os conteudos
intracelulares de heme (Figura 5A), os niveis de bilirrubina secretada (Figura 5B e 5D), bem
como o indice de atividade funcional de HO-1 (Figura 5C), foram determinados.

Com relagdo a heme resultante (Figura 5A), células BeWo ou HTR-8/SVneo infectadas
ndo apresentaram alteracdes em sua disponibilidade intracelular, quando relacionadas aos seus
respectivos controles ndo infectados. Contudo, em comparagao com células BeWo infectadas
(P=0,0048) ou nao (P=0,0048), células HTR-8/SVneo, nas respectivas condigdes,
apresentaram indices significativamente menores de contetido total de heme (Figura 5A).

Em paralelo, as linhagens celulares foram também analisadas quanto a producdo de
bilirrubina, liberada nos sobrenadantes de cultura, como subproduto metabolito indicativo da
atividade de HO-1 (Figura 5B). Os dados obtidos indicam que na presenca de 7. gondii,
células BeWo apresentaram uma producdo de bilirrubina significativamente menor
(P<0,0001) quando comparadas a células ndo expostas ao parasito, sendo que este mesmo
comportamento, ndo observado em células HTR-8/SVneo infectadas. Além disso, ao serem
comparadas com células BeWo, frente a infeccdo pelo parasito (P=0,0092) ou nao
(P=0,0001), células HTR-8/SVneo apresentaram indices expressivamente menores de
bilirrubina liberada, quando avaliadas nas mesmas condi¢des (Figura 5B).

Posteriormente, o indice de atividade funcional de HO-1, baseado na razdo da quantidade
de bilirrubina liberada pelo contéudo total de heme mensurado, foi calculado para células
BeWo e HTR-8/SVneo expostas a T. gondii (Figura 5C). A partir desta analise, verificou-se
de forma significativa que, em infec¢do (P=0,0002), células BeWo demonstraram uma menor
atividade funcional de HO-1, em comparagdo as células nao infectadas pelo parasito, sendo
que neste mesmo contexto, células HTR-8/SVneo ndo indicaram alteracdes na atividade
funcional da enzima. Além disso, ao serem relacionadas as células BeWo, frente ao parasito
(P=0,0184) ou ndo (P=0,0003), células HTR-8/SVneo apresentaram indices de atividade
funcional da enzima significativamente reduzidos (Figura 5C).

Em ultima andlise, a interferéncia do tratamento com hemina na producdo de bilirrubina
foi observada em células BeWo (P<0,0001) e HTR-8/SVneo (P=0,0314) infectadas, as quais
apresentaram niveis significativamente maiores de secrecdo deste metabolito, quando
comparadas aos seus respectivos controles de células expostas a 7. gondii, mas ndo tratadas

com a porfirina (NaOH) (Figura 5D). Além disso, ¢ valido salientar que, em todas as
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condigdes avaliadas, células HTR-8/SVneo demonstraram atividade funcional
significativamente menor de HO-1, em relagdo as cé¢lulas BeWo, uma vez que nas células de
linhagem trofoblastica extravilosa, ndo infectadas e posteriormente tratadas (P<0,0001) ou
nao (P=0,0001), ou infectadas e em seguida estimuladas (P=0,0041) ou nao (P=0,0092) com
hemina, os indices numéricos que indicam a atividade funcional da enzima foram
estatisticamente inferiores quando comparados aos mesmos indices obtidos nas células de
linhagem trofoblastica vilosa (Figura 5D).

Os resultados destas analises propdem que a atividade funcional de HO-1, desempenhada
por células BeWo e HTR-8/SVneo expostas a infeccdo por 7. gondii, foi aumentada no
momento em que estas linhagens celulares receberam o tratamento com hemina. Entretanto,
quando analisadas apenas no contexto de infecgdo pelo parasito, isto €, sem a interferéncia do
tratamento com a porfirina, células BeWo apresentaram a capacidade de reduzir a atividade
funcional da enzima, fendmeno este, ausente em células HTR-8/SVneo avaliadas no mesmo

contexto.
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Figura 5. Atividade de HO-1 por células BeWo e HTR-8/SVneo. Células BeWo e HTR-8/SVneo foram
cultivadas, separadamente, por 24 horas. Em seguida, foram infectadas, ou ndo, com taquizoitas clone 2F1 de T.
gondii (1 parasito por célula) e mantidas em cultura por 3 horas adicionais. Logo apds, foram tratadas com
hemina a 80uM ou com NaOH a 0,08% (veiculo) e permaneceram em cultura por mais 24 horas. Por fim, as
monocamadas celulares tiveram seus conteiidos intracelulares totais de heme quantificados e os niveis de
bilirrubina secretada foram mensurados nos sobrenadantes de cultura resultantes. (A) Contetido intracelular total
de heme. (B ¢ D) Niveis de bilirrubina secretada. (C) Atividade funcional de HO-1. Os dados representam a
média + SEM de um experimento realizado em replicatas de 6. As diferengas entre os grupos foram
consideradas significativas quando P<0,05 (*)(*)(°). (A) Teste de Mann-Whitney; (B e C) Teste ¢ de Student. (*)
Comparagdo entre células infectadas e nao infectadas, dentro da mesma linhagem e tratamento; () Comparagao
entre células tratadas com hemina e ndo tratadas, dentro da mesma linhagem e condi¢do de infeccdo, ou nio; (°)
Comparagao entre as linhagens celulares, dentro das mesmas condigdes de infec¢do e tratamento, ou nao.
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5.5. Em infecc¢io por 7. gondii, a fosforilacio de p38-MAPK em células BeWo demonstra
associacio com a inducio de HO-1

Com a obtencao dos dados referentes a expressao e a atividade de HO-1 nas linhagens
celulares estudadas, a participacdo da via de sinalizagdo das MAPK, sustentada pela
fosforilacao de seus componentes p38-MAPK, JNK e ERK1/2 foi investigada, neste contexto
(Figura 8), como possivel mecanismo de atuagdo de HO-1 vinculada a infec¢ao por 7. gondii.

Ao ser avaliada, a fosforilagdo de p38-MAPK (Figuras 6A e 6B) em células BeWo
(P=0,0152) e HTR-8/SVneo (P=0,0043) nao tratadas (NaOH) e infectadas demonstrou uma
reducdo significativa em relagdo a sua ativagdo em ambas as linhagens celulares também nao
tratadas (NaOH), mas ndo infectadas. Quando analisada frente a inducdo de HO-1 por
hemina, a expressdo de p-p38-MAPK por células BeWo infectadas e tratadas com hemina foi
significativamente maior (P=0,0260) que a ativacdo desta MAPK em células infectadas,
porém, ndo estimuladas com a porfirina, sendo que este mesmo fendmeno nao foi observado
em células HTR-8/SVneo nas mesmas condi¢des. Além disso, quando a fosforilagao de p38-
MAPK foi avaliada comparativamente entre as linhagens celulares, células HTR-8/SVneo
infectadas, ndo tratadas (NaOH) (P=0,0152) ou tratadas com hemina (P=0,0087),
apresentaram menor ativacdo desta via de sinalizacdo ao serem relacionadas com células
BeWo, expostas as mesmas condi¢des experimentais. Em seguida, a participacao de JNK foi
também investigada (Figuras 6C e 6D), e os resultados obtidos indicam que fosforilagao desta
MAPK na linhagem HTR-8/SVneo foi influenciada pelo tratamento com hemina, uma vez
que estas células quando estimuladas com a porfirina, na presenga (P=0,0091) ou ndo
(P=0,0155) de T. gondii, demonstraram maiores indices de p-JNK quando comparadas as
células infectadas ou ndo infectadas, respectivamente, mas nao tratadas (NaOH). Em células
BeWo, a ativacdo de JNK ndo foi observada em quaisquer condi¢des avaliadas, mas, apesar
deste fato, quando analisada de forma comparativa entre as linhagens, a fosforilacdo desta
quinase por células HTR-8/SVneo estimuladas com hemina, infectadas (P=0,0113) ou ndo
(P=0,0014), foi expressivamente maior que a encontrada em células BeWo, obtida nas
mesmas condi¢des. Por fim, a participacdo de ERK1/2 (Figuras 6E e 6F), neste contexto, foi
também avaliada e os resultados obtidos demonstraram que a fosforilagdo desta MAPK ndo
apresentou significativa alteracdo, quando células BeWo foram infectadas ou nao, e tratadas
ou ndo com hemina. No entanto, quando células HTR-8/SVneo foram avaliadas, observou-se
uma tendéncia em de reducdo na expressdo de ERK1/2 fosforiladas, quando as células foram

infectadas com 7. gondii, independente do tratamento com hemina.
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Os dados obtidos evidenciam que, frente a infec¢do pelo parasito, a ativagdo de p38-
MAPK apresenta associagdo com a expressdo de HO-1 em células BeWo, desde que foi
observada uma menor expressao de ambas quando essa linhagem celular foi infectada por 7.
gondii. Em relagdo as células HTR-8/SVneo, a infec¢ao pelo parasito diminuiu a expressao de
p38-MAPK significativamente, entretanto, pode-se afirmar que esta via de sinalizagdo nao
esteja envolvida com a expressdo de HO-1 nestas células, uma vez que diferengas na detecgao
da enzima ndo foram observadas em células HTR-8/SVneo. Além disso, esta linhagem
trofoblastica extravilosa apresentou uma tendéncia em diminuir a expressao das formas
fosforiladas de JNK e ERK1/2 na presenga de 7. gondii, apesar de ndo ser estatisticamente
significante. Esses resultados sugerem que a fosforilagio de p38-MAPK esta relacionada a

expressdao de HO-1 em células BeWo, mas ndo em células HTR-8/SVneo.
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Figura 6. Expressido de p-p38-MAPK, p-JNK e p-ERK1/2 por células BeWo e HTR-8/SVneo. Células
BeWo e HTR-8/SVneo foram cultivadas, separadamente, por 24 horas. Em seguida, foram infectadas, ou ndo,
com taquizoitas clone 2F1 de T. gondii (1 parasito por célula) e mantidas em cultura por 3 horas adicionais.
Logo ap6s, foram tratadas com hemina a 80uM ou com NaOH a 0,08% (veiculo) e permaneceram em cultura
por mais 24 horas. Por fim, as etapas necessarias as reacdes de western blotting para detec¢do das formas
fosforiladas das MAPK e de B-actina foram realizadas. (A, C e E) Imagens representativas das bandas de
expressao de p-p38-MAPK, p-JINK e p-ERKI1/2, respectivamente, e de B-actina em células BeWo e HTR-
8/SVneo. (B, D e F) Dados de densidade relativa normalizados em fungdo do controle endégeno (B-actina),
obtidos por densitometria das bandas de expressao em células BeWo e HTR-8/SVneo e representativos da média
+ SEM de dois experimentos independentes realizados em replicatas de 6. As diferengas entre os grupos foram
consideradas significativas quando P<0,05 (*)(*)(°). (B ¢ F) Teste de Mann-Whitney; (D) Teste ¢ de Student. (*)
Comparacgdo entre células infectadas e ndo infectadas, dentro da mesma linhagem e tratamento; () Comparagao
entre células tratadas com hemina e ndo tratadas, dentro da mesma linhagem e condi¢do de infeccdo, ou nao; (°)
Comparacdo entre as linhagens celulares, dentro das mesmas condi¢des de infec¢do e tratamento, ou ndo.
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5.6. A infeccdo por 7. gondii, e/ou o tratamento com hemina, aumenta as secrecées das

citocinas MIF, IL-6 e IL-8 por células BeWo ou HTR-8/SVneo

A fim de se investigar a possivel participacao de citocinas produzidas por células BeWo e
HTR-8/SVneo, em infec¢do por 7. gondii, na indugdo do parasitismo e na fosforilagao
diferencial das MAPK mediadas por HO-1, as concentragoes de MIF, IL-6, IL-8, IL-10 e
TNF, nos sobrenadantes de cultura de ambas as células, foram mensuradas por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (Figura 7).

De forma significativa, os resultados obtidos indicam que células HTR-8/SVneo
infectadas, ndo tratadas (NaOH) (P=0,0027) ou tratadas com hemina (P=0,0023), secretaram
maiores concentragdes de MIF se comparadas as células ndo infectadas nas mesmas
condi¢des experimentais (Figura 7A). Em paralelo, ao serem analisadas quanto a secre¢ao
desta citocina, células BeWo ndo demonstraram produgdo detectavel de MIF em quaisquer
condicdes avaliadas.

Ao serem investigadas em relagdo a secrecdo de IL-6 (Figura 7B), células BeWo
(P<0,0001) e HTR-8/SVneo (P<0,0001) infectadas e tratadas com hemina apresentaram
niveis de produgdo significativamente maiores para esta citocina, quando comparadas, de
maneira respectiva, as suas linhagens também infectadas, mas ndo tratadas com a porfirina
(NaOH). Além disso, o proprio estimulo com hemina em células HTR-8/SVneo nao
infectadas foi capaz de elevar a secre¢ao de IL-6, de forma significativa (P=0,0434). Na
presenca do parasito, células HTR-8/SVneo ndo tratadas (NaOH) aumentaram
consideravelmente a producdo desta citocina (P<0,0001). Este mesmo fendmeno se mostrou
mais acentuado quando esta linhagem celular foi exposta a indu¢do de HO-1, visto que células
HTR-8/SVneo infectadas e tratadas com hemina demonstraram maior secre¢ao de IL-6
(P<0,0001) em relagdo as células tratadas, mas ndo infectadas por 7. gondii. Quando ndo
infectadas e estimuladas ou ndo com hemina, células BeWo ndo demonstraram producgdo de
niveis detectdveis de IL-6, no entanto, quando infectadas, e posteriormente estimuladas
(P<0,0001) ou ndo (P<0,0001) com a porfirina, esta linhagem celular apresentou maior
producao de IL-6. Além disso, frente (P=0,0002) ou ndo (P<0,0001) a infecgdo por 7. gondii,
células HTR-8/SVneo ndo tratadas (NaOH) demonstraram maior producdo de IL-6 que
cé¢lulas BeWo nas mesmas condi¢des, e quando estimuladas com hemina, a linhagem HTR-
8/SVneo infectada (P<0,0001) ou nao (P=0,0122) produziu, de forma significativa, maiores

quantidades desta citocina que células BeWo analisadas nas mesmas condigdes experimentais.
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Em relacdo a producao de IL-8 (Figura 7C), células BeWo infectadas, tratadas (P=0,0275)
ou ndo (P=0,0091) com hemina apresentaram producdo significativamente maior desta
citocina quando comparadas as células ndo infectadas, nas mesmas condi¢oes. Além disso,
células BeWo (P=0,0004) e HTR-8/SVneo (P=0,0076) infectadas e tratadas com hemina
apresentaram maiores indices de IL-8 que as respectivas linhagens celulares também
infectadas, mas ndo estimuladas com a porfirina (NaOH). Quando infectadas por 7. gondii e
tratadas com hemina, células HTR-8/SVneo produziram consideravelmente maiores
concentragdes de IL-8 (P=0,0260) que células tratadas com hemina mas ndo infectadas. De
forma comparativa entre as linhagens celulares, células HTR-8/SVneo ndo infectadas, tratadas
(P=0,0275) ou nao (P=0,0121) com hemina, ou infectadas, estimuladas (P=0,0022) ou nao
(P<0,0001) com a porfirina, secretaram quantidades significativamente maiores de IL-8,
quando comparadas as células BeWo nestas respectivas condigdes experimentais.

Embora também tenham sido investigadas quanto as secrecdes de IL-10 e TNF, células
BeWo e HTR-8/SVneo nao demonstram producdes detectaveis destas citocinas, em quaisquer
condigdes experimentais aqui avaliadas (dados ndo mostrados).

Portanto, os dados apresentados revelam que, em infeccao pelo parasito, associada, ou
ndo, com o tratamento com hemina, estas linhagens de trofoblasto viloso e extraviloso
aumentam suas secrecoes de MIF, IL-6 e IL-8, enquanto citocinas envolvidas com a fisiologia
destas células, com as funcdes de HO-1 e com os mecanismos de resposta imune frente a

infeccdo por 7. gondii.
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Figura 7. Producao de citocinas por células BeWo e HTR-8/SVneo. Os niveis de secre¢ao das citocinas (A)
MIF, (B) IL-6 e (C) IL-8, presentes nos sobrenadantes de cultura de células BeWo e HTR-8/SVneo expostas as
diferentes condi¢Oes experimentais descritas, foram mensurados por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os
resultados obtidos foram convertidos em pg/mL com base na respectiva curva padrdo de referéncia de cada
citocina recombinante. Os dados representam a média + SEM de dois experimentos independentes realizados em
replicatas de 6. As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando P<0,05 (*)(*)(°). (A e B)
Teste ¢ de Student; (C) Teste de Mann-Whitney. (*) Comparacdo entre células infectadas e ndo infectadas, dentro
da mesma linhagem e tratamento; (¢) Comparacdo entre células tratadas com hemina e ndo tratadas, dentro da
mesma linhagem e condi¢io de infecgdo, ou ndo; (°) Comparagdo entre as linhagens celulares, dentro das
mesmas condi¢des de infecgdo e tratamento, ou ndo. As linhas pontilhadas (***), adjacentes ao eixo “x” (eixo das
abscissas) dos graficos, demarcam os limites de deteccdo para cada citocina mensurada.
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5.7. O mecanismo dependente da producio de 0xido nitrico (NO) ndo atua em células

BeWo e HTR-8/SVneo

Com o objetivo final de se avaliar a producdo de 6xido nitrico (NO), a presenca de nitrito
(NOy"), enquanto metabolito indicativo de sua produgdo, foi avaliada nos sobrenadantes de
cultura de células BeWo e HTR-8/SVneo, frente a infec¢ao por 7. gondii e/ou como resultado
da indugdo de HO-1 por hemina. Os resultados observados indicam que ambas as linhagens
celulares ndo produziram niveis detectaveis de nitrito em quaisquer condigdes avaliadas
(dados nao mostrados), incluindo células ndo infectadas e ndo tratadas, sugerindo que NO nao

tenha agdo efetiva nestas células no contexto da infec¢ao e atuacao de HO-1.
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6. DISCUSSAO

O trofoblasto representa uma populagdo celular placentéria, de origem embriondria/fetal,
capaz de contribuir com importantes adaptacdes aos mecanismos de resposta imunoldgica
materna, culminando em uma aceitagdo e sobrevivéncia do concepto em desenvolvimento
(ENTRICAN, 2002; MAKRIGIANNAKIS et al., 2008; MOR et al., 2011). Em suas
progressivas etapas de diferenciagdo, o trofoblasto possibilita o surgimento de importantes
tipos celulares com caracteristicas funcionais particulares e distintos perfis de susceptibilidade
a infeccdo por patdgenos oportunistas, como 7. gondii (ABBASI et al., 2003; ORTIZ-
ALEGRIA et al., 2010; CARLIER et al., 2012; ROBBINS; BAKARDIJIEV, 2012; ROBBINS
etal., 2012; MCCONKEY etal., 2016; ARORA et al., 2017; ANDER et al., 2018).

Em especial, as células trofoblasticas vilosas e extravilosas humanas se utilizam de
importantes mecanismos que garantem a homeostase do microambiente placentério, no qual a
expressao e a atividade de HO-1 possuem relevancia (BILBAN et al., 2009; LEVYTSKA et
al., 2013). Na mesma propor¢cdo em que demonstra ser importante ao funcionamento do
trofoblasto, HO-1 ¢ capaz de contribuir na resposta imune contra patogenos (WEGIEL;
HAUSER; OTTERBEIN, 2015), especialmente durante a gestagdo (WOUDWYK et al.,
2012). A capacidade citoprotetora conferida pela indugdo desta enzima foi relevante ao
controle da toxoplasmose em infec¢do experimental de camundongos (ARAUJO et al., 2013).
Entretanto, ao verificarmos a inexisténcia de dados concretos acerca de uma possivel
participagdo de HO-1 na infec¢do do trofoblasto humano por 7. gondii, nds investigamos esta
hipotese ao avaliarmos a influéncia exercida pela inducdo desta enzima, através do tratamento
com hemina, na infec¢ao de células trofoblasticas humanas vilosas BeWo e extravilosas HTR-
8/SVneo, por este parasito.

Inicialmente, a viabilidade destas linhagens celulares frente ao estimulo com hemina,
utilizada neste estudo com fung¢do andloga a heme, foi avaliada a fim de se escolher de uma
dose especifica, com menor toxicidade as células, para, posteriormente, emprega-la nos
experimentos que se seguiram. De modo geral, os resultados obtidos pelo ensaio de MTT
demonstram que ambas as células apresentaram reducdes em suas viabilidades celulares
quando estimuladas com hemina. Apesar deste fato, a linhagem BeWo se mostrou mais
resistente aos tratamentos com este firmaco em relagdo as células HTR-8/SVneo, igualmente
analisadas. Quando tratadas com concentragdes crescentes de hemina, e avaliadas quanto a
toxicidade deste composto, ambas as linhagens demonstraram queda da porcentagem total de

viabilidade, a medida que as doses de tratamento foram progressivamente aumentadas. Neste
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sentido, células BeWo tiveram sua viabilidade reduzida apenas nas doses de 100 e 200uM de
hemina, ao passso que o efeito de toxicidade demonstrou ser mais amplo em células HTR-
8/SVneo, as quais tiveram redu¢do de sua viabilidade em todas as concentragdes testadas.
Estudos prévios, baseados em andlises gendmicas e protedmicas, demonstraram que
c¢lulas BeWo e HTR-8/SVneo apresentam importantes diferengas entre si, as quais justificam
suas utilizagdes diferenciadas enquanto modelos de citotrofoblasto humano viloso (CTv) e
extraviloso (CTe), respectivamente (BILBAN et al., 2010; SZKLANNA et al., 2017).
Enquanto células BeWo expressam marcadores proteicos que as classificam como CTv de
natureza epitelial (MALDONADO-ESTRADA et al.,, 2004), a linhagem HTR-8/SVneo
sintetiza fatores proteicos que as define como CTe de fendtipo mesenquimal (ABOU-KHEIR
et al., 2017). Juntas, as distin¢des evidenciadas entre estas linhagens de trofoblasto podem
justificar, ainda que parcialmente, as diferentes tolerancias apresentadas por células BeWo e
HTR-8/SVneo frente aos tratamentos com hemina. Além disso, corroborando aos nossos
resultados, dados anteriores verificaram padrdes similares de toxicidade desencadeada pela
heme em células BeWo, cujos efeitos estiveram associados com o consequente aumento dos
indices de morte celular por apoptose nesta linhagem (LIU; HASSANA; STILES, 2016).
Assim como a heme, diferentes moléculas estimuladoras sdo capazes de induzir a
expressao de HO-1 (RYTER; ALAM; CHOI, 2006). Com base neste fato, observou-se que,
quando células epiteliais da retina humana (ARPE-19) foram tratadas com perdxido de
hidrogénio (H,0O;), cuja dose de 500uM aumentou os niveis de mRNA e de expressdao
proteica de HO-1, a viabilidade celular foi reduzida a 50%, mas progressivamente recuperada
a medida em que células tratadas foram infectadas com quantidades crescentes de taquizoitas
da cepa RH de T. gondii, demonstrando mecanismos utilizados pelo parasito para aumentar a
sobrevivéncia de sua célula hospedeira (CHOI et al., 2011). Desta maneira, a fim de
avaliarmos o efeito de hemina na susceptibilidade de células BeWo e HTR-8/SVneo a
infeccdo por 7. gondii, n6s decidimos utilizar as mesmas doses da porfirina empregadas no
ensaio de MTT, para a analise de sua influéncia sobre os indices de parasitismo, tendo como
base a evidéncia de que a infecgdo, por si sO, poderia recuperar nessas linhagens celulares, a
porcentagem de redugdo gerada na viabilidade celular, decorrente do estimulo com hemina.
Logo, ao avaliarmos um possivel papel da indu¢do de HO-1 sobre as taxas de replicagao
do parasito, observamos que, em células BeWo e HTR-8/SVneo tratadas com hemina, os
indices de proliferacdo de 7. gondii foram elevados, significativamente. Na linhagem BeWo
este efeito foi verificado em células tratadas com o indutor nas doses de 80, 100 ou 200uM,

ao passo que na linhagem HTR-8/SVneo, o fendmeno foi evidenciado quando as células
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foram estimuladas com a porfirina, a 40, 80 ou 100uM. Constatamos também que o
parasitismo em células BeWo estimuladas com hemina a 10 e 40uM, e em células HTR-
8/SVneo, na dose de 10uM, nao sofreu alteragdes em suas taxas, possivelmente em virtude de
estas menores doses ndo terem refletido em uma eficiéncia significativa na inducao da
enzima, em oposi¢cdo as mais elevadas, eficazes em beneficiar a replicacdo do parasito. Além
disso, especificamente em células HTR-8/SVneo, a dose de 200uM de hemina ndo aumentou
a proliferacao de 7. gondii, fato este que pode ter vinculo com um provavel comprometimento
celular, em virtude do potencial pré-oxidante que a heme apresenta a variados tipos celulares,
quando em excesso (WEGIEL; HAUSER; OTTERBEIN, 2015), impedindo desta forma, a
regulacdo positiva dos provaveis mecanismos celulares alterados em favor do parasitismo.

Em investiga¢des anteriores de nosso grupo, Araujo e colaboradores (2013) verificaram
um efeito oposto exercido pelo tratamento com hemina em camundongos C57BL/6 infectados
pela cepa ME49 de T. gondii, os quais apresentaram significativa redu¢do da carga parasitaria
intestinal frente ao estimulo com a porfirina, de maneira dependente da expressdo da enzima
IDO. Este mesmo estudo ainda verificou que o tratamento prévio de taquizoitas da cepa RH
de 7. gondii com hemina, ndo alterou sua posterior proliferacio em células HelLa,
demonstrando que o tratamento com esta porfirina para a inducdo de HO-1, atua a nivel do
hospedeiro (ARAUJO et al., 2013). E plausivel supor, que as divergéncias entre a indugo in
vitro da proliferagdo de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo, e este controle do
parasitismo in vivo, ambos exercidos por hemina, sejam decorrentes das diferencas entre estes
modelos de estudo e das distingdes existentes entre os mecanismos de resposta imune a
infec¢do pelo parasito, presentes em humanos e murinos (SHER; TOSH; JANKOVIC, 2017).
Pode-se supor ainda que as diferentes cepas de 7. gondii reflitam pelo hospedeiro,
comportamentos diferenciais frente a inducdo de HO-1 por hemina, uma vez que, conforme
dados anteriores, as taxas de infeccdo de macrofagos murinos (células RAW 264.7), também
pela cepa RH de 7. gondii, foram aumentadas significativamente pelo tratamento destas
células com a porfirina (ARAUJO, 2011), estando de acordo com os nossos achados para
cé¢lulas BeWo e HTR-8/SVneo.

Sabe-se que HO-1 desempenha importante papel na sobrevivéncia celular, fato
confirmado por um estudo prévio no qual a enzima atou como um fator anti-apoptdtico em
células endoteliais murinas (2F-2B) e bovinas (BAECs), através do efeito protetor
desempenhado pelo CO, enquanto um dos subprodutos de sua atividade, agindo por meio da
ativacdo da via de sinalizacdo mediada por p38-MAPK (BROUARD et al., 2000). Além

disso, foi verificado anteriormente que a cepa RH de 7. gondii, de elevada viruléncia,
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demonstrou habilidade em inibir a morte celular por apoptose de suas células hospedeiras, por
induzir a redugdo da expressdo de seus fatores pro-apoptoticos, e elevar a sintese proteinas
anti-apoptoticas nas mesmas (HWANG et al., 2010; CHOI et al., 2011). Especialmente em
c¢lulas BeWo, os achados de Angeloni e colaboradores (2013) estabeleceram que a cepa
MEA49 de T. gondii esteve relacionada a um aumento dos indices morte celular por apoptose
nestas células, de forma dependente da produgao de citocinas pro-inflamatdrias e da elevada
expressao do marcador celular Fas/CD95, enquanto receptor para a indugdo de morte por
apoptose. Por outro lado, a cepa RH de 7. gondii foi capaz de bloquear a apoptose em células
BeWo, neste caso em associacdo a secrecdo de citocinas anti-inflamadrias ¢ aos maiores
indices de fosforilagio da MAPK do tipo ERK1/2 (ANGELONI et al., 2013).

Ao considerarmos o papel anti-apoptdtico desempenhado por HO-1, podemos especular
que o estimulo com hemina, para a indu¢ao da enzima, somado a capacidade inerente a cepa
RH do parasito de bloquear a apoptose no trofoblasto, tenha proporcionado um
microambiente adequado para o aumento da proliferacdo de 7. gondii em células BeWo e
HTR-8/SVneo, através do bloqueio da apoptose e consequente recuperacdo da sobrevivéncia
celular nestas linhagens, inferida anteriormente. Todavia, para a confirmacdo do real efeito
anti-apoptotico exercido por HO-1 em células BeWo e HTR-8/SVneo, que beneficiaria a
replicacdo do parasito, investigagdes adicionais serdo necessarias.

Ao verificarmos, portanto, que o tratamento de células BeWo e HTR-8/SVneo com
hemina induziu um aumento nos indices de replicagdo do parasito, nés buscamos, em seguida,
investigar quais seriam os possiveis efeitos gerados pela infec¢cao, bem como pelo tratamento
com hemina, na expressao proteica e na atividade funcional de HO-1.

Bilban e colaboradores (2009) foram os pioneiros em analisar a atuagao de HO-1 em
células BeWo e HTR-8/SVneo, simultaneamente, cuja expressao esteve associada com uma
redu¢do dos perfis de motilidade migratoria destas células, desencadeada pela regulagao
positiva do receptor nuclear PPAR-y. Neste estudo, foi demonstrado também que células
BeWo expressaram niveis detectdveis e aumentados de HO-1 em comparacdo as células
HTR-8/SVneo, nas quais, em condigdes normais, a expressao de HO-1 foi indetectavel. Em
virtude destes comportamentos por células BeWo e HTR-8/SVneo, a investiga¢do acerca da
influéncia da enzima na motilidade do trofoblasto, so6 se fez possivel, no trabalho citado, pela
realizagdo de um “knockdown” com perda de funcdo para HO-1 em células BeWo, e pelo
“knockin” com ganho de fun¢do em células HTR-8/SVneo (BILBAN et al., 2009).

Ao avaliarmos a expressdo da enzima por ambas as linhagens, verificamos que, quando

nao tratadas com hemina, células BeWo infectadas reduziram seus niveis de expressdo de
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HO-1, quando comparadas as células ndo infectadas, enquanto que células HTR-8/SVneo
infectadas, apenas apresentaram uma tendéncia de reducdo desta expressdo. De forma similar
aos nossos resultados para a linhagem BeWo, as células ARPE-19, que tiveram a expressao
de HO-1 induzida por H,0O,, também reduziram a expressao da enzima frente a infec¢ao por
T. gondii, como um mecanismo de sobrevivéncia do proprio parasito em um contexto de
estresse oxidativo (CHOI et al., 2011). Contudo, de forma distinta aos nossos achados, o
niimero de células com expressdo positiva para HO-1 (HO-1") encontradas nos pulmdes de
animais C57BL/6 infectados por 7. gondii foi superior ao encontrado no mesmo 6rgao de
animais nao infectados (ARAUIJO et al., 2013). Novamente, estas relagdes estabelecidas com
os trabalhos citados sugerem que, ao menos em células BeWo, os mecanismos desencadeados
por HO-1 que possam estar vinculados ao aumento do parasitismo por 7. gondii e a reducao
de sua expressdo frente a infecgdo, sejam distintos daqueles desencadeados no modelo murino
de susceptibilidade ao parasito.

As investigagdes desenvolvidas por Tachibana e colaboradores a respeito do papel de HO-
1 na infec¢do de células trofoblasticas gigantes (TG) murinas por B. abortus (2008) e por L.
monocytogenes (2011), estdo de acordo com nossos dados em células BeWo infectadas por 7.
gondii. Nos trabalhos citados, a presenca de HO-1 conferiu um papel benéfico as células TG
murinas, bem como as fémeas de camundongos gestantes, na protecdo contra a morte celular
e aborto, respectivamente, decorrentes de tais infecgdes bacterianas. Além disso, quando
infectadas, estas células reduziram seus niveis de expressao de HO-1, em funcdo da patogenia
desenvolvida por estas bactérias (TACHIBANA et al., 2008; 2011). De acordo com o exposto
acima e tendo em vista o papel citoprotetor desempenhado pela enzima, uma hipotese seria
que a reducao da expressdo de HO-1 por células BeWo na presenca de 7. gondii, represente
um mecanismo desenvolvido pelo proprio trofoblasto em resposta a infec¢do, uma vez que
quando estimuladas com hemina, os indices de parasitismo em células BeWo e HTR-8/SVneo
amentaram de forma significativa, demonstrando que 7. gondii é capaz de se utilizar de HO-1
e de seus efeitos citoprotetores, de algum modo, a seu favor.

Ao serem tratadas com hemina, células BeWo aumentaram de forma consideravel a
expressao de HO-1, independente da infeccdo, ao passo que nesta mesma condicdo de
estimulo, células HTR-8/SVneo ndo alteraram seus niveis de expressao para a enzima, sendo
que, quando relacionados com cé¢lulas BeWo tratadas, os indices de expressao de HO-1
observados em células HTR-8/SVneo expostas a hemina foram expressivamente menores. Foi
demonstrado previamente que o trofoblasto extraviloso (CTe) apresentou quantidades

expressivas de HO-2, na medida em que ao ser avaliado quanto a expressao de HO-1, este
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tipo celular demostrou baixos niveis de detec¢do para esta isoforma induzivel (BARBER et
al., 2001). Diante do fato de que, em condigdes normais, células HTR-8/SVneo ndo
expressam HO-1 (BILBAN et al., 2009), embora a tenhamos detectado em baixos niveis,
pode-se sugerir que nesta linhagem celular, tanto a infeccdo quanto os efeitos gerados pelo
tratamento com hemina ndo tenham atuado a nivel da expressao de HO-1, por provavelmente
HO-2 ser a isoforma predominante em células de CTe, como HTR-8/SVneo. Esta hipotese
pode ser sustentada por evidéncias anteriores de que células HTR-8/SVneo, em condi¢des
normais ou de hiperoxia (20% de O;), expressaram maiores niveis HO-2 em relagdo a HO-1
(APPLETON et al., 2003). Portanto, assim como realizadas para HO-1, novas investigagdes
acerca do papel de HO-2 na infec¢do de células HTR-8/SVneo por 7. gondii, sao necessarias.
Posteriormente, ao avaliarmos o perfil de atividade da enzima relacionado a expressao da
isoforma HO-1 em ambas as linhagens, verificamos que em células BeWo e HTR-8/SVneo
infectadas o tratamento com hemina elevou os indices de atividade da enzima, baseados na
produgdo de bilirrubina apds o estimulo das células com a porfirina. Em seguida, quando
analisadas em parametros comparativos, células HTR-8/SVneo apresentaram menores taxas
de atividade de HO-1, quando relacionadas as células BeWo em todas as condi¢des de
mensura¢do de bilirrubina. Por fim, ao serem avaliadas quanto ao efeito especifico gerado
pela infecgdo, a atividade de HO-1, validada pela produgdo de bilirrubina, foi reduzida em
células BeWo expostas a T. gondii, e inalterada em células HTR-8/SVneo também infectadas.
Embora em um distinto contexto de investigacdo, Appleton e colaboradores (2003)
também verificaram que a atividade funcional da enzima ndo foi alterada em células HTR-
8/SVneo frente as diferentes tensdes de O,, fazendo-nos supor que além da baixa e pouco
alterada expressao de HO-1 por esta linhagem, esta isoforma possa também desempenhar uma
reduzida funcdo catalitica neste modelo celular, confirmada por nossos achados de que estas
células demonstraram menor quantidade de bilirrubina total secretada, quando comparadas as
c¢lulas BeWo. Contudo, de modo distinto deste nosso resultado, Araujo e colaboradores
(2013) evidenciaram através da dosagem dos niveis séricos de bilirrubina, em camundongos
BALB/c e C57BL/6, que a atividade de HO-1 foi aumentada na preseng¢a de 7. gondii,
associada, ou ndo, com o tratamento por hemina, o qual foi capaz de reduzir o parasitismo
pulmonar, em ambas as linhagens de camundongos, e intestinal, nos animais C57BL/6. Com
base na mesma hipotese justificativa para a acdo diferencial de hemina sobre o parasitismo,
estas diferengas observadas acerca do comportamento funcional de HO-1 provavelmente
estdo vinculadas aos distintos mecanismos de controle da infec¢do por 7. gondii, tanto entre

modelos in vitro e in vivo, quanto entre humanos e camundongos. Além disso, a expressao e a
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atividade de HO-1 podem se comportar de maneiras distintas, levando a consequéncias
benéficas ou prejudiciais, dependendo do contexto de exposi¢do infecciosa ao qual o
hospedeiro estd exposto (CHUNG; HALL; PERELLA, 2009; RIQUELME et al., 2016).

Temos evidenciado at¢ o momento que HO-1 se comporta de diferentes maneiras em
c¢lulas BeWo e HTR-8/SVneo, refletindo as diferencas existentes ja estabelecidas entre estes
modelos de trofoblasto viloso e extraviloso, respectivamente (BILBAN et al., 2010;
SZKLANNA et al.,, 2017). No contexto em que a infec¢do por 7. gondii ¢ a indugdo
enzimatica de HO-1 por hemina influenciaram nos padrdes de expressao e atividade de HO-1
por células BeWo, em células HTR-8/SVneo estes mesmos fatores ndo alteraram
expressivamente o padrdo funcional desta enzima. Apesar destas constatagdes, o estimulo
com hemina beneficiou a proliferacdo de 7. gondii em ambas as células, gerando novos
questionamentos acerca dos provaveis mecanismos que estariam envolvidos com este
comportamento distinto de HO-1, entre estas linhagens celulares.

Sabe-se que o sucesso inicial da infec¢ao por 7. gondii, em diferentes modelos celulares,
esta associada a ativacdo imediata e diferencial das proteinas de sinaliza¢do pertencentes a via
das MAPK (VALERE et al., 2003; DENKERS et al., 2004; KIM et al., 2006). Foi mostrado
que, em infeccdo de macréfagos murinos BMDMs, a cepa RH de T. gondii ativou a
fosforilagdo das MAPK, p38-MAPK, JNK e ERK1/2 dentro de 10 a 20 minutos, sendo que,
em seguida, ocorreram as desfosforilacdes de p38-MAPK e ERK1/2, dentro de 30 minutos, e
de JNK, em 60 minutos (KIM; BUTCHER; DENKERS, 2004). Além disso, em infecgao
também pela cepa RH do parasito, células HeLa apresentaram fosforilagdo elevada de p38-
MAPK as 6 horas, sendo que a 1 hora, JNK e ERKI1/2 também foram ativadas, mas
seguidamente desfosforiladas as 6 horas de exposi¢ao ao parasito (KIM et al., 2006).Uma vez
que a expressdo e atividade de HO-1 também se utilizam dos mecanismos intracelulares
mediados pelas MAPK, para atuaram em variados contextos biologicos de maneira
“upstream” elou “downstream” (RYTER; ALAM; CHOI, 2006), nds nos propusemos a
avaliar a ativacao desta via em cé¢lulas BeWo e HTR-8/SVneo, pela detec¢ao da fosforilagao
de seus componentes candnicos, as proteinas p38-MAPK, JINK e ERK1/2.

Nossos dados revelaram que, quando infectadas pelo parasito e ndo tratadas com hemina,
células BeWo e HTR-8/SVneo ndo alteraram de forma significativa os indices de ativacao de
JNK e ERKI1/2, contudo, ambas as linhagens infectadas demonstraram redugdes na
fosforilagdo de p38-MAPK, em relacdo as células ndo infectadas. Estudos anteriores
demonstraram que a participacdo de p38-MAPK ¢ relevante a proliferacdo de 7. gondii em

fibroblastos humanos (HFF) (WEI et al., 2002), portando-se como alvo estratégico da evasao



76

desenvolvida pelo parasito, mas participando também na resposta imune celular contra a
infecgao (MASON et al., 2004; KIM et al., 2005; BRAUN et al., 2013).

Hashino e colaboradores (2015) demonstraram que a infec¢ao de células TG murinas por
L. monocytogenes esteve associada a desfosforilagdo das trés classes de MAPK hospedeiras,
JNK (de 1 as 6 horas), p38 e ERK1/2 (0,5 as 6 horas), apés a infeccdo, sendo que neste
contexto, a reducao da expressdo de HO-1, também frente a infecg¢@o bacteriana, esteve ligada
a desativacao especifica de JNK e ERKI1/2 nestas células. Mondcitos humanos THPI
infectados com a cepa RH de 7. gondii mostraram uma fosforilagao precoce dos trés tipos de
MAPK aos 5 minutos de infecgdo, sendo este efeito expressivo no tempo maximo de 60
minutos com posterior decaimento da fosforilagdo a partir de 2 horas, para p38-MAPK e JNK
especificamente (VALERE et al., 2003). Foi demonstrado anteriormente que o antigeno
solavel de T. gondii (STAg), cepa RH, ndo alterou a fosforilagdo de ERK1/2 em células
BeWo observadas 24 horas apds o tratamento (BARBOSA et al., 2014). Em nosso trabalho a
desfosforilagdo evidente de p38-MAPK as 24 horas de infec¢do pelo parasito, em ambas as
linhagens celulares, pode estar envolvida com a menor expressdao de HO-1, especialmente em
células BeWo. Apesar de ndo termos observado desfosforilacdo siginificativa de JNK e
ERK1/2 nestas células, ndo podemos descartar a participagdo dessas MAPK no contexto da
atuacdo de HO-1 no trofoblasto, devido ao tempo de observacdo posterior a infeccao pelo
parasito, aqui empregado. Embora se trate de um microambiente distinto ao abordado por
nosso estudo, os achados estabelecidos por Choi e colaboradores (2011) corroboram aos
nossos resultados, uma vez que ao investigarem a infec¢do das células epiteliais retinianas
ARPE-19 por T. gondii, estes autores concluiram que a queda na expressao de HO-1 frente ao
parasitismo foi dependente da fosforilacdo reduzida de p38-MAPK, demonstrando, de forma
importante, que atuacdo de HO-1 ¢ dependente da ativagdo desta via de sinalizagdo,
especialmente na presenca de 7. gondii.

Verificamos ainda que, quando infectadas, cé¢lulas BeWo tratadas com hemina elevaram
de forma significativa a fosforilagdo de p38-MAPK, ao passo que células HTR-8/SVneo
expostas as mesmas condi¢des demonstraram a capacidade de ativar a fosforilagdo de outra
MAPK, neste caso, a JNK. Previamente, Lee e Chau (2002) elucidaram que os efeitos anti-
inflamatérios desencadeados por IL-10 em macrofagos murinos primarios sao mediados pela
atividade citoprotetora de HO-1. Neste estudo, constatou-se também que a indugdo da
expressao de HO-1 por IL-10, em linhagem de macrofagos murinos (células J774), foi
dependente da fosforilagdo de p38-MAPK (LEE; CHAU, 2002). Posteriormente, foi

demonstrado que a indu¢do de HO-1 pelo peptideo natriurético atrial (ANP) em células
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endoteliais humanas (HUVEC), foi dependente da ativacdo de ERK1/2 e de JNK associada a
proteina ativadora-1 (JNK/AP-1), enquanto fator de transcricdo desta ultima quinase
(KIEMER et al., 2003). E importante salientar que as verificagdes acima citadas, relatam um
papel “usptream” da via das MAPK sobre a expressao de HO-1, embora, por outro lado, as
quinases pertencentes a esta via de sinalizacdo também possam ser requeridas para atuacao
fisioldgica dos subprodutos provenientes da atuacdo da enzima, como o CO, de maneira que a
ativacdo das MAPK pode também se configurar como “downstream” em relagdo a atividade
de HO-1 (BROUARD et al., 2000; RYTER; ALAM; CHOI, 2006).

Com base nestes fatos, os dados obtidos por nds sugerem que a indu¢do de HO-1 por
hemina esteja induzindo a fosforilacdo de p38-MAPK em cé¢lulas BeWo, e de JNK em células
HTR-8/SVneo, embora tenhamos detectado anteriormente que, nesta Ultima linhagem celular,
a expressao ¢ atividade da enzima ndo foram significativas. Desta maneira, em virtude de tais
vias serem importantes a sobrevivéncia do parasito e a atividade de HO-1, ao recruta-las para
sua atuacao, o tratamento com hemina demonstrou ser favoravel a proliferacao de 7. gondii.

No presente trabalho, a participacao de ERK1/2 foi também avaliada, por serem MAPKs
de importante papel na inducdo de HO-1 (RYTER; ALAM; CHOI, 2006) e na infeccao por 7.
gondii (DENKERS et al., 2004; KIM et al.,, 2006). Até o presente momento, dados
experimentais acerca da atuacao de alguma das trés proteinas MAPKSs, na infec¢ao de células
HTR-8/SVneo pelo parasito, sdo inexistentes. Todavia, foi verificado em células BeWo que o
bloqueio da via de sinalizacdo que resulta na fosforilagdo de ERK1/2, através do farmaco
inibidor PD98059, reduziu os indices de proliferacdo dos taquizoitas RH de 7. gondii,
sugerindo que a atuagdo desta via em células trofoblésticas vilosas seja importante a
sobrevivéncia do parasito (BARBOSA et al.,, 2014). Observou-se ainda que, durante a
infec¢do por esta cepa do parasito, a qual possui capacidade inibidora da morte celular por
apoptose em células BeWo, a fosforilagdo de ERK1/2 se comportou como um evento anti-
apoptotico nesta linhagem celular, uma vez que a mesma foi aumentada significativamente de
2 a 24 horas apos a infec¢ao (ANGELONI et al., 2013). Ao avaliarmos a ativacdo de ERK1/2
em nosso contexto, obtivemos os dados de que o padrdo de ativagdo desta quinase, por células
BeWo e HTR-8/SVneo, nao se alterou nas diferentes condigdes analisadas, tanto em infecgao
por T. gondii quanto frente ao estimulo com hemina. Dados de um trabalho anterior
demonstram que hemina induz e sustenta a fosforilagdo de ERK1/2 em células endoteliais
HUVEC, levando a consequente expressao de HO-1 por estas células (CHEN et al., 2007).

De maneira contraria as evidéncias apresentadas, podemos sugerir que a ativagdo ERK1/2

ndo tenha uma contribuicdo evidente nos mecanismos de atuacdo por HO-1 em nosso
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contexto, ao se levar em consideragdo que as fosforilagdes de p38-MAPK e JNK mostraram
maior envolvimento com o papel da enzima em células BeWo e HTR-8/SVneo,
respectivamente, apesar de se ter o conhecimento acerca da importancia de ERK1/2 na
infecc¢do de células BeWo por 7. gondii (ANGELONI et al., 2013; BARBOSA et al., 2014).

A expressao e a atividade de HO-1 também demonstram estar associadas aos mecanismos
de resposta imunolodgica, sendo capazes de regular os perfis de producdo e secrecdo de fatores
pré e anti-inflamatorios (reguladores), a depender dos tipos de injurias, de natureza infecciosa
ou nao, as quais células e tecidos sao submetidos (KAPTURCZAK et al., 2004; RYTER;
ALAM; CHOI, 2006; MA et al., 2007; HUALIN et al., 2011). Durante as fases do periodo
gestacional, as isoformas de HO, especialmente HO-1 por seu carater induzivel, sdo expressas
pelo trofoblasto a fim contribuirem para a regulacdo das reacdes imunes no microambiente
placentério, garantindo um “status” de tolerancia imunologica diferencial, benéfica a gestacao
(SOLLWEDEL et al., 2005; ZENCLUSSEN et al., 2007). Importantes estudos prévios
estabeleceram que, frente a infeccao por 7. gondii, células BeWo e HTR-8/SVneo sdo capazes
de alterar seu padrao de secrecao de citocinas, importantes ao funcionamento do trofoblasto
(SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016), na tentativa de controlarem a replica¢dao do parasito e
amenizarem os efeitos gerados pela infeccdo (FRANCO et al., 2011; CASTRO et al., 2013;
BARBOSA et al., 2015; GUIRELLI et al., 2015; SILVA et al., 2017). Com o intuito de
determinarmos quais possiveis citocinas relacionadas a infeccdo destas células por 7. gondii
estariam associadas a expressdo e atividade de HO-1, por noés evidenciadas, os niveis de
secrecao de MIF, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF por células BeWo e HTR-8/SVneo, expostas as
diferentes condi¢des experimentais, foram quantificados.

Previamente foi evidenciado que células BeWo elevaram a produgdo de MIF em resposta
a infeccdo por 7. gondii, e que a presenca desta citocina esteve associada ao controle do
parasitismo em mondcitos humanos THP-1 (CASTRO et al., 2013). Entretanto, ao avaliarmos
a producdo de MIF por células BeWo infectadas ou nao, e tratadas com hemina ou ndo, nao
obtivemos niveis detectaveis em sua secrecao, sugerindo que esta citocina possa ndo estar
associada as fun¢des de HO-1 pelo trofoblasto. Além disso, em dados prévios, foi observado
que a infeccdo por 7. gondii, por si s6, ndo gerou alteracdo significativa na producao de MIF
pela linhagem BeWo, a qual so foi aumentada significativamente, pelo estimulo ex6geno com
prostaglandina E, (PGE,), produto metabolito resultante da via de atuacdo desencadeada por
MIF (BARBOSA et al., 2014). As evidéncias apresentadas nos ddo suporte para a realizacao
de novas andlises experimentais, que possam esclarecer os motivos pelos quais tanto células

BeWo infectadas quanto nao infectadas ndo apresentaram secre¢do detectavel de MIF. Sendo
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assim, a ndo deteccdo de MIF em nossas investigacdes para células BeWo expostas a infec¢ao
por T. gondii, caracteriza nossos dados como controversos aos ja consolidados na literatura.

Por outro lado, ao avaliarmos a producdo desta citocina por células HTR-8/SVneo, um
aumento expressivo de sua secre¢do em infeccdo por 7. gondii foi observado, de modo
independente ao tratamento com hemina. Guirelli e colaboradores (2015) verificaram que
c¢lulas HTR-8/SVneo infectadas pela cepa RH de T. gondii, e isentas de quaisquer estimulos,
ndo apresentaram diferencas em suas concentragdes de MIF quando comparadas as células
nao infectadas, o que caracteriza nosso resultado, observado nestes mesmos parametros, como
contraditorio. Entretanto, o trabalho citado se utilizou de um método alternativo conhecido
por: assinatura de citocinas, capaz detectar populagdes celulares “baixo” ou “alto” produtoras
de citocinas (SILVA et al., 2011). Através deste método foi demonstrado que células HTR-
8/SVneo infectadas por 7. gondii, e estimuladas com meio condicionado (sobrenadante de
cultivo celular) proveniente de macréfagos (diferenciados de mondcitos THP-1) infectados
pelo parasito, foi capaz de aumentar sua populacdo alto secretora de diferentes citocinas,
dentre elas MIF, como uma provavel estratégia utilizada por esta cepa do parasito em
bloquear a apoptose de células trofoblasticas extravilosas, em favor de sua sobrevivéncia
(GUIRELLI et al., 2015). A partir destes fatos, conclui-se que novas investigagdes sao
necessarias para se determinar com exatiddo por quais mecanismos células HTR-8/SVneo
respondem a infeccdo por 7. gondii, aumentando as concentracdes de MIF secretadas, como
evidenciado por nossos resultados, ou ampliando sua populagdo celular alto produtora para
esta citocina, como visto por Guirelli e colaboradores (2015).

Em outras importantes analises prévias, verificou-se que a produc¢do de MIF por explantes
de vilos placentarios humanos de primeiro trimestre gestacional foi aumentada pelo estimulo
com STAg (FERRO et al., 2008) e que, além disso, a secrecdo desta citocina e o controle do
parasitismo pela mesma foram mais expressivos em vilos de primeiro trimestre, se
comparados aos vilos corionicos de terceiro trimestre (GOMES et al., 2011). Juntas, estas
evidéncias suportam nosso dado acerca da maior producao de MIF por células HTR-8/SVneo
quando em infec¢do por 7. gondii. Embora ndo tenhamos detectado uma influéncia concreta
exercida por hemina na produ¢do de MIF em células HTR-8/SVneo, em outro contexto, o
papel citoprotetor de HO-1 demonstrou reduzir a atividade inflamatéria desempenhada por
MIF, através da diminuicdo de sua produgdo em macrofagos RAW 264.7 estimulados com
LPS e pelo controle da injiria pulmonar aguda induzida por endotoxina em camundongos
BALB/c, nos quais a indu¢do de HO-1 reduziu a inflama¢do mediada pela associagdo entre

MIF e TLR4 (YIN et al., 2010).
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Quando avaliada pelo presente estudo, a produgdo de IL-6 por células BeWo e HTR-
8/SVneo se mostrou aumentada em infecgdo por 7. gondii, estando de acordo com resultados
obtidos anteriormente, os quais conferiram uma importancia a esta citocina secretada pelo
trofoblasto, para o controle do parasitismo (CASTRO et al., 2013; BARBOSA et al., 2014;
2015; GUIRELLI et al., 2015). Na presenca de 7. gondii e ao serem estimuladas por hemina,
cé¢lulas BeWo e HTR-8/SVneo elevaram a producdo desta citocina em relagdo as células
também infectadas e ndo tratadas, sugerindo que IL-6 esteja vinculada a atuacao de HO-1. Por
outro lado, o maior parasitismo verificado em células tratadas com hemina, possa também
estar atuando positivamente na maior indugdo da producdo desta citocina. Além disso,
verificamos também que o proprio tratamento com hemina em células HTR-8/SVneo nao
infectadas, foi capaz de amplificar a liberagao de IL-6, refor¢ando nossa hipotese de que,
nestas células, a producdo deste mediador possa ser desencadeada pela atuacao de hemina.

Estudos anteriores demonstraram que IL-6 sintetizada por células BeWo se comportou
como um fator pro-inflamatoério para a reducdo da prolifera¢do de 7. gondii (CASTRO et al.,
2013; BARBOSA et al., 2015). Entretanto, sabe-se que IL-6 atua de maneira pleiotropica
dependendo do contexto bioldgico em que estd inserida, podendo se comportar como uma
citocina de carater pr6 ou anti-inflamatério (KAMIMURA; ISHIHARA; HIRANO, 2003),
especialmente no microambiente gestacional (DEALTRY; O’FARRELL; FERNANDEZ,
2000; ZENCLUSSEN et al., 2007). Além disso, considerando-se o papel anti-inflamatério
desempenhado por HO-1, ¢ plausivel supor uma relacdo de interdependéncia entre a enzima e
IL-6, sustentada tanto pelos resultados por nds obtidos, quanto por dados anteriores de que o
estimulo com esta citocina foi capaz de induzir a expressao de HO-1 por macréfagos humanos
diferenciados de monocitos (RICCHETTI; WILLIAMS; FOXWELL, 2004). Logo, podemos
sugerir que a indu¢do de HO-1 em células BeWo e HTR-8/SVneo tenha conferido a IL-6 um
comportamento protetor a sobrevivéncia celular, possivelmente utilizado como mecanismo de
evasdo por 7. gondii, na medida em que esteve relacionado com a elevacao dos indices de
proliferagdo do parasito nestas células. Contudo, ¢ valido salientar que, frente a infec¢ao por
T. gondii, a producdo de IL-6 deve ser bem controlada, visto que camundongos C57BL/6
deficientes em SOCS-3, e suas linhagens de neutréfilos e macréfagos, infectados com a cepa
Prugniaud (PRU), foram susceptiveis a infeccao pelo parasito, sendo que esta susceptibilidade
esteve associada a alta producdao de IL-6 como potente antagonista da producao de IL-12
(WHITMARSH et al., 2011).

De maneira semelhante a IL-6, quando células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas por T.

gondii foram tratadas com hemina, os niveis de secrecdo de IL-8 foram também aumentados
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em comparacdo com cé¢lulas infectadas, mas ndo estimuladas com a porfirina. Especialmente,
a produgdo de IL-8 por células HTR-8/SVneo infectadas foi expressivamente maior frente ao
estimulo com hemina, quando comparada a sua produgdo por estas c€lulas infectadas e nao
tratadas. Ainda nas condig¢des analisadas, células HTR-8/SVneo produziram maiores niveis de
IL-8 em relagdo as células BeWo, especialmente quando infectadas e tratadas.

Kim e colaboradores (2001) demonstraram que, na presenca de 7. gondii, células HeLa
elevaram a produgdo da proteina quimiotatica de monocitos (MCP)-1 e de IL-8, enquanto
quimiocinas importantes ao recrutamento de células inflamatorias que exercem um controle
da infeccdo pelo parasito. Além disso, observou-se que a produgdo de IL-8 por células
deciduais estromais (DSCs), atuou em células BeWo amplificando seu potencial invasivo
(RYU et al., 2017), fendmeno similar ao observado em células HTR-8/SVneo estimuladas de
forma exdgena com esta quimiocina (JOVANOVIC et al., 2010). Embora se tenham
evidéncias de que HO-1 se comporte como um fator de regulagdo negativa da migracao de
células BeWo ¢ HTR-8/SVneo (BILBAN et al., 2009), sabe-se que células de CTv estdo
particularmente envolvidas com os suprimentos metabdlicos ao embrido/feto, enquanto que as
células de CTe estdo intimamente ligadas a placentacdo adequada, em virtude de sua ampla
capacidade invasiva (ABOU-KHEIR et al., 2016). Neste sentido, podemos supor que o
aumento da secre¢do de IL-8 por células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas e tratadas com
hemina, remonte & uma possivel estratégia utilizada por estas c€lulas, em resposta a elevagao
do parasitismo, para o recrutamento de células inflamatdrias a interface materno-fetal com
vistas ao controle da replicacdo de 7. gondii. Apesar de possuirem fundamentos teoricos,
investigacdes futuras serdo necessarias para avaliar e confirmar as hipdteses aqui discutidas.

Embora as citocinas IL-10 e TNF sejam relevantes aos diferentes contextos inflamatorios
em que HO-1 estd inserida (TAMION et al., 1999; LEE; CHAU, 2002; RICCHETTI,
WILLIAMS; FOXWELL, 2004), bem como aos mecanismos de resposta imune a infeccao
por T. gondii (DENKERS; GAZZINELLI, 1998), no presente estudo, ndo detectamos a
producao destes mediadores por células BeWo e HTR-8/SVneo, nas condigdes experimentais
avaliadas, o que esta de acordo com verificagdes anteriores de que estas linhagens celulares
normalmente produzem infimas ou indetectaveis concentracdes destes mediadores (CASTRO
etal., 2013; BARBOSA et al., 2014; GUIRELLI et al., 2015).

Durante a infec¢ao por 7. gondii, a sintese de 6xido nitrico (NO) por cé€lulas inflamatérias
representa um importante mecanismo de resisténcia ativado pela reposta imune do
hospedeiro, a fim de controlar a infec¢do pelo parasito (SCHARTON-KERSTEN et al., 1997;
YAROVINSKY, 2014; SASAIL;, PRADIPTA; YAMAMOTO, 2018). Além disso, a
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disponibilidade de NO ¢ capaz de estabelecer uma relagdo de interdependéncia com a
expressdo de HO-1, para a garantia da protecdo celular em diferentes contextos de injuria e
inflamagao (BOUTON; DEMPLE, 2000; MORSE; CHOI, 2005; PAE et al., 2010). Logo, a
fim de avaliarmos uma possivel producao de NO por células BeWo e HTR-8/SVneo, nas
condi¢des de infeccdo por 7. gondii e de indugdo de HO-1, os niveis de nitrito, enquanto
subproduto da conversdo quimica deste mediador, foram quantificados.

Finalmente, nossas andlises revelaram que células BeWo e HTR-8/SVneo nao
apresentaram niveis detectaveis de nitrito, em quaisquer condi¢des avaliadas, demonstrando
que, possivelmente, nestas linhagens celulares a sintese de NO ndo esta envolvida nos
mecanismos que acarretaram no aumento do parasitismo decorrente da indu¢ao de HO-I.
Embora dados de um estudo prévio tenham evidenciado a expressao de sua sintase induzivel
(INOS) por células trofoblasticas humanas (HAMBARTSOUMIAN; SRIVASTAVA;
SEIBEL, 2001), a ndo produg¢do de NO por nds evidenciada corrobora com evidéncias ja
estabelecidas de que este mediador ndo esteve presente em células BeWo infectadas por T.
gondii (PFAFF et al., 2005).

No presente estudo, ao investigarmos a participagdo funcional de HO-1, na infeccao de
células trofoblasticas humanas vilosas e extravilosas humanas por 7. gondii, reunimos
evidéncias de que o tratamento com hemina favoreceu a proliferacao do parasito em ambas as
populagdes celulares, embora tenha exercido este papel, através de mecanismos parcialmente
distintos entre estes tipos de células trofoblasticas. Na linhagem BeWo, o estimulo com
hemina foi capaz de aumentar o parasitismo, envolvendo altera¢cdes na expressao e atividade
da enzima, possivelmente mediadas pela via de sinalizacdo sustentada por p38-MAPK. Na
linhagem HTR-8/SVneo, hemina também foi capaz de favorecer o parasitismo, de forma
supostamente associada ao recrutamento da sinalizacdo mediada pela MAPK do tipo JNK,
embora de forma diferenciada a outra linhagem trofoblastica avaliada, estas células
extravilosas nao tenham alterado a expressao e atividade de HO-1 em resposta a infecgao.

Os resultados aqui apresentados podem ser considerados como contribui¢des iniciais ao
entendimento da influéncia de HO-1 na infec¢do congénita causada por 7. gondii. Todavia, a
fim de se alcangar novas alternativas preventivas e/ou terapéuticas para o tratamento da
toxoplasmose congénita, novas investigagdes serao necessarias para uma melhor compreensao
acerca da participacdo concreta de HO-1 na infeccdo de células trofoblasticas por 7. gondii,
bem como para uma determinacgdo exata de quais mecanismos intracelulares “upstream” e/ou

“downstream” estdo envolvidos com a atuacdo desta enzima, no contexto investigado.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

- A viabilidade de células BeWo ¢ HTR-8/SVneo ¢é reduzida frente aos tratamentos com
hemina, porfirina indutora de HO-1. Além disso, células BeWo tratadas sao mais resistentes a

redugdo da viabilidade, em relagdo as células HTR-8/SVneo também tratadas;

- A susceptibilidade de células BeWo e HTR-8/SVneo a infecg¢do por 7. gondii é aumentada
pelo tratamento com hemina, uma vez que os estimulos com a porfirina elevam os indices de

proliferagao do parasito nestas células trofoblasticas;

- Células BeWo reduzem a expressao de HO-1 frente a infec¢do por 7. gondii, ¢ a aumentam
sob influéncia de hemina, ao passo que a expressdo da enzima em células HTR-8/SVneo,

permanece inalterada;

- A atividade funcional de HO-1 em células BeWo ¢ reduzida frente a infec¢do por 7. gondii e

inalterada em células HTR-8/SVneo

- Em infecgdo por 7. gondii, a expressao de HO-1 em células BeWo estd vinculada com a
ativacdo de p38-MAPK, ao passo que em células HTR-8/SVneo, o tratamento com hemina

aumenta a fosforilagao de JNK;

- Células BeWo ¢ HTR-8/SVneo aumentam as secreg¢oes das citocinas IL-6 e IL-8 em

infeccdo por 7. gondii, associada, ou ndo, ao estimulo com hemina;

- Células HTR-8/SVneo aumentam a produg¢do de MIF frente a infec¢do por 7. gondii,

independentemente do tratamento com hemina;

- O mecanismo dependente da producgdo de 6xido nitrico (NO) para o controle da infec¢do por

T. gondii, ndo atua em células BeWo e HTR-8/SVneo.
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COMUNICADO SOBRE PESQUISA COM USO DE CELULAS ADQUIRIDAS
COMERCIALMENTE

COMUNICADO N°. 13/2012

O COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS COMUNICA QUE
AS PESQUISAS CUJOS DADOS SERAO OBTIDOS EXCLUSIVAMENTE COM O
USO DE CELULAS ADQUIRIDAS COMERCIALMENTE NAO NECESSITAM DE

ANALISE ETICA POR UM CEP.

EXEMPLOS DESSAS CELULAS: HeLa: BeWo: JEG-3; HTR-8; HFF: Caco-2.
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