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RESUMO

Na placentagdo inicial, as células de citotrofoblasto proliferam e diferencia-se por
fusdo celular para formar uma camada multinucleada, o sinciciotrofoblasto e também formam
o trofoblasto extraviloso que invade a mucosa uterina, fendmeno essencial para uma gestacao
de sucesso. No curso da gestagdo, a infeccdo causada por Toxoplasma gondii pode
desencadear manifestacdoes graves e potencialmente afetar o desenvolvimento fetal..
Diferencas na susceptibilidade de células trofoblasticas a infec¢do por 7. gondii devem ser
avaliadas para subsidiar o estabelecimento de novas abordagens terapéuticas capazes de
interferir no controle da infecgao fetal sem comprometer o sucesso da gestagdo. Assim, este
estudo teve como objetivo avaliar a susceptibilidade de citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto e
células de trofoblasto extraviloso a infec¢ao por 7. gondii e possiveis mecanismos celulares
envolvidos neste fendmeno. As células BeWo foram utilizadas como modelo de células de
citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto (apos processo de sincicializacdo usando Forskolin e
PMA), enquanto as células HTR-8/SVneo serviram como modelo de células de trofoblasto
extraviloso. As células foram cultivadas sobre laminulas redondas em placas de 6 pocos e
infectadas por taquizoitos de 7. gondii (cepa RH) por 24 horas adicionais. Em paralelo, os trés
tipos de células foram tratados com inibidor de quinase regulada por sinais extracelulares
(ERK)1/2 (PD98059) durante 3 horas e infectados por 7. gondii por adicionais 24 horas. Os
sobrenadantes foram coletados para avaliar o perfil das citocinas e as células para analisar
quanto ao indice de infec¢do, nimero total de parasitos e fosforilacdo de quinases reguladas
por sinais extracelulares (MAPKSs). Como resultado, as células HTR-8/SVneo apresentaram
maior susceptibilidade a infec¢do por 7. gondii quando comparadas as células de
sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto, enquanto que o sinciciotrofoblasto foi o tipo de célula

mais resistente a infeccdo parasitaria. Além disso, células de citotrofoblasto e



sinciciotrofoblasto produziram significativamente mais IL-6 do que as células HTR-8/SVneo.
Por outro lado, as células HTR-8/SVneo apresentaram maior fosforilagdo de ERK1/2 do que
as demais células trofoblasticas. A inibicdo de ERK1/2 reduziu a infeccdo por 7. gondii e
aumentou a produ¢do de IL-6 em células HTR-8/SVneo. Assim, ¢ possivel sugerir que as
cé¢lulas HTR-8/SVneo foram mais suscetiveis a infecgdo por 7. gondii provavelmente porque
essas células apresentaram maior fosforilagdo ERKI1/2 e menores niveis de IL-6 em
comparagdo com outras células trofoblasticas, sugerindo que esses mediadores podem ser

importantes para favorecer a infecgdo parasitaria neste tipo de populagdo celular placentaria.

Palavras Chaves: HTR8/SVNeo. Sinciciotrofoblasto. Citotrofoblasto. ERK1/2. Toxoplasma

gondii



ABSTRACT

During initial placentation, cytotrophoblast cells proliferate and differentiate by
cellular fusion to form a multinucleated layer, the syncytiotrophoblast, and also form
the extravilous trophoblast that invades the uterine mucosa, an essential phenomenon
for successful gestation. In the course of gestation, infection caused by Toxoplasma
gondii can trigger serious manifestations and potentially affect fetal development. .
Differences in the susceptibility of trophoblastic cells to 7. gondii infection should be
evaluated to support the establishment of new therapeutic approaches capable of
interfering in the control of fetal infection without compromising the success of
pregnancy. This study aimed to evaluate the susceptibility of cytotrophoblast,
syncytiotrophoblast and extravillous trophoblast cells to 7. gondii infection and possible
mechanisms involved in this process. BeWo line cells were used as model of
cytotrophoblast (before syncytialization process) and syncytiotrophoblast cells (after
syncytialization process by using forskolin and PMA), whereas human HTR-8/SVneo
cells served as model of extravillous trophoblast cells, according to previous studies.
Cells were cultured in coverslips into 6-well plates and infected by 7. gondii tachyzoites
(RH strain) for additional 24 hours. In parallel, the three cell types were treated with
extracellular signals regulated kinases (ERK) 1/2 inhibitor (PD98059) for 3 hours and
infected by 7. gondii for additional 24 hours. The supernatants were collected to
measure cytokine profile, and the cells analyzed for infection index, total number of
parasites and mitogen activated protein kinases (MAPKSs) phosphorylation. HTR-
8/SVneo cells showed the highest susceptibility to 7. gondii infection when compared to
syncytiotrophoblast and cytotrophoblast cells, whereas syncytiotrophoblast was the cell
type more resistant to the parasite infection. In addition, cytotrophoblast and

syncytiotrophoblast cells produced significantly more IL-6 than HTR-8/SVneo cells. On



the other hand, HTR-8/SVneo cells showed higher ERKI1/2 phosphorylation than
cytotrophoblast and syncytiotrophoblast cells. ERK1/2 inhibition reduced 7. gondii
infection and increased IL-6 production in HTR-8/SVneo cells. Thus, it is possible to
suggest that HTR-8/SVneo cells are more susceptible to 7. gondii infection likely
because these cells presented higher ERK1/2 phosphorylation and lower IL-6 levels
compared to other cells, suggesting that these mediators can be important to favor the

parasite infection in this type of trophoblastic population.

Keywords: HTR-8/SVneo cells. Syncytiotrophoblast. Cytotrophoblast. ERKI/2.

Toxoplasma gondii



INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii: caracteristicas gerais

Toxoplasma gondii é um protozoario parasito do Filo Apicomplexa, classe
Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidia e Familia Sarcocystidae (REY, 2001;
BLADER etal., 2015). Apresenta-se como um parasito intracelular obrigatdrio capaz de
infectar uma grande variedade de animais de sangue quente, incluindo os seres humanos
e alguns invertebrados. Os parasitos podem ser encontrados em varios tecidos, células
nucleadas e liquidos organicos como saliva, leite, esperma e liquido peritoneal
(NEVES, 2003; BLADER; SAEIJ, 2009; SHER, 2016).

Morfologicamente, 7. gondii apresenta uma estrutura arqueada, nicleo situado
na regido central do parasito, membrana interna dupla e externa simples, além de
organelas tipicas de eucariotos. Na regido anterior do parasito localiza-se o complexo
apical constituido por organelas caracteristicas do filo Apicomplexa, como condide,
anel polar, microtubulos subpeculiares, roptrias, micronemas e granulos densos
(NEVES, 2003; BLADER; SAEIJ, 2009). Algumas dessas estruturas sdo essenciais no
processo de adesdo e invasdo por 7. gondii na célula do hospedeiro. As micronemas sao
responsaveis pela secrecao de moléculas adesivas, chamadas de proteinas micronemais
transmembranas, que agem no reconhecimento ¢ na adesdo do parasito aos receptores
de superficie da célula hospedeira (BLADER; SAEIJ, 2009; PENG et al., 2011;
JIMENEZ-RUIZ et al., 2016; BASTOS et al., 2016).

Apds a adesdo de 7. gondii nas células do hospedeiro, inicia o processo de
penetracdo ativa na célula, que depende da presenca de miosina e actina do parasito e

dos microtibulos da célula do hospedeiro, esse processo ¢ rapido, finalizando-se em
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cerca de 15 a 75 segundos. Podem ser vistos movimentos de flexdo, rotagdo,
deslizamento, sempre tendo o conodide aderido a membrana da célula hospedeira
(MATUSCHEWSKI; SCHULER, 2008). Na etapa subseqiiente, ocorre a liberacio de
proteinas das roptrias que atuam alterando a membrana plasmatica da célula hospedeira,
tornando-a mais fluida, facilitando a internalizacdo do parasito (KIM; WEISS, 2004;
SIBLEY, 2004; GUBBELS; DURAISINGH, 2012).

Os granulos densos estdo associados a manutencdo e crescimento do parasito
dentro do vactolo parasitoforo, o qual ¢ formado pela membrana plasmatica da célula
do hospedeiro apés a invasdo do parasito (LALIBERTE; CARRUTHERS, 2008). Esses
granulos secretam glicoproteinas (GRA-1 a GRA-10) que sdo liberadas no vacuolo
parasitoéforo durante e apods a invasdo da célula hospedeira. Sdo responsdveis por
garantir uma fonte de nutri¢do ao parasito, além de impedirem a ligagdo dos lisossomos
ao vacuolo, auxiliando na evasdo do parasito a resposta imune proveniente do

hospedeiro (CARRUTHERS, 2002; CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007).

1.1.1 Formas infectantes

O parasito possui trés formas infectantes: taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas.
Os taquizoitas sdo encontrados dentro de vacuolos parasitoforos de diversas células,
como c¢lulas do sistema mononuclear fagocitario, células hepaticas, musculares,
submucosas e células nervosas, além de liquidos organicos (NEVES, 2003; TENTER,
2009; YAN, 2016). Estao presentes na forma aguda da infeccdo e podem se distribuir
por todos os orgaos, inclusive na placenta, podendo infectar o feto ou embrido pela via
transplacentaria. Os taquizoitas foram a primeira forma descrita do parasito € o seu
aspecto morfoldgico, em forma de arco, deu nome ao género. Apresenta-se com a forma

grosseira de banana ou meia-lua, com uma das extremidades mais afiladas e a outra
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arredondada (NEVES, 2003; TENTER, 2009; ALVES et al., 2009; SHER, 2016). Sao
formas pouco resistentes a agdo do suco gastrico, no qual sdo destruidos em pouco
tempo, e dependendo da imunidade do hospedeiro, transformam-se em bradizoitas
localizados em cistos teciduais (NEVES, 2003; SKARIAH et al., 2010; YAN, 2016).

Os bradizoitas (brady = lento), segunda forma infectante, sio morfologicamente
parecidos com os taquizoitas, porém os bradizoitas se multiplicam lentamente dentro do
cisto tecidual, cuja parede € resistente e elastica, sendo capaz de isolar os bradizoitas da
acdo dos mecanismos imunologicos do hospedeiro (REY, 2001; ALVES et al., 2009;
PRADO et al.,, 2011; YAN, 2016). Eles estdo presentes, em maior freqiiéncia, nos
tecidos musculares esqueléticos, nervosos e cardiacos, sdo formas que podem
permanecer vidveis nos tecidos por varios anos, caracterizando dessa forma a fase
cronica da infeccdo (NEVES, 2003; ELMORE et al., 2010; IHARA; NISHIKAWA,
2014; WHITE et al., 2014).

Os esporozoitas representam a terceira forma infectante, ¢ encontrada em
oocistos das fezes de felideos, os hospedeiros definitivos do parasito, e contaminam o
solo, agua e vegetais. Eles sdo esféricos e possuem parede dupla, o que os tornam mais
resistentes ao meio ambiente. A liberacao desses oocistos pelos felideos pode ocorrer de
7 a 21 dias apds a ingestdo de parasitos e, sob condi¢des favoraveis do ambiente,
passam por um processo de esporulacao, tornando-se infectantes (DUBEY, 2004).

O ciclo de vida de T. gondii ocorre em duas fases distintas: assexuada e sexuada.
Os felideos do género Felis e Lynx sdo os hospedeiros definitivos, pois neles ocorre uma
etapa assexuada (merogonia) e uma sexuada (gamogonia). Ja em outros animais, como
outros mamiferos e aves, ocorre o ciclo assexuado do parasito ¢ sdo os hospedeiros

intermedidrios do parasito (DUBEY et al., 1998; NEVES, 2003; LUN et al., 2015).
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O ciclo tem inicio com a ingestao pelos felideos de oocistos que estdo dispersos
no meio ambiente ou ainda através de cistos contendo bradizoitas. Eles albergam o
parasito em suas c€lulas intestinais, local onde ele desenvolve seu ciclo enteroepitelial.
Qualquer uma das trés formas infectantes de 7. gondii (taquizoitas, bradizoitas e
esporozoitas) passam por um processo de conversdo e intensa multiplicagdo, originando
os merozoitas. Estes sao liberados apds o rompimento das células parasitadas e
penetram em novas células, transformando em formas sexuadas masculinas e femininas,
que apds maturacdo ddao origem aos gametas, denominados microgametas ou
macrogametas. Forma-se o ovo ou zigoto, que se desenvolve no epitélio intestinal, e
passa a ser envolto por uma camada de parede externa dupla, originando assim os
oocistos (DUBEY et al., 1998; NEVES, 2003; ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012; WHITE et al., 2014). No meio ambiente, em presenga de oxigénio (O2) e
temperatura adequados, os oocistos esporulam, em periodo de um a cinco dias,
tornando-se infectantes (DUBEY et al., 1998; LANGONI, 2006; WHITE et al., 2014).

Nos hospedeiros intermediarios ocorre apenas a fase assexuada do ciclo, sendo
que as formas infectantes podem ser adquiridas através da ingestdo de carne crua ou mal
cozida contendo cistos teciduais, ingestdo de agua, verduras e frutas contaminadas pelos
oocistos que ficam dispersos no meio ambiente, ingestdo direta de taquizoitas a partir de
liquidos organicos, transfusdo sanguinea, infec¢do congénita e até por acidentes
laboratoriais. Os mecanismos imunologicos do hospedeiro sdo os responsaveis pela
reducdo da quantidade de parasitos circulantes, assim como a transformagdo de

taquizoitas em bradizoitas, que representa a fase cronica da infec¢do (DUBEY et al.,

1998; NEVES, 2003; LANGONI, 2006).
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1.1.2 Cepas de T. gondii

A maioria das cepas de 7. gondii encontradas na América do Norte e na Europa
pode ser categorizada em trés linhagens clonais bem definidas denominadas de Tipo |
(altamente virulenta), Tipo II (moderadamente virulenta) e Tipo III (avirulentas)
(BARRAGEM, 2002; NGUYEN et al., 2003; AJZENBERG, 2010; INGRAM et al.,
2013).

A maioria dos estudos comportamentais utiliza cepas do tipo II, que sdo
conhecidas por resultar em cargas elevadas de cistos do parasito no cérebro de
camundongos e causam correspondentemente elevados niveis de inflamagao no cérebro.
Isso pode resultar em patologia cerebral ocasionando alteracdes comportamentais em
camundongos infectados (HOWE; SIBLEY, 1995; NGUYEN et al, 2003;
AJZENBERG, 2010; INGRAM et al., 2013).

As cepas de tipo I (RH, CAST, VEL) sdo associadas com a viruléncia aguda em
modelos de camundongos e, em humanos, estdo associadas as manifestagdes clinicas
graves de toxoplasmose, incluindo manifestagdes oculares. Uma caracteristica
fundamental de infecgdes de cepas do tipo I é que elas rapidamente disseminam e
chegam a niveis elevados nos tecidos. Os parasitos de cepas do tipo I também
demonstram uma capacidade 6tima para transmigracdo in vivo atravessando o epitélio
intestinal de camundongos e penetrando diretamente dentro da lamina propria e do
endotélio vascular (BARRAGEM, 2002; NGUYEN et al., 2003; AJZENBERG, 2010;
INGRAM et al., 2013).

As cepas do Tipo II (ME49, PDS, PLK) e tipo III (CEP, VEG) apresentam uma
viruléncia menor em camundongos e a infecgdo tem tendéncia a cronificacdo da
patologia pelo hospedeiro. Nos seres humanos, as cepas do tipo Il sio comuns em casos

de toxoplasmose congénita e em pacientes imunodeprimidos. J4 as cepas de tipo I estdo
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geralmente associadas a manifestagdes clinicas graves da doenga, sendo que a viruléncia
das cepas ¢ um dos fatores que determinam o carater patogénico das mesmas. A
propriedade inerente de parasitos de Toxoplasma de regular a sua capacidade migratoria
provavelmente desempenha um papel importante no estabelecimento de novas infec¢des

e na dissemina¢do seguida de reativacao de infecgdes cronicas (AJZENBERG, 2002).

1.2. Toxoplasmose congénita

A toxoplasmose ¢ uma zoonose que tem como agente etiologico 7. gondii. A
prevaléncia da toxoplasmose varia de 20 a 90% na populagdo humana mundial,
variando de acordo com os aspectos geograficos, clima, e os hdbitos higiénicos e
nutricionais de cada regido. Embora a infeccdo por 7. gondii seja geralmente
assintomatica nos individuos imunocompetentes, a infec¢do pode ocasionar quadros
clinicos graves em individuos imunocomprometidos, como aqueles representados por
individuos transplantados, submetidos a quimioterapicos ou portadores de HIV, e em
criangas infectadas congenitamente (BOIA; CARVALHO-COSTA; SODRE, 2008;
ALVES etal., 2009; FUGLEWICZ et al., 2016).

Das doengas infecciosas, a toxoplasmose € uma das patologias mais comuns,
mais difundida que a maldria, a tuberculose e outras infec¢des e parasitoses que sao
comumente consideradas como graves ameacas globais a populacdo humana. 7. gondii
¢ capaz de infectar todas as espécies de mamiferos, além de numerosas espécies de aves
(FUGLEWICZ et al., 2016).

Quando a infeccao por 7. gondii acomete embrides ou fetos, esta € conhecida
como toxoplasmose congénita, e sdo relatados cerca de 200.000 casos no mundo a cada
ano (ANDER et al., 2018). Nesse tipo de infeccdo ocorre a transmissao vertical da

toxoplasmose quando a mulher adquire a infeccdo durante a gestacdo e encontra-se na
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fase aguda desta infeccao (REMINGTON et al., 2001; KODJIKIAN, 2010), ou pode ser
ocasionada quando a infec¢@o na gestante ocorre antes da concepgdo (VOGEL et al.,
1996; CHEMLA et al., 2002, BARBOSA et al., 2008; CHAUDHRY et al., 2014). O
parasito apresenta capacidade de migrar através da placenta e se replicar dentro de
diferentes tecidos do embrido (LANG et al., 2007; KODJIKIAN, 2010). Além disso,
mulheres infectadas cronicamente, quando imunodeprimidas, também podem sofrer a
reagudizacdo da doenca e posterior infec¢do transplacentaria (RORMAN et al., 2006;
MONTOYA; REMINGTON, 2008; FRANCO et al., 2015).

A toxoplasmose congénita ¢ um grave problema de saude publica, pois pode
levar ao aborto espontaneo, nascimento prematuro, morte neonatal, ou seqiielas graves
para o feto, como retinocoroidite, calcificagdes cerebrais, hidrocefalia ou microcefalia,
principalmente durante os primeiros dois trimestres (BOIA; CARVALHO-COSTA;
SODRE, 2008; FRANCO et al., 2011; CASTRO et al., 2013).

Segundo Pappas e colaboradores (2009), a infec¢do materna primdaria durante a
gestacdo ¢ responsavel por quase toda a infecgdo fetal. A taxa de transmissdo ao feto na
primo-infeccado ¢ de 25, 54 e 65% no primeiro, segundo e terceiro trimestres,
respectivamente. A gravidade da infeccao no recém-nascido € dez vezes maior quando a
infec¢do materna ocorre no primeiro trimestre, embora a infeccdo vertical seja menor
nessa fase quando comparada ao terceiro trimestre (MONTANO et al., 2010; GOMES

etal.,2011; ROBBINS et al., 2012).

1.3. Resposta imune a 7. gondii

O controle da infeccdo trata-se da primeira linha de defesa do organismo a 7.
gondii, que envolve diversos mecanismos da imunidade inata e imunidade adaptativa. A

presenca de barreiras fisicas, que compreende toda a mucosa do trato gastrointestinal,
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no caso de transmissdes orais, ¢ a primeira linha de defesa apresentada. No entanto, o
protozoario pode ultrapassar o epitélio intestinal e disseminar-se para tecidos
subjacentes. O parasito tem habilidade para estimular ambas as respostas imunes:
celular ¢ humoral. A resposta imune celular ¢ de extrema importancia para o
hospedeiro, uma vez que auxilia no controle da infeccdo, por meio de atividades
citotoxicas e secregdo de citocinas (TIZARD, 2002; BUZONIGATEL; KASPER, 2007;
HUNTER; SIBLEY, 2012; STURGE; YAROVINSKY, 2014; YAROVINSKY, 2014).
Os anticorpos apresentam grande importancia, mas de forma secundaria, pois eles sdo o
ponto chave para o diagnostico da infecgdo. Assim diversos tipos celulares participam
deste processo de defesa, como as células apresentadoras de antigeno (células
dendriticas e macrofagos), células natural killer (NK), e linfocitos TCD4"™ e TCDS"
(FILISETTI; CANDOLFI, 2004; WILSON et al., 2010; ZHANG et al., 2015).

Ap6s a infecgdo por 7. gondii, monoécitos, neutrdfilos e células dendriticas (CDs)
sdo recrutadas para o local da infeccdo. Uma das funcdes mais importantes da resposta
imune inata a toxoplasmose ¢ a capacidade de detectar patdgenos. Varios estudos
também indicam que a imunidade inata e, especialmente a atividade de mondcitos
inflamatdrios, desempenham um papel importante na defesa do hospedeiro contra o
parasito. Esta resposta ndo € apenas essencial para a sobrevivéncia do hospedeiro, mas
também cria um ambiente favoravel para manter a sobrevivéncia do parasito por meio
do estabelecimento de uma infecgdo latente cronica (GOV et al., 2013).

Apdés o estabelecimento da resposta imune inicial e o conseqiiente
processamento dos antigenos no interior das células apresentadoras de antigeno (APCs),
os linfocitos tornam-se ativados e passam a secretar outras citocinas, que podem ativar

macréfagos, capacitando-os a destruir microorganismos intracelulares (INNES, 2009).
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Os linfécitos TCDS8" sdo caracterizados por sua fungdo citotoxica, a qual é
essencial para o controle do parasitismo. Estudos demonstram que a auséncia dessa
subpopulacgao celular acelera a mortalidade em camundongos infectados com 7. gondii,
comprovando a importante fun¢io desempenhada por células TCD8" no combate do
parasito e sobrevivéncia do hospedeiro (FILISETTI; CANDOLFI, 2004; MELO et al.,
2011). J4 os linfocitos TCD4 " regulam diferentes mecanismos imunes contra o parasito
e, apos sua estimulacdo, se diferenciam em subpopulagdes de linfocitos T helper, como
linfécitos T helper 1 (Thl), linfécitos T helper 2 (Th2), linfocitos T helper 17 (Th17) e
células T reguladoras (Treg), os quais diferem uns dos outros segundo o perfil de
citocinas que secretam (COMBE et al., 2005; JONGERT et al., 2010).

As respostas relacionadas as células T CD8+ contra 7. gondii sdo
potencializadas pelo sinergismo das células T CD4", embora ha relato de que a reducio
de células T CD4 " ndo apresente uma diminuigdo da magnitude da resposta de células T
CDS8" durante a fase inicial da imunidade contra T. gondii (TIZARD, 2006; DUPONT et
al., 2012). A expansio das células T e a ativacio de células T CD4" sdo fatores
necessarios para a manutencdo de células T CDS8" para que essas realizem suas fungdes
efetoras durante a fase cronica da infeccdo. Assim, as células TCDS", também
conhecidas como células T citotoxicas, podem destruir taquizoitas e células infectadas
por T. gondii. As respostas imunes mediadas por células e anticorpos atuam juntas para
assegurar a eliminagao do parasito (COMBE et al., 2005; TIZARD, 2006; DUPONT et
al., 2012).

Conforme descrito anteriormente, a resisténcia da infeccdo, orquestrada pelas
células Thl a T. gondii, ¢ mediada por uma tipica resposta imune celular. Ocorre
secrecao de citocinas pro-inflamatorias como interferon (IFN)-y, fator de inibicao de

migragdo de macréfagos (MIF), interleucina (IL)-6, IL-12 e fator de necrose tumoral
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(TNF), as quais sdo responsaveis pela resposta imune efetora contra 7. gondii (ABOU-
BACAR et al., 2004; CASTRO et al., 2013; FEREIG; NISHIKAWA, 2016). As cé€lulas
Th2 sdo as responsaveis pela secrecao de citocinas antiinflamatorias, como IL-4, IL-5 e
IL-13 (FILISETTI; CANDOLFI, 2004) e as células Treg secretam fator transformador
de crescimento (TGF)-f e IL-10, capazes de inibir a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, a atividade citotoxica de células NK e a maturacao de células dendriticas
(SAKAGUCHLI, 2005; AKBAR et al., 2007).

Durante a infec¢ao, os macrofagos, neutrédfilos, e células dendriticas produzem
IL-12, a qual ativa os linfocitos TCD4" para produzir o IFNy. IFNy desencadeia
diversos mecanismos antiparasitarios em macrofagos e células NK, tais como a
producao de reativos intermediarios de oxigénio e Oxido nitrico e, portanto, ¢
considerada a principal citocina envolvida no controle da infec¢do por 7. gondii
(BARBOSA et al., 2008; JOHN et al., 2010). TNF-a, outra citocina pro-inflamtoria que
também esta envolvida nos mecanismos antiparasitarios, ¢ secretada por diferentes tipos
celulares em resposta a uma lesdo ou infec¢do, e coordena os sinais pro-inflamatorios
precoces durante a resposta imune inata, além de ser responsavel por muitos dos efeitos
sistémicos associados. Esta citocina apresenta a capacidade de controlar a invasdo, mas
ndo a proliferagdo celular de 7. gondii. Portanto pode desempenhar um papel modulador
da atividade bioldgica e pode ser considerado um marcador confidvel da atividade
inflamatéria (DIEZ-RUIZ, 1995; BESSA et al., 2012). A citocina IL-6 representa outros
mecanismos de defesa do organismo a infec¢do parasitaria, sendo capaz de proteger o
organismo contra a infec¢do parasitaria. E produzida por um grande namero de células,
incluindo macrofagos, monocitos, células endoteliais, fibroblastos, células
mielomatosas e neoplasicas (FILISETTI, 2004). Finalmente, MIF representa outra

citocina importante na defesa do hospedeiro contra 7. gondii. Esta citocina ¢ sintetizada

22



por uma variedade de células, incluindo macréfagos, células dendriticas e células T
(TERRAZAS etal., 2010).

Os macrofagos sao células apresentadoras de antigenos (APCs) e sua ativagao
ocorre pelo IFN-y que também induz mecanismos oxidativos, ndo oxidativos ¢ a
secrecdo de enzima degradante de triptofano. Os macréfagos sdo importantes para a
destruicao de microorganismos intracelulares ja que produzem oxido nitrico (ON),
substancia altamente toxica para alguns protozoarios. Contudo, alguns protozoarios
podem sobreviver dentro dos macréfagos. Os neutrdfilos sdo outra fonte de 1L-12
durante a infeccdo por 7. gondii, pois eles contém IL-12 pré-armazenada, podendo
secretar essa citocina in vitro € in vivo em resposta a 7. gondii. Além disso, ha relatos de
que a deplecao de neutréfilos resulta em diminui¢do dos niveis de IL-12 e aumento da
replicacdo do parasita. As células NK sdo outra populagdo celular envolvida na
imunidade inata de 7. gondii. Essas células secretam IFN-y e parecem agir juntamente
com os macrofagos induzindo o inicio da resposta imune adaptativa (HUGHES, 1988;
BARBOSA et al., 2008; GOLDSZMID et al., 2012; DUPONT et al., 2012; CASTRO
etal., 2013).

A producdo excessiva de mediadores pro-inflamatorios pode resultar em
patologias graves, e, portanto, os efeitos da imunidade mediada por células contra o
parasito podem ser graves se nao houver um controle da resposta imune. Esse controle ¢
realizado por algumas citocinas que também sdo liberadas pelas células do sistema
imune (HANNA et al., 2000; BARBOSA et al., 2008). A IL-10 e seus receptores sao
necessarios para limitar a patologia imune durante o curso da infecgdo. Esta citocina ¢é
produzida por macréfagos e também por linfocitos e, estudos recentes demonstraram a

capacidade de 7. gondii para modular a resposta imune do hospedeiro através de sua
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acao sobre a atividade de proteinas especificas do parasita (SOMMERVILLE et al.,
2013).

Quanto a imunidade humoral, inicialmente ocorrem altos niveis de IgM. Eles
sdo os primeiros anticorpos a aparecerem, sao caracteristicos da fase aguda ou recente
da infec¢@o, embora, por meio de técnicas de alta sensibilidade, podem ser detectadas
no soro humano por anos (CORREA; CORREA, 1992). Apds algumas semanas, a [gM
comeca a diminuir e sobem os titulos de IgG. Essa classe de imunoglobulina ¢ a
segunda a aparecer na toxoplasmose. O anticorpo pode apresentar papel de
citotoxicidade, porém nao ¢ capaz de combater a infeccdo, porque os cistos permanecem

e o hospedeiro se torna portador latente de 7. gondii (CORREA; CORREA, 1992).

1.4. Resposta imune na gestacio

Uma gestacdo bem sucedida esta associada a ndo rejei¢do de antigenos fetais
pela mée, o que ¢ conseguido através de varios mecanismos imunoldgicos na interface
materno-fetal. Exemplos tipicos incluem inativa¢do de células NK através da expressao
de HLA-G, a deplegdo de triptofano por indoleamine 2,3-dioxigenase, a expansao do
subconjunto de células T reguladoras durante a gestacdo, além da mudanca de uma
resposta imune do tipo Thl para Th2 (ALUVIHARE et al., 2004).

Os hormonios da gestacdo sdo de grande importancia para a manutengdo da
mesma e também influenciam o sistema imunolégico. O Estradiol é capaz de estimular
a expansdo de células Treg, e diminuir a produ¢do de IL-17 por células T. A elevagdo da
progesterona durante a gestacao inibe o desenvolvimento de respostas imunes Thl e em
sinergia com a galectina-1 (Gal-1) esta envolvida na manuten¢do da gestacdo

(JOACHIM et.al., 2003; ZENCLUSSEN, 2013).
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Conforme mencionado anteriormente, o principal mecanismo de defesa contra 7.
gondii ¢ mediado por uma resposta imune de tipo Thl, caracterizada pela producao de
citocinas pro-inflamatorias. No entanto, durante a gestacdao, a resposta imune materna
muda preferencialmemte para o perfil do tipo Th2, com a secrecdo predominante de
citocinas anti-inflamatorias, que permitem a tolerdncia ao feto e manutengdo da
gestacdo. Assim este microambiente anti-inflamatorio torna-se favordvel para a
replicacdo de parasitos, incluindo 7. gondii (SAITO, 2001; OLIVEIRA et al., 2006;
VARGAS-VILLAVICENCIO et al., 2009; CASTRO et al., 2013).

Iniimeras fungdes sdo atribuidas as citocinas durante a gestagdo. Elas participam
do processo de manutengdo do corpo luteo, adesdo e implantacdo do blastocisto no
endométrio, desenvolvimento placentdrio e fetal, além de mediarem mecanismos
imunes tolerantes ao concepto (SCHAFFER-SOMI, 2003). Durante a gestacdo ocorre
preferencialmente a producao de citocinas anti-inflamatorias, tais como IL-4, IL-5, IL-
10, TGF-B, essas, por sua vez, apresentam a capacidade de causar maior
susceptibilidade a toxoplasmose, ou seja, aumentando assim a probabilidade de ocorrer
uma transmissdo congénita, podendo levar a complicagdes gestacionais (LANGONI,
2009). Por outro lado, ha a produgdo de citocinas pro-inflamatérias como MIF, IL-6,
IFNy, IL-12 e TNF tanto por células maternas como fetais. Essas citocinas sdo
sintetizadas principalmente por células da decidua e da placenta fetal, especilamente o
trofoblasto (SAITO, 2001).

Dentre as citocinas pro-inflamatorias, a IL-6 ¢ de extrema importancia em todo
processo de implantagdo embrionaria e defesa do organismo as infecg¢des, sendo capaz
de estimular algumas vias de sinaliza¢do, como também interferir na secrecdo de outras
citocinas (FITZGERALD, et al., 2005; GUIRELLI et al., 2015). E uma citocina de

carater protetor durante o curso inicial da infec¢do por 7. gondii. A IL-6 ¢ fundamental
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no processo de implantacio de embrides e nos estdgios iniciais da gestagdo, essa
citocina pode influenciar também na interface materno fetal para alterar parametros que
influenciam no crescimento fetal (ROBERTSON, 2000; DESAI et al., 2002).

Além da IL-6, MIF tem participagdo nos processos de implantagdo embriondria
e outras fungdes reprodutoras (WEINBERG, 1984; ARCURI et al., 1999). O papel do
MIF ¢ agir em um local de inflamagdo para contrabalancear os efeitos inibidores de
esteroides na resposta imune (BUCALA, 1998; SOMMERVILLE et al., 2013). A agao
de MIF estd relacionada a indug¢do da ativacdo de quinase regulada por sinais
extracelulares (ERK)1/2 que ¢ dependente de proteina quinase A e encontra-se
associado com o aumento da atividade enzimatica da fosfolipase citoplasmatica A2
(cPLA2) (DAUN; CANNON, 2000). Estudos recentes relatam que MIF e ERK1/2 sao
mediadores importantes durante infeccdo por 7. gondii na interface materno-fetal

(BARBOSA et al., 2014).

1.5. Vias de sinalizacio dependente de ERK1/2

As proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs) sdo proteinas que
convertem estimulos extracelulares em uma ampla gama de respostas celulares
(CARGNELLO, ROUX, 2011). Essa familia apresenta regulacdio que tem sido
conservada durante a evolucdo dos organismos unicelulares, até os mais complexos
organismos incluindo os humanos (WIDMAN, 1999; DAOUD, 2005). Os organismos
multicelulares possuem multiplas vias de MAPK, que regulam de forma coordenada
mitose, expressao gé€nica, metabolismo, embriogénese, motilidade, sobrevivéncia,
diferenciagdo, proliferagdo celular e apoptose (CARGNELLO, ROUX, 2011). As
subfamilias mais bem conhecidas sdo as ERK 1/2, c-JUN e p-38 (HAN et al., 1994;

JIANG et al., 1996; LECHNER et al., 1996; GOEDERT et al., 1997, DAOUD, 2005).
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Estdao relacionadas também a conversio de um grande numero de estimulos
extracelulares e condi¢des ambientais nas respostas celulares e na regulacao do processo
inflamatorio (PEARSON et al., 2001; DAOUD, 2005).

Na via das MAPKSs, a treonina e a tirosina formam o ciclo de ativagdo das
quinases a serem fosforiladas. Cada grupo de MAPKSs convencionais ¢ composto de um
conjunto de trés quinases evolutivamente conservadas, com agilidade sequencial: uma
MAPK, uma MAPK kinase (MAPKK) e uma MAPKK quinase (MAPKKK)
(CARGNELLO, ROUX, 2011). Dentro deste sistema, as MAPKs s3o ativadas quando
um grupo fosfato ¢ ligado a residuos de Thr—Tyr (treonina-tirosina) conservado que esta
localizado no subdominio da quinase (MARTINEZ; PETERSEN, 2014). A ativacao da
MAPKKK leva a ativacdo da MAPKK e, além disso, a ativacdo da MAPK por dupla
fosforilagdo nos residuos Thr e Tyr. A via ERK1/2 funciona através da ativacao de Raf
(MAPKKK), que através da fosforilacdo ativa MEKI1/2 (MAPKK), que depois ira
fosforilar e ativar ERK1/2 (MAPK) (CARGNELLO, ROUX, 2011; MARTINEZ;
PETERSEN, 2014).

A primeira via descrita de MAPKs em mamiferos foi a via de ERK 1/2. As vias
ERK 1 e 2 partilham de uma homologia de aminoacidos de cerca de 83% e sdo
expressas em graus diferentes em todos os tecidos que atuam. Essa subfamilia de
MAPKs ¢ fortemente ativada por fatores de crescimento, soro, citocinas, stress
osmdtico e também pela desorganizacdo dos microtibulos (CHEN et al., 2001). Os
substratos ERK1/2 estdo localizados tanto no citoplasma como na fosforilagdo pos-
ERK1/2 no nucleo. A translocagdo nuclear de ERK1/2 € necessaria como requisito para
respostas biologicamente relevantes (MARTINEZ; PETERSEN, 2014).

Alguns trabalhos demonstraram que a via de sinalizacdo intracelular ativada por

ERKI1/2 e a produgdo de mediadores lipidicos, como as prostaglandinas 2 (PGE;) em
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células trofoblasticas humanas BeWo dependem da concentragio de MIF:
concentracdes baixas de MIF desencadeiam a fosforilagdo ERK1/2 ¢ liberagao de PGE,,
promovendo uma susceptibilidade maior a 7. gondii e reduc¢do da producdo de citocinas
pro-inflamatdrias, enquanto que as altas concentracdes de MIF ndo provocam a
fosforilagio ERK1/2 ou a liberagdo de PGE,, que controlam a carga parasitaria e,
portanto, mostram a importancia desses mediadores neste modelo de células

trofoblaticas humanas (BARBOSA et al., 2014).

1.6. Células Trofoblasticas

Células trofoblasticas sdo células especializadas na proliferacdo, diferenciacao.
Sao responsaveis pela aposicdo, adesdo e invasdo da mucosa uterina pelo embrido no
curso da gestacdo. A regulacdo destes eventos celulares ¢é crucial para o
desenvolvimento normal da placenta humana. De fato, anomalias nestes processos estao
associadas com a fisiopatologia das complicac¢des relacionadas com a gestagdo, como
pré-eclampsia, restri¢do de crescimento intra-uterino e aborto espontaneo (LIM et al.,
1997; CROCKER et al., 2003; LANGBEIN et al., 2008; COSTA et al., 2016). A
eficacia das interagdes materno-fetal,que se inicia durante a implantagdo embrionaria, &
fundamental para uma gestacio de sucesso. A perfusdo placentdria requer a invasao
controlada de células trofoblésticas até as artérias espiraladas (CANIGGIA et al., 1997).
O processo de implantacdo embrionaria ¢ um processo fisioldégico complexo,
dependente de uma série de eventos-chave, incluindo a aposi¢do de blastocisto e a
adesdo ao epitélio luminal, uma extensa degradacdo e remodelacdo da matriz
extracelular, a invasdo das células trofoblasticas no endométrio e secrecao de citocinas
locais para ativar o didlogo entre o endométrio e implantacio do blastocisto

(ACHACHE; REVEL, 2006).
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A placenta ¢ um 6rgdo quimérico e existem graus variados de interagdes entre
células trofoblasticas e as células maternas com as quais entram em contato. Em seres
humanos, e outros mamiferos com placenta hemocorial, células trofoblasticas sdo
banhadas diretamente pelo sangue materno extravasado. Em humanos e outros primatas,
a camada de células trofoblasticas diferencia-se em duas populagdes celulares distintas:
o citotrofoblasto, que corresponde a uma monocamada mononuclear e o
sinciciotrofoblasto multinucleado que deriva da fusdo de células do citotrofoblasto.
Essas duas populagdes celulares estdo presentes em dois tipos de vilos coridnicos: vilos
flutuantes e de ancoragem (CANIGGIA et al., 1997).

Os vilos flutuantes, que representam a grande maioria do vilo corial, sdo
banhados por sangue materno extravasado presentes nas lacunas. Vilos de ancoragem
correspondem aos vilos coridnicos que se fixam na mucosa uterina. A camada de
células que se fixa na mucosa uterina ¢ formada por células tipicas do citotrofoblasto e
exercem importantes atividades funcionais. Vilos corionicos realizam trocas de gases e
de nutrientes para o embrido em desenvolvimento, bem como permite o intercdmbio de
outras moléculas como anticorpos maternos (CANIGGIA et al.,, 1997). Além das
funcdes nutritivas, as células trofoblasticas presentes nos vilos sao também responsaveis
por exercer inimeras atividades imunomodulatorias durante a gestagao (FERRO, 2000).

A invasao do trofoblasto na mucosa uterina ¢ um evento chave para
desenvolvimento da placenta. A invasdao insuficiente de células trofoblasticas na
decidua e na remodelacdo inadequada dos vasos uterinos estd associada com pré-
eclampsia; ja a invasdo exagerada da mucosa uterina pelas células trofoblasticas resulta
na formacdo da placenta acreta. Ambas as situacdes sdo potencialmente graves,
podendo levar tanto a morte fetal quanto a morte materna (LIM et al., 1997; ROBBINS

etal.,2011; CHENG etal., 2013).
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No inicio da placentagdo, células de citotrofoblasto presentes nas vilosidades
flutuantes proliferam e se diferenciam por fusdo para formar a camada de
sinciciotrofoblasto multinucleados. Cé¢lulas do citotrofoblasto tém capacidade
fusiogénica e formarem a camada de sinciciotrofoblasto, ou para atravessar o sincicio
nos pontos de ancoragem e formar colunas de varias camadas de células
citotrofoblasticas extravilosas ndo-polarizadas (CANIGGIA et al., 1997; FRANCO et
al.,2011; ROBBINS et al., 2011).

A fusdo célula a célula ¢ um evento crucial na formacdo do sincicio
multinucleado e faz parte da biologia normal da camada de sinciciotrofoblasto da
placenta humana. O sinciciotrofoblasto tem a capacidade de produzir hormdnios que sao
necessarios para a manutencio da gestacdo e apresentam um papel de protecao ao feto
em relacdo ao sistema imune materno (OMATA et al., 2013). O sinciciotrofoblasto ¢ a
uma superficie multinucleada que ¢ banhada pelo sangue materno, e constitui parte da
interface materno-fetal. Essas células estdo expostas a circulagdo de patdégenos no
sangue materno € aparecem como o Unico mecanismo de resisténcia contra a invasao
microbial (ZELDOVICH et al., 2013). As subpopulacdes de células trofoblasticas,
citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto, além das células endoteliais e mesenquimais fetais,
constituem a barreira placentaria. Esta barreira fisica e fisiologica € responsavel pelas
trocas de nutrientes, gases e produ¢ao hormonal. No entanto, esta barreira placentaria
pode permitir a passagem de microorganismos patogenos como 7. gondii (ROTH, 1996;
FERRO, 2000; GOMES et al., 2011, ROBBINS et al., 2012).

As células trofoblasticas extravilosas invadem a parede uterina no primeiro
trimestre e migram em direcdo as artérias espiraladas do endométrio e miométrio, onde
remodelam a camada de musculatura lisa, interpdem-se entre as células deciduais e,

gradualmente passam a revestir a parede vascular. Isto resulta na conversdo das artérias
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de calibre estreito em artérias utero-placentarios distendidos, aumentando assim o fluxo
de sangue para a placenta e permitindo um fornecimento adequado de oxigénio e
nutrientes para o feto em desenvolvimento (CANIGGIA et al., 1997; ROBBINS et al.,
2012).

Estudos realizados por Robbins e colaboradores (2012) sugerem que o
trofoblasto extraviloso ¢ a principal porta de entrada para a infec¢do por 7. gondii,
observando que cerca de 80% dos parasitos estavam nesta regido, mesmo que esta
populagdo de células trofoblésticas represente apenas 5% da area de superficie dos
explantes placentarios. J4 na regido do sinciciotrofoblasto, a infeccao foi
significativamente menor e poucos parasitos foram localizados nessa regido. Assim este
grupo sugere que o revestimento externo dos vilos flutuantes, formado por células
trofoblasticas sinciciais seja efetivamente um obstaculo para a infec¢ao por 7. gondii no
microambiente placentario (ROBBINS et al., 2012).

Outro estudo recentemente publicado demonstrou a resisténcia do
sinciciotrofoblasto a infec¢do por 7. gondii (ANDER et al., 2018). Os autores utilizaram
células primarias de trofoblasto humano (PHT) isoladas de placentas a termo e
explantes de vilos coridnicos de metade do periodo gestacional humano para determinar
os mecanismos desencadeados pelo trofoblasto humano contra a infecgdo por 7. gondii.
Os sinciciotrofoblastos placentarios restringiram a infec¢do por 7. gondii em estagios
distintos do ciclo litico do parasita e também durante a replicacdo intracelular,
apresentando uma caracteristica celular de maior resisténcia a infeccdo quando
comparado aos demais tipos celulares (ANDER et al., 2018).

As citocinas desempenham papel crucial no curso da gestagdo tanto para o
desenvolvimento da placenta quanto na modulagdo da reatividade imune materno para

prevenir a rejeigdo do concepto (RAGHUPATHY et al., 2012). O estado imunolédgico
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materno mais propicio a uma gestagdo de sucesso estad associado a um padriao de
resposta do tipo Th2. Alguns tipos de complicacdes na gestagdo estdo associados com
uma predominancia de resposta do tipo Thl. As células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-10
e IL-13 que induz a imunidade humoral vigorosa (MOSMANN; SAD, 1996;
BARBOSA et al., 2007; CASTRO et al., 2013).

Algumas citocinas e fatores de crescimento sdo importantes para a implantagao
do embrido, enquanto que as fases posteriores a implantagdo, incluindo a diferenciagao
de trofoblasto ao longo da via invasiva e a formagdo de sincicios sio moduladas por
outros fatores de crescimento. Os membros da familia de TGF- B sdo fatores de
crescimento conhecidos por inibir a invasdo celular. TGF- B, que existe em trés
isoformas em seres humanos (B 1, B 2, B 3), € produzido na interface materno fetal e
acredita-se ser um fator importante que regula a invasdo trofoblasticas no utero
(LYSIAK et al., 1995; BARBOSA et al., 2007; CASTRO et al., 2013). TGF- B ¢
importante para a manutencdo da gestagdo, propiciando um local imunologicamente
privilegiado para o feto. Esta citocina ¢ detectada em placentas humanas e as suas
acoes incluem a inibicdo de células produtoras de citocinas inflamatérias e a fungdo
citotoxica das células natural killer (LY STAK et al., 1995; JONES et al., 2006).

Além de TGF- B , outra citocina de importincia crucial na interface materno-
fetal ¢ IL-6, uma citocina multifuncional produzida por citotrofoblastos e regula
diversas funcdes, dentre elas, migragdo, invasdo, diferenciagdo e proliferacio do
trofoblasto. Em macrofagos, IL-6 sintetizada se acumula no complexo de Golgi e ¢
excretada durante a reciclagem de endossomos (GOYAL et al., 2013). Castro e
colaboradores (2013) demonstraram que cé¢lulas THP-1 infectadas ou ndo com 7. gondii
secretam altos niveis de IL-6 apos a estimulacdo com sobrenadante de células BeWo.

Uma vez que esta citocina pode propiciar a proliferacdo e invasdo do trofoblasto através
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do tecido decidual, estes resultados sugerem que mondcitos na interface materno fetal
podem desempenhar um papel modulador no sitio de implantagao, promovendo sinais
apropriados, que facilitam o crescimento e invasao do trofoblasto na mucosa uterina

(CASTRO et al., 2013).

1.7. Sinciciotrofoblasto

A fusdo sincicial do citotrofoblasto em sinciciotrofoblasto ¢ um processo de
extrema importancia na implantagdo e placentagdo. O sinciciotrofoblasto ¢ um tecido
multinuclear que compreende a camada mais externa dos vilos flutuantes na placenta
humana e tem papel fundamental como barreira sanguinea materna (POTGENS et al.,
2004; ANDER et al., 2018). Essa camada celular desempenha um papel importante
durante a gestacao, uma vez que € o local de numerosas fungdes da placenta, incluindo
troca de nutrientes e de ions, a sintese de hormdnios esterdides e peptideos necessarios
para o crescimento e desenvolvimento fetal (EATON, 1993; OGREN, 1994; PIDOUX
et al.,, 2012), como a progesterona e gonadotrofina coridnica humana (hCG),
hormoénios essenciais para a manutencdo da gestagdo humana. O sinciciotrofoblasto
multinucleado € reposto durante toda a gestagao por meio de um processo de renovagao
continua, incluindo a proliferacdo de citotrofoblasto mononucleares subjacentes, a fusdo
dos citotrofoblasto . Formag¢ao inadequada e regeneracdo desse tecido levam a vérias
patologias da gestacdao, como a restri¢do de crescimento intra-uterino e pré-eclampsia,
que pode levar ao parto prematuro, a fim de evitar a morte fetal (PIDOUX et al., 2012).

A formacdo do sinciciotrofoblasto pode ser reproduzida in vitro utilizando
modelos celulares. Células de coriocarcinoma, isto é, células BeWo, sdo capazes de se
fundir na presenca de cAMP para formar um sincicio multinucleado, a elevagao de

cAMP intracelular através da estimulacdo com forskolin induz a fusdao celular por
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células células BeWo (OMATA et al., 2013). As células purificadas do citotrofoblasto
(CT), cultivadas em placas de plastico, permite-nos acompanhar a diferenciagio
morfoldgica e funcional dos vilos (MILLER et al., 2005; PIDOUX et al., 2012).
Diferenciacdo do citotrofoblasto para o sinciciotrofoblasto ¢ um processo
necessario para o desenvolvimento de uma placenta funcional. A diferenciacdo do
citotrofoblasto ¢ caracterizada tanto por alteragdes bioquimicas e morfologicas,
incluindo a regulagdo positiva e expressdo de gonadotrofina coridnica humana e
lactogénio placentario, a producdo de estrogénios e de progesterona, e fusdo de células,

resultando na formagao de sincicios (OMATA et al.,2013).

1.8. Linhagens Celulares

As células BeWo sdo derivadas de coriocarcinoma humano e foi isolada
primeiramente em 1968 por Pattillo e Gey. Essas células sio amplamente utilizadas
como um modelo in vitro para fusdo intercelular e diferenciacdo de trofoblasto. Quando
essas células estdo em cultura elas geram uma matriz extracelular rica em laminina e
tem capacidade de secretar diversas citocinas como IL-6, IL-8, IL-4 e IL-10 (APLIN,
1998). Sob condi¢des normais de cultura, as células BeWo crescem com caracteristicas
semelhantes as de citotrofoblasto (XU et al., 1999). Varios estudos realizados in vitro
tém sido desenvolvidos a fim de estabelecer o papel de células trofobldsticas em estudos
sobre imunologia da gestacdao, particularmente na presenca de parasitas intracelulares,
como T. gondii. As células BeWo sdo altamente susceptiveis a infec¢do por 7. gondii e
nao sdo capazes de controlar a replicagdo do parasita, mesmo na presenca de IFN- y
exogeno (OLIVEIRA et al.,, 2006; BARBOSA et al., 2008). Assim a linhagem de

cé¢lulas BeWo podem ser utilizadas como um bom modelo experimental em estudos
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para estabelecer o papel de células trofoblasticas na modulacao do perfil imune durante
a gestacao, principalmente na presenca de protozoarios como 7. gondii.

As células BeWo sincicializadas apresentam a capacidade de simularem
caracteristicas semelhantes as da regido do sinciciotrofoblasto da placenta humana.
Normalmente sdo utilizadas em experimentos por se diferenciarem em BeWo sinciciais,
por meio de indugdo por uma variedade de reagentes, tais como fatores de crescimento,
metotrexato, analogos de AMP ciclicos, ou forscolina, um estimulador da adenilato
ciclase (XU et al., 1999).

As células HTR-8/SVneo sdo consideradas o modelo mais proximo das células
citotrofoblasticas extravilosas. Essas células em humanos sdo responsaveis pela
ancoragem da placenta no sitio de implantagdo uterina, na decidua, onde estdo
justapostos as células imunes maternas. Além do mais, a fisiologia do trofoblasto
extraviloso ¢ essencial para o estabelecimento da interface materno-fetal capaz de
sustentar o crescimento e desenvolvimento fetal adequado. (KOHLER; BRIDSON, et

al., 1971; NAGAMATSU, SCHUST, 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Existem dados na literatura que sugerem que as diferentes populagdes de células
trofoblasticas (citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto e trofoblasto extraviloso) apresentam
diferencas de susceptibilidade a infec¢do por 7. gondii (ROBBINS et al., 2012). Com a
execugdo da presente proposta, pretende-se avaliar os possiveis mecanismos celulares
envolvidos neste fendmeno, bem como adicionar dados para melhor entendimento das
interagdes presentes na interface materna fetal. O entendimento das complexas
interacdes operantes no micro-ambiente placentario na presenca de 7. gondii
potencializara a ampliacao do leque de ferramentas para o estabelecimento de novas
abordagens terapéuticas capazes de interferir no controle da infec¢do fetal por 7. gondii

sem comprometer o sucesso gestacional.
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3.

OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a susceptibilidade das células trofoblasticas BeWo, BeWo

sincicializada e HTR-8/SVneo a invasdo parasitaria por 7. gondii, bem como investigar

possiveis mecanismos intracelulares e imunolégicos envolvidos nesse processo nos

diferentes tipos celulares.

3.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Avaliar comparativamente o indice de infec¢do e proliferacao intracelular de
T. gondii em células BeWo, BeWo sincicializada e HTR-8/SVneo;

Mensurar comparativamente a producao de citocinas pro e anti-inflamatdrias
produzidas por células BeWo, BeWo sincicializada e HTR-8/SVneo
infectadas ou ndo por 7. gondii,

Analisar a expressao de proteinas intracelulares da familia MAPKs (ERK1/2,
p38 e cJUN) nas diferentes populagdes de células trofoblasticas (BeWo,
BeWo sincicializada e HTR-8/SVneo) infectadas ou ndo por 7. gondii;
Verificar indice de infecg¢do e proliferacdo intracelular de 7. gondii nas trés
populagdes celulares mediante tratamento com os inibidores de ERK1/2;
Mensurar comparativamente a produgdo de citocinas pr6 e antiinflamatérias
produzidas por células BeWo, BeWo sincicializada e HTR-8/SVneo
infectadas ou ndo por 7. gondii apds a inibi¢do das vias de sinalizacdo das

MAPKS.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultura de células HTR-8/SVneo ¢ BeWo

As células da linhagem HTR-8/SVneo, originadas do citotrofoblasto extraviloso
humano, foram gentilmente cedidas pela Dra. Estela Bevilacqua da Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, Brasil. Estas células sdo imortalizadas pela transfeccao de células
trofoblasticas de primeiro trimestre de gestagdo com um plasmidio contendo o antigeno
T do virus simio 40 (SV40) (GRAHAM et al., 1993). Ja as cé€lulas de coriocarcinoma
humano (linhagem BeWo), modelo experimental de trofoblasto viloso, foram adquiridas
do American Type Culture Collection (ATCC, EUA). Ambas as linhagens celulares
foram mantidas em cultura no Laboratério de Imunofisiologia da Reproducio da

Universidade Federal de Uberlandia.

As células foram cultivadas em frascos de cultura de 25cm2, contendo meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab, Campinas,
SP, Brasil) e 1% de antibiodticos (10.000 U/ml de penicilina e 10mg/ml de
estreptomicina) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) — meio completo - em
estufa umidificada a 37°C e 5% de CO,. Para o repique das células, um novo meio de
cultura foi adicionado ao frasco e, com auxilio de 0,25% tripsina - 0,02% EDTA, as
células foram retiradas, transferidas para tubos de 15ml e centrifugadas a 400 g por 5
minutos a temperatura ambiente. Apds o descarte do sobrenadante, o “pellet”, contendo
as células, foi ressuspenso em Iml de meio com soro e distribuido em dois novos
frascos de cultura. O excedente foi congelado em meio de congelamento (soro bovino

fetal e em 5% de DMSO).
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4.2 Manutenc¢ao in vitro da cepa RH de T. gondii

Os parasitos da cepa RH de 7. gondii foram mantidos em células BeWo cultivadas em
meio RPMI suplementado com 2% de SBF. Quando a maioria das células encontravamm-se
lisadas pelo parasito, o meio do frasco de cultivo contendo parasitos em suspensdo foi
transferido para tubos de 15ml e centrifugado a 400 g por 5 minutos, em temperatura
ambiente. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o “pellet’, contendo os

parasitos, foi homogeneizado e distribuido em novos frascos contendo células ndo-infectadas.

4.3 Diferenciacao de células BeWo em sinciciotrofoblasto

No processo de obtengdo das células de sinciciotrofoblasto, as células BeWo
foram submetidas ao processo de sincicializagdo (OMATA et al., 2013). As células
foram cultivadas em placas de 6 pogos (1,5 x 10° células/2000 pL/pogo) em meio
completo durante 24 horas a 37 °C e 5% de CO,. Em seguida, as células foram tratadas
com as seguintes condic¢des: (1) 20 uM forskolin (Sigma), (2) 10 nM phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA) (Sigma), (3) 50 nM de PMA, ou (4) 20 uM forskolin mais
10 nM de PMA, ou ainda (5) 20 uM forskolin mais 50 nM de PMA por 24 ou 48 horas
adicionais. As células foram entdo colhidas, centrifugadas a 400 g durante 5 minutos,
homogeneizadas e lisadas em gelo com tampao de lise (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,1
mM de EDTA, 0,5% de Triton X-100, 10% de glicerol, 1 mM de ditiotreitol, e NaCl
200 mM) suplementado com um coquetel de inibidor de protease (Complete®, Roche
Diagnostic, Mannheim, Alemanha), 1 mM de ortovanadato de sédio e 1 mM de fluoreto
de sodio (ambos de Sigma). Apds centrifugacdo a 13.000 g durante 15 minutos a 4 °C,

os sobrenadantes foram recolhidos e a concentrac¢do da proteina total foi mensurada pelo

39



ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976). As proteinas totais foram submetidas a
eletroforese e posteriormente a técnica de Western Blotting para analisar a expressao da
proteina Sincicina, uma proteina preferencialmente encontrada em células de
sinciciotrofoblasto (OMATA et al., 2013).

Em paralelo, para verificar o processo de fusdo celular, a medi¢do da area celular
e do diametro foi feita usando o microscopio de captura. Para este fim, as células BeWo
foram tratadas com 20 pM de forskolin mais 10 nM de PMA, como descrito acima. As
células foram contadas para determinar o indice de sincicializacdo como a relagdo entre
o numero de nucleos de sincicio (estruturas fundidas) e o nimero total de niucleos. Um
total de 400 células foram contadas por lamina analisada. Esse resultado foi
multiplicado por 100 e esse valor correspondeu ao indice de sincicializagio (OMATA et
al., 2013). Posteriormente, o indice de fusao celular foi calculado como a relacdo entre o
nimero de nucleos sinciciais e os nicleos citotrofoblasticos divididos por 100 (OMATA

etal., 2013).

4.4 Ensaio de proliferacao de 7. gondii em células BeWo (citotrofoblasto e

sinciciotrofoblasto) e HTR-8/SVneo

As células BeWo (citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto) ¢ HTR-8/SVneo
(trofoblasto extraviloso) foram cultivadas em laminulas de vidro redondas de 13 mm em
placas de 6 pocos (1,5 x 105 células/2000 uL/pogo) em meio completo durante 24
horas. Em seguida, as trés populagdes de células foram infectadas ou nao com
taquizoitos de 7. gondii em propor¢do de 5 parasitos por célula (5:1) e mantidas nas

mesmas condi¢des de cultura como descrito acima por 24 horas adicionais. Apds esse
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processo, os sobrenadantes de cultura foram coletados e armazenados a -80 °C para
posterior dosagem de citocinas por ELISA.

As laminulas com células aderidas foram lavadas com PBS estéril, fixadas em
10% de formalina tamponada com fosfato durante 2 horas e coradas com 1% de azul de
toluidina (Sigma) durante 3 segundos. Em seguida, as laminulas foram montadas em
laminas de vidro e as células foram examinadas sob um microscopio de luz para
verificar o indice de infec¢do (porcentagem de células infectadas por 100 células
examinadas) e proliferacdo intracelular de 7. gondii (nimero total de parasitos em 100
células infectadas) (BARBOSA et al., 2008). Fotomicrografias de células infectadas
coradas foram obtidas por microscopio de luz. Trés experimentos independentes foram

realizados em quadruplicata.

4.5 Dosagem de citocinas em sobrenadante de células BeWo
(citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto) e HTR-8/SVneo, infectadas ou nio por

T. gondii

As citocinas humanas (MIF, TGF-B1, IL-6, IL-10, IL-12p70, IFN-y e TNF)
foram mensuradas nos sobrenadantes das células BeWo (sinciciotrofoblasto e
citotrofoblasto) e HTR-8/SVneo (trofoblasto extraviloso) por ELISA de acordo com as
instru¢cdes do fabricante (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA, ou R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA). Os dados foram mostrados em pg/mL e o limite de deteccao
para cada citocina foi calculado de acordo com a curva padrao (IL-12p70: 7,8 pg/mL;
IL-6: 4,7 pg/mL; TNF: 7,8 pg/mL; MIF: 7,8 pg/mL; IFN-y: 4,7 pg/mL; IL-10: 7,8

pg/mL; TGF-B1: 125 pg/mL).
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4.6 Analise da expressao das proteinas intracelulares MAPKs por Western
blotting em células BeWo (citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto) e HTR-

8/SVneo infectadas ou nao por 7. gondii

As células BeWo e HTR-8/SVneo foram retiradas dos fracos de cultura,
centrifugadas, ressuspensas em meio a 10% de SBF e contadas em cdmara de Neubauer
para a realizagdo do plaqueamento. As células inviaveis foram excluidas pela coloragao
com azul de trypan 0,4% e ajustadas para concentragio de 1 x 10° células a cada 1000ul
de meio a 10% de SBF. Realizou a transformacao das células BeWo em
sinciciotrofoblasto e em seguida as trés linhagens celulares foram cultivadas
separadamente em placas de 6 pocos por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente
as células BeWo, BeWo sincicializada e HTR-8/SVneo foram infectadas ou ndo por 7.
gondii na propor¢do de 5 parasitos por célula (5:1) e mantidas nas mesmas condigdes
descritas acima. Apos esse processo, as cé¢lulas aderidas foram coletadas e passadas pelo
processo de cridlise para posterior armazenamento e realizacdo do Western Blotting.
Trés experimentos independentes foram realizados em quadruplicata.

As amostras de proteinas totais (50 pg) obtidas a partir das células lisadas
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des de desnaturacdo
(SDS-PAGE) a 12% e as proteinas foram transferidas para membranas de PVDF
(Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). As membranas marcadas com proteina foram
incubadas em tampao de bloqueio [4% leite em pd desnatado desidratado em 100 ml de
TBS (Tris 25 mM, NaCl 0,15 M e Tween 20 a 0,1%, pH 7,4)] durante 1 hora a
temperatura ambiente e posteriormente foram incubadas em um periodo de 12 horas
com os anticorpos: anti-ERK1/2 fosforilada (R&D Systems) (1:1000), anti-p38

fosforilada (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-C-Jun
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fosforilada camundongo (1:1000) (Millipore, Darmstadt, Alemanha), anti-sincicina
(1:1000) (Santa Cruz Biotechnology), e anti-GAPDH (1:1000) (Santa Cruz
Biotechnology), todos adicionados em tampao TBS. Em seguida, as membranas foram
lavadas com o tampao TBS e incubadas com os respectivos anticorpos secundarios
marcados com peroxidase (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA,
EUA) diluidos a 1:3000 em tampao TBS com 2 % leite em p6 desnatado desidratado
durante 2 horas a temperatura ambiente. A reagao foi revelada pela quimioluminiscéncia
(ECL SuperSignal kit, Thermo Scientific) e analises de densitometria foram realizadas
no ChemiDoc (BioRad, CA, EUA) para determinar a intensidade média das bandas. Os
dados foram demonstrados como a densidade relativa da relacdo entre a expressao de

MAPKSs fosforilados ou sincicina com bandas GAPDH (controle enddgeno).

4.7 Ensaio de proliferacdo de 7. gondii em células BeWo, BeWo
sincicializada e HTR-8/SVneo apods a inibicdo da via de sinalizacido de

ERK1/2

As células BeWo (citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto) ¢ HTR-8/SVneo
(trofoblasto extraviloso) foram cultivadas em laminulas de vidro redondas de 13 mm em
placas de 6 pogos (1,5 x 10° células/2000 uL/pogo) em meio completo durante 24 horas.
Em seguida, as trés populacdes de células foram infectadas ou ndo com taquizoitos de
T. gondii em proporg¢ao de 5 parasitas por célula (5:1) e mantidas nas mesmas condigdes
de cultura como descrito acima por 24 horas adicionais. Em paralelo, as células foram
cultivadas em laminulas de vidro redondas de 13 mm em placas de 6 pogos, como
descrito acima durante 24 horas, tratados ou nao com o inibidor de ERK1/2 (PD98059,

10 uM) e, ap6s 3 horas, foram infectados com 7'. gondii (5:1) e incubadas por 24 horas
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adicionais. Apoés esses procedimentos, os sobrenadantes de cultura foram coletados e
armazenados a -80 °C para posterior dosagem de de citocinas por ELISA.

As laminulas contendo células aderidas foram lavadas com PBS estéril, fixadas
em 10% de formalina tamponada com fosfato durante 2 horas e coradas com 1% de azul
de toluidina (Sigma) durante 3 segundos. Em seguida, as laminulas foram montadas em
laminas de vidro e as células foram examinadas sob um microscopio de luz para
verificar o indice de infec¢do (porcentagem de células infectadas por 100 células
examinadas) e proliferacdo intracelular de 7. gondii (nimero total de parasitas em 100
células infectadas) (BARBOSA et al., 2008). Fotomicrografias de células infectadas
coradas foram obtidas por microscopio de luz. Trés experimentos independentes foram

realizados em quadruplicata.

4.8 Analise Estatistica

Todos os dados foram analisados como média + erro padrio da média de trés
experimentos independentes realizados em quadruplicata. As diferengas entre os grupos
foram avaliadas por ANOVA com teste posterior de comparagdo multipla Kruskal-
Wallis usando o software GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc., San

Diego, EUA). Diferencas estatisticas foram consideradas quando P < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Diferenciaciao das células BeWo em sinciciotrofoblasto

Para comprovarmos que as células BeWo foram transformadas em células
de sincitotrofoblasto, Western Blotting foi realizado para avaliar a expressao da proteina
de sincicina (60 kDa). Houve um aumento na expressao da sincicina apos 24 horas de
tratamento, sendo que o tratamento mais eficaz que garantiu essa sincicializa¢do foi
com 20 uM de forskolin mais 10 nM de PMA. O aumento na expressao de sincicina ¢
indicativo de um processo de fusdo e diferenciacdo celular (Fig. 1A). Outro fator
analisado que poderia indicar o processo de sincicializagdo foi a avaliacdo da area
celular e dos didmetros. As células sincicializadas de BeWo (sinciciotrofoblasto)
mostraram uma area e diametros celulares significativamente maiores em comparagao
com as células ndo sincicializadas (citotrofoblasto) (Fig. 1B). Além disso, a contagem
do nucleo sincicial mostrou que cerca de 70% das células que se tornaram

sinciciotrofoblasto tinham mais de um nticleo (Fig. 1C).

5.2. Células HTR-8/SVneo (trofoblasto extraviloso) apresentaram maior

susceptibilidade a infeccao por 7. gondii

Para investigar a susceptibilidade das células BeWo (citotrofoblasto e
sinciciotrofoblasto) e HTR-8/SVneo (trofoblasto extraviloso) a infeccao por 7. gondii,
essas células foram infectadas com taquizoitos da cepa RH e os parasitos foram
contados usando microscopio de luz, através dessa contagem obtivemos dados

referentes ao indice de infeccdo e ao niimero total de parasitos intracelulares (Fig. 2).
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Das trés linhagens analisadas, observamos uma maior porcentagem de células
infectadas (Fig. 2A) e namero total de parasitos intracelulares (Fig. 2B) em células
HTR-8/SVneo quando comparadas com ambas as células BeWo (citotrofoblasto e
sinciciotrofoblasto) (P < 0,05). Além disso, as cé¢lulas BeWo/citotrofoblasto
apresentaram maior indice de infec¢do (Fig. 2A) e niimero total de parasitos (Fig. 2B)
do que células BeWo/sinciciotrofoblasto (P < 0,05). As fotomicrografias representativas
ilustram a propor¢do de parasitos em cada linhagem celular. Sendo que nas células
BeWo/sinciciotrofoblasto (Fig. 2C) houve uma resisténcia a infec¢do comparado a

linhagem de HTR-8/trofoblasto extraviloso (Fig. 2D) e BeWo/citotrofoblasto (Fig. 2E).

5.3 Células HTR-8/SVneo (trofoblasto extraviloso) apresentaram menor

producio de IL-6

Para verificar possiveis mecanismos imunologicos associados a susceptibilidade
diferencial a infec¢@o por 7. gondii entre as trés populagdes celulares, citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatorias foram mensuradas no sobrenadante da cultura celular
armazenado através da técnica de ELISA.

Independentemente da infec¢do, as células HTR8/SVneo (trofoblasto extraviloso)
apresentaram uma secre¢ao reduzida de IL-6 em comparagdo com as células BeWo
(citotrofoblasto e sincitiotrofoblasto) (P < 0,05), enquanto que a producao de IL-6 foi
similar entre citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto na auséncia ou presenga de 7. gondii
(Fig. 3). Ap¢s a infecgdo, a producao de IL-6 apresentou uma expressao maior em todos

os tipos de células quando comparados aos respectivos controles (P < 0,05) (Fig. 3).
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Os dados sobre a expressao de MIF, TGF-B1, IL-12p70, TNF-a, IL-10 e
IFN-y ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa entre as populagdes

celulares ou permaneceram abaixo do limite de detec¢ao (dados nao apresentados).

5.4. As células HTR-8 / SVneo (trofoblasto extraviloso) ativaram maior

fosforilagao de ERK1/2, especialmente quando infectadas por 7. gondii

A fim de investigar os mecanismos intracelulares desencadeados por T.
gondii nas trés populagoes trofoblasticas, a fosforilacio das MAPKs foi avaliada nas
trés linhagens celulares, infectadas ou ndo pelo parasita, j4 que nossos estudos anteriores
demonstraram envolvimento de ERK1/2 na susceptibilidade de células BeWo para T.
gondii (BARBOSA et al., 2014).

As células HTR-8/SVneo (trofoblasto extraviloso) apresentaram maior
fosforilagdo ERK1/2 em comparacdo com as células BeWo (citotrofoblasto e
sinciciotrofoblasto), independentemente da infeccao por 7. gondii (P < 0,05, Fig. 4A,
B). Quando as células HTR-8/SVneo nao infectadas e infectadas foram comparadas, a
fosforilagdo ERK1/2 aumentou significativamente em células infectadas (P < 0,05, Fig.
4A, B), enquanto que ndo foram detectadas alteracdes em ambos citotrofoblasto e
sinciciotrofoblasto(Fig. 4A, B). As fosforilagdo das MAPKs p38 e c-Jun nao foram

detectados em nenhuma condi¢do experimental (dados ndo mostrados).
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5.5. A inibicao de ERK1/2 induz a reduc¢ao da infeccdo por 7. gondii nas

trés populagdes trofoblasticas

Para verificarmos o envolvimento da via de sinalizagdo de ERK1/2 na
infeccdo por 7. gondii, o indice de infec¢do e o niimero total de parasitos foram
analisados em células tratadas com inibidor ERK1/2 (PD98059). Apds o tratamento,
detectamos uma reducdo significativa tanto no indice de infec¢do quanto no nimero
total de parasitas, independentemente do tipo de célula (P < 0,05, Fig. SA, B), com
excecdo do indice de infeccdo em células de sinciciotrofoblasto (Fig. 5A , B). O
Western Blotting foi realizado em todos os tipos de células na presenca de PD98059
para verificar se esse inibidor foi realmente capaz de reduzir significativamente a
fosforilagdo ERKI1/2. Nossos dados mostraram uma reducdo significativa da
fosforilagdo ERK1/2 em todas as populacdes de trofoblastos tratadas com PD98059,
conforme demonstrado na Fig. 5C.

Apds a inibicdo, avaliamos a expressdo da citocina IL-6, a qual foi realizada
com os sobrenadantes da cultura de células dos trés tipos de linhagens, infectadas com
T. gondii. Como esperado, as células HTR-8/SVneo (trofoblasto extraviloso), quando
ndo tratadas com PD98059, produziram niveis mais baixos de IL-6 em compara¢gdo com
as células BeWo (citotrofoblasto e sincitiotrofoblasto) (P < 0,05, Fig. 5D). Na presenca
do inibidor de PD98059, houve aumento da producdo de IL-6 em células
BeWo/sincitotrofoblasto quando comparado as células ndo tratadas, enquanto a
liberacao de IL-6 foi regulada positivamente em células HTR-8/SVneo tratadas com

PD98059 em relacdo ao controle respectivo (P < 0,05, Fig. 5D).
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6. DISCUSSAO

As células trofoblasticas sao componentes importantes na manutengdo de uma
gestcdo de sucesso, além de exercerem papel fundamental na resisténcia materna a
infeccdo e transmissdo vertical de agentes patogénicos, pois esses tipos celulares
constituem a barreira na interface materno-fetal (BOYD et al., 1970; HUNTER et al.,
2012). As linhagens celulares representativas dessas células no modelo in vitro sdo
extremamente importantes para avaliar o que ocorre ao longo do processo de
placentagdo e invasdo de células trofoblasticas na interface materno-fetal, bem como o
papel do trofoblasto durante uma infeccdo por 7. gondii. Essas células, in vitro,
apresentam a capacidade de simular as fungdes das células do microambiente materno e
assim podemos realizar estudos para facilitar a compreensao dos aspectos relacionados

ao parasito-hospedeiro (BOYD et al., 1970; HUNTER et al., 2012).

Inicialmente, no presente estudo, obtivemos as células de sinciciotrofoblasto
das células progenitoras BeWo (citotrofoblasto), uma vez que estas células tém a
capacidade de se diferenciar em sinciciotrofoblasto pelo tratamento com Forskolin e
PMA. Forskolin induz a fusdo celular, pois aumenta os niveis intracelulares de cAMP,
que modula a expressdo de fosfatidilserina, transporte de glicose e ativagdo de canais de
Ca + e K + na membrana celular. Apds esse processo, as células aumentam a
capacidade de fusdo e se tornam multinucleadas, transformando-se em
sinciciotrofoblasto (ISHIKAWA et al., 2014; HUNTER et al., 2012; OMATA et al.,
2013; RIDELL et al.,, 2013). Estas cé¢lulas podem ser caracterizadas pela sua
morfologia, uma vez que sdo células multinucleadas e visivelmente maiores do que as
células de citotrofoblasto. Portanto, a avaliacdo da estrutura em relagdo ao diametro e

area celular sio métodos significativamente viaveis (OMATA et al., 2013; PATTILLO
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et al., 1968). Neste sentido, utilizamos células BeWo/citotrofoblasto tratadas como

progenitores para as células BeWo/sinciciotrofoblasto.

ApoOs obtencdo das trés populacdes trofoblasticas, comparamos a
susceptibilidade dessas células a infeccdo por 7. gondii. As células HTR-8/SVneo
(trofoblasto extraviloso) apresentaram maior indice de infeccdo e numero total de
parasitas em comparagdo com ambas as células BeWo, demonstrando que 7. gondii
apresentou capacidade mais eficaz de invadir e proliferar em células de trofoblasto
extraviloso humano. Além disso, as células BeWo/citotrofoblasto demonstraram maior
susceptibilidade a 7. gondii quando comparadas as células BeWo/sinciciotrofoblasto.
Portanto, a partir dos trés tipos de células, as células de sinciciotrofoblasto foram a
populagdo mais resistente a infec¢do por 7. gondii, enquanto as células do trofoblasto

extraviloso as mais susceptiveis a infecgao.

Alguns estudos demonstraram que diferentes linhagens celulares apresentam
diversas susceptibilidades a patdogenos por mecanismos distintos. Um estudo anterior
mostrou que as cé¢lulas BeWo e Hela (células epiteliais humanas do utero) sdo
susceptiveis a infeccdo por Neospora caninum, um parasita intimamente relacionado a
T. gondii, embora as células HelLa apresentem uma susceptibilidade maior a este
parasita quando comparadas as células BeWo (CARVALHO et al., 2010). Além disso,
estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que IL-10 ou TGF-B1 induziram um
aumento consideravel tanto na replicacdo intracelular de 7. gondii quanto no indice de
infecgdo nas células BeWo e HelLa. No entanto, o IFN-y foi capaz de controlar a
infecgdo apenas em células HeLa, demonstrando que diferentes populagdes de células
apresentam susceptibilidade diferencial de acordo com o perfil de citocina que ¢
produzido (BARBOSA et al., 2008; BARBOSA et al., 2015). De acordo com nossas

pesquisas, as células de sinciciotrofoblasto foi o tipo celular mais resistente a infeccao
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por T. gondii. Um estudo anterior demonstrou diferencas na susceptibilidade a 7. gondii
em explantes de vilos humanos, onde 80% dos vactiolos parasitoforos foram
encontrados em trofoblasto extraviloso, enquanto cerca de 5% foram detectados em
células de sinciciotrofoblasto (ROBBINS et al., 2012). De acordo com os autores, esses
dados foram uma surpresa, uma vez que as células de trofoblasto extraviloso ocupam
apenas 5% da area superficial desses explantes vilosos, mas a presenga de taquizoitas de
T. gondii em células de sinciciotrofoblasto foi rara e poucos parasitas se replicaram

nessas células (ROBBINS et al., 2012).

Outro estudo recentemente publicado demonstrou a resisténcia do
sinciciotrofoblasto a infec¢do por 7. gondii. Ander e colaboradores (2018) utilizaram
células primarias de trofoblasto humano, isoladas de placentas a termo, e explantes de
vilosidades coridnicas de segundo trimestre gestacional para determinar os mecanismos
desencadeados pelo trofoblasto humano contra a infeccao por 7. gondii. Eles mostraram
que os sinciciotrofoblasto placentario restringe a infec¢do em estagios distintos do ciclo

litico do parasita no momento da ligacao e durante a replicag@o intracelular (ANDER et

al.,, 2018).

\

Esta baixa susceptibilidade a infeccdo parasitaria em células de
sinciciotrofoblasto pode ser explicada pela sua morfologia. O sinciciotrofoblasto
consiste em células multinucleadas de grande diametro e pode fornecer protecao e
resisténcia ao microambiente celular (CANIGGIA et al., 1997). Esse fato pode ocorrer
porque ele ¢ altamente polarizado e coberto com microvilosidades densas em toda a
superficie apical, o que proporciona uma grande area superficial para troca de gases,
nutrientes e liberacao de residuos e outros fatores como producao de citocinas e vias de
sinalizagdo associadas a estas células (CANIGGIA et al., 1997). Da mesma forma, a alta

susceptibilidade a 7. gondii em células de trofoblasto extraviloso pode ser devido ao
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fato de que essas células adquirem um fenotipo invasivo para infiltrar-se profundamente

na regido de decidua e entdo alcangar e penetrar nos vasos deciduais (Ko et al., 2016).

O papel das células trofobldsticas na manutengdo de um microambiente
favoravel para a interface materno-fetal, ¢ caracterizado tipicamente por uma resposta
imune do tipo Th2, preferencialmente (ANGELONI et al., 2013; BARBOSA et al.,
2015; CASTRO et al., 2013; GUIRELLI et al., 2015; HUNTER et al., al., 2012), ¢ esta
associada a prevencdo da rejeicao ao feto. No entanto, as citocinas antiinflamatdrias
produzidas por células trofobldsticas ou por algumas outras células da interface
materno-fetal podem facilitar a transmissdo de 7. gondii ao embrido ou tecido fetal
(BARBOSA et al.,, 2008; BARBOSA et al.,, 2015). Portanto, ap6s verificar a
susceptibilidade ao parasita, nosso proximo passo foi investigar o perfil de citocinas

produzido pelas trés populagdes trofoblasticas na presenga ou auséncia da infecgao.

Observamos um aumento expressivo na liberagdo de IL-6 em células de
sinciciotrofoblasto, enquanto que a producao de IL-6 em células HTR-8/SVneo
(trofoblasto extraviloso) foi expressa de forma bem reduzida. Esses perfis de citocinas
podem explicar porque as células de sinciciotrofoblasto eram mais resistentes e as
células HTR-8/SVneo (trofoblasto extraviloso) eram mais susceptiveis a infecgao por 7.
gondii. A 1L-6 ¢ uma citocina pro inflamatoria envolvida no controle de proliferagdo de
T. gondii em muitos tipos de células, incluindo células de trofoblasto humano e
monocitos (BARBOSA et al., 2015; CASTRO et al., 2013). Além disso, alguns estudos
mostraram que a IL-6 ¢ um regulador chave para a eficacia terapéutica contra a infec¢cao
por Leishmania donavani (BENGS et al., 2005). IL-6 ¢ essencial para o processo de
implantacdo do embrido e nos estagios iniciais da gesta¢do, assim sendo, a IL-6 ¢ uma
citocina de extrema importdncia na interface materno-fetal para garantir o sucesso

gestacional e, a0 mesmo tempo para prevenir ou controlar a infec¢do por T. gondii em
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trofoblasto humano. Portanto, podemos especular que as células de sinciciotrofoblasto
representam uma barreira imunologica, além de uma barreira fisica aos agentes
patogénicos. Além disso, estudos anteriores sugeriram que a IL-6 pode ter um papel
protetor durante a infec¢do por 7. gondii induzindo a formagdo do cisto (JEBBARI et

al., 1998).

Depois de analisarmos a producdao de citocinas nas trés linhagens celulares,
investigamos a expressao das vias de sinalizagdo relacionadas as MAPKs que poderiam
estar envolvidas na susceptibilidade diferencial a infeccdo por 7. gondii encontrada
nessas células. A ERK1/2 fosforilada foi a inica que apresentou alguma expressao a ser
avaliada. Um estudo mostrou que a via ERK1/2 favorece a proliferacao intracelular de
T. gondii e pode participar da regulacdo do ciclo de vida assexual do parasita,
garantindo assim sua sobrevivéncia (SURACHETPONG et al., 2009). Além disso,
estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a alta expressdo da
ERK1/2 fosforilada esta associada a infec¢do por 7. gondii em células BeWo, uma vez
que o aumento da fosforilagdo de ERK1/2 induz a uma maior proliferacdo parasitaria
(BARBOSA et al., 2014). Nossos dados demonstraram que as células HTR-8/SVneo
eram mais susceptiveis a infec¢ao por 7. gondii e, a0 mesmo tempo, apresentaram alta
fosforilagdo de ERK1/2, enquanto as células de sinciciotrofoblasto, que apresentaram
maior resisténcia a 7. gondii, apresentaram uma expressao reduzida de ERK1/2. As
MAPKs p38 e c-JUN fosforiladas ndo foram detectadas em nenhuma condig¢do
experimental. Assim sendo, 0s nossos resultados sugerem que as células HTR-8/SVneo
sdo mais susceptiveis a infec¢do por 7. gondii, devido aos elevados niveis de ERK1/2 e

niveis baixos de IL-6.

A presenga da atividade de MAPK em células infectadas com Toxoplasma,

promovendo a sobrevivéncia e a proliferacao de parasitas ja foi demonstrada (LI et al.,
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2016). No presente estudo, observamos que a inibicdo de ERK1/2 usando PD98059
reduziu significativamente o parasitismo nas trés linhagens celulares estudadas,
indicando que a via de sinalizagdo de ERK estava associada ao aumento da proliferacao
de parasitas. Estudos anteriores demonstraram uma redugdo no parasitismo em células
BeWo ap6s a inibi¢do da via de sinalizacdo ERK (BARBOSA et al., 2014). Além disso,
alguns estudos mostraram a importancia da via de sinalizacio MAPK/ERK em infec¢ao
causada por outros protozoarios, como Giardia lamblia (ELLIS et al., 2003),
Leishmania  mexicana (BENGS et al.,, 2005), Plasmodium falciparum
(SURACHETPONG et al., 2009) e células monociticas humanas infectadas por T.
gondii (VALERE et al., 2003; ROBERT-GANGNEUX et al., 2012), propondo que a
via de sinalizagio de MAPK/ERK também possa ser responsavel pela transducdao do

sinal e € essencial para a infec¢ao parasitaria.

Além disso, houve uma mudanga no perfil de IL-6 nas células de
sinciciotrofoblasto apds o tratamento com PD98059 (inibidor de ERK1/2). Assim, a
expressdo da citocina IL-6 é parcialmente dependente da via de sinalizacdo ERK1/2,
uma vez que sdo encontradas diferencas estatisticamente significativas quando esta via
de sinalizacgao ¢ inibida. Por outro lado, ndo houve diferengas significativas na produgao
de outras citocinas quando o PD98059 foi utilizado (dados ndo apresentados),
demonstrando que somente IL-6 esta associada com a via de sinalizacdo de ERK1/2.
Provavelmente, outros mecanismos podem estar envolvidos na susceptibilidade
diferencial a 7. gondii nas células BeWo (sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto) e HTR-
8/SVneo (trofoblasto extraviloso), e estudos futuros devem ser conduzidos para

identifica-los.
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7. CONCLUSOES

O conjunto dos nossos resultados demonstra que:

Células trofoblasticas sincicializadas sdo mais resistentes a infec¢do por 7. gondii;

As células de trofoblasto extraviloso (HTR-8/SVneo) sdo mais susceptiveis a infec¢ao
por T. gondii;

As células de sinciciotrofoblasto apresentaram uma secre¢do de IL-6 em quantidades
maiores quando comparada as demais células, citocina pré inflamatéria que auxilia no
combate a infecgao;

HTR-8/SVneo, célula mais susceptivel a infecgdo, apresentou niveis reduzidos de IL-6,
o que pode favorecer a entrada de parasitos nesse tipo celular;

O sinciciotrofoblasto apresentou uma expressdao reduzida da via de sinalizagdo de
ERK1/2 fosforilada, enquanto células HTR8/SVneo demonstraram maior fosforialacao
de ERK1/2 ;

Apds inibicdo da via de sinalizacdo de ERK1/2 fosforilada (PD98059), as células de
trofoblasto extraviloso apresentaram um aumento na expressao da citocina IL-6, e uma
reducdo nos indices de infecgdo e nimero totais de parasito;

As diferengas de susceptibilidade como demonstrado aqui, podem estar associadas a
auséncia e presenca da citocina IL-6, e a via de sinalizagdo de ERK. Eles interferem na

infecgdo por 7. gondii nas diferentes linhagens celulares.
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FIGURA 2
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