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RESUMO

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatério causador da toxoplasmose congénita,
ocasionando sequelas graves como aborto. Muitos patégenos desenvolveram mecanismos de
evasdo da resposta imune hospedeira. Um desses mecanismos ¢ a indugdo da producdo de
mediadores inflamatérios, como ciclooxigenase (COX)-2 e prostaglandina E> (PGE2) que
favorece o crescimento destes patogenos. Muitos estudos t€ém demonstrado que COX-2 e PGE»
sdo mediadores chaves para a disseminagao e persisténcia da infec¢do por Trypanosoma cruzi
no hospedeiro. Esses mediadores sdo produzidos e armazenados em corpos lipidicos (LDs),
organelas ricas em lipidios importantes para a manutengdo de patogenos. Foi visto que LDs sao
aumentados durante a infec¢@o por 7. gondii em macréfagos e células musculares esqueléticas,
porém nenhuma relagdo foi estabelecida ainda entre COX-2, resposta imune, LDs ¢ carga
parasitaria durante infec¢do por Toxoplasma em células trofoblasticas humanas. Assim, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar o papel de COX-2 e LDs durante infec¢do por 7. gondii
em células trofoblédsticas humanas vilosas (BeWo) e extravilosas (HTR-8/SVneo). Células
BeWo e HTR-8/SVneo foram tratadas com diferentes concentra¢des de inibidores de COX,
Meloxicam, inibidor de COX-1 e COX-2, e Celecoxibe, inibidor especifico de COX-2, com o
objetivo de avaliar a viabilidade celular pelo MTT. Em seguida, células BeWo e HTR-8/SVneo
foram infectadas por 7. gondii e tratadas com Meloxicam ou Celecoxibe por mais 24 horas.
Apos esse tempo, o indice de proliferacdo de 7. gondii foi realizado pelo ensaio de B-
galactosidase, e o sobrenadante da cultura fo1 utilizado para avaliar o perfil de citocinas pelo
ensaio de ELISA. Posteriormente, células BeWo e HTR-8/SVneo foram infectadas ou ndo por
T. gondii na presenca ou auséncia de soro fetal bovino (SFB) por 24 horas. Apos esse tempo,
foi realizada a coloracao de corpos lipidicos com Oil Red O. Em seguida, células BeWo e HTR-
8/SVneo foram infectadas por 7. gondii e tratadas com Meloxicam ou Celexocibe por 24 horas.
Apoés esse tempo, foi realizada a coloragdo de corpos lipidicos com Oil Red O. Nossos
resultados demonstram que inibidores de COX-2 ndo diminuiram a viabilidade de células
BeWo e HTR-8/SVneo. Além disso, o tratamento com os inibidores de COX-2 foi capaz de
diminuir a proliferacdo de 7. gondii nas duas linhagens celulares. Posteriormente, nds
observamos que a inibicdo de COX-2 induziu a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias em
células BeWo e HTR-8/SVneo, como IL-6 ¢ MIF, além de diminuir a produgdo de citocinas
anti-inflamatorias em células BeWo, 1L-4 e IL-10, e nas células HTR-8/SVneo, IL-4 ¢ TGF-
B1. Em seguida, n6s vimos que a infec¢do por 7. gondii induziu a produc¢ao de LDs nas duas

linhagens celulares, e que essa produgdo era aumentada com a adi¢ao de SFB. Posteriormente,



nds observamos que cé¢lulas BeWo e HTR-8/SVneo, infectadas e tratadas com inibidores de
COX-2, diminuiram a producao de LDs. Assim, concluimos que o sucesso da infec¢do por 7.
gondii em células trofoblésticas humanas ¢ dependente de COX-2, uma vez que sua inibi¢ao
induz resposta imune pro-inflamatdria capaz de controlar o parasitismo e, a0 mesmo tempo,

diminui a disponibilidade de LDs em ambas linhagens celulares.

Palavras chave: Toxoplasma gondii, ciclooxigenase-2, corpos lipidicos, trofoblasto humano,
resposta imune.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that causes congenital toxoplasmosis,
causing severe sequelae like miscarriage. Many intracellular pathogens have devoloped
mechanisms of evasion of the host immune response. One of these mechanisms is the induction
of the production of inflammatory mediators, such as cyclooxygenase (COX) -2 and
prostaglandin E2 (PGE.), favoring the growth of pathogens. Many studies have shown that
COX-2 and PGE; are key mediators for the spread and persistence of Trypanosoma cruzi
infection in the host organism. These mediators are produced and stored in lipid droplets (LDs),
lipid-rich organelles important for the maintenance of pathogens. It was seen that LDs are
increased during 7. gondii infection in macrophages and skeletal muscle cells, but no
relationship has been established between COX-2, immune response, LD and parasitic load
during Toxoplasma infection in human trophoblast cells. Thus, the objective of the present
study was to evaluate the role of COX-2 and LDs during 7. gondii infection in human villous
trophoblasts cells (BeWo), and extravillous (HTR-8/SVneo). BeWo and HTR-8/SVneo cells
were treated with different concentrations of COX inhibitors, Meloxicam, COX-1 and COX-2
inhibitor, and Celecoxib, a COX-2 specific inhibitor, in order to evaluate the cell viability by
the MTT. Then, BeWo and HTR-8/SVneo cells were infected with 7. gondii and treated with
Meloxicam or Celecoxib for another 24 hours. After this, the proliferation rate of 7. gondii was
performed on the cells by the B-galactosidase assay, and the cell culture supernatant was used
to evaluate the cytokine profile by the ELISA assay. Subsequently, BeWo and HTR-8/SVneo
cells were infected or not with 7. gondii in the presence or absence of fetal bovine serum (FBS)
for 24 hours. After this time, staining of lipid bodies with Oil Red O was performed. Then,
BeWo and HTR-8/SVneo cells were infected with 7. gondii and treated with Meloxicam or
Celexocibe for 24 hours. After that time, staining of lipid bodies with Oil Red O was performed.
Our results demonstrate that COX-2 inhibitors have not decreased the viability of BeWo and
HTR-8 / SVneo cells. In addition, treatment with COX-2 inhibitors was able to decrease the
intracellular proliferation of 7. gondii in the two human trophoblast cell lineages. Later, we
observed that inhibition of COX-2 induced secretion of pro-inflammatory cytokines in BeWo
and HTR-8/SVneo cells, such as IL-6 and MIF, and decreased the production of anti-
inflammatory cytokines in BeWo cells, IL-4 and IL-10, and in HTR-8/SVneo cells, IL-4 and
TGF-B1. Next, we saw that 7. gondii infection induced the production of LDs in both cell
lineages, and that this production was increased with the addition of FBS. Subsequently, we

observed that BeWo and HTR-8/SVneo cells, infected and treated with COX-2 inhibitors,



decreased production of LDs. Thus, we conclude that the success of 7. gondii infection in
human trophoblastic cells is dependent on COX-2, since its inhibition induces a pro-
inflammatory immune response capable of controlling parasitism and, at the same time,

decreasing the availability of LD in both cell lineages.

Key words: Toxoplasma gondii, cyclooxygenase-2, lipid droplets, human trophoblast, immune
response.
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1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii: caracteristicas gerais

Toxoplasma gondii ¢ um protozoario parasito intracelular obrigatorio do filo
apicomplexa, que pode infectar todos os vertebrados de sangue quente, como as aves € 0s
mamiferos, incluindo os seres humanos, representando uma preocupacao significativa de satide
publica (DUBEY et al., 2014; YAN et al., 2016). O parasito foi descoberto em 1908 por
Splendore em um coelho de laboratério em Sao Paulo, € na mesma época por Nicolle e
Manceaux em um roedor africano, Ctenodatylus gondii, no instituto Pasteur de Tunis, na
Tunisia (NEVES, 2004). O parasito ganhou uma aten¢ao especial quando em 1923, na cidade
de Praga, um oftalmologista relatou o caso de uma crianga que faleceu com 11 meses de idade
que apresentava hidrocefalia e cegueira, e na necropsia foram observados parasitos semelhantes
a T. gondii (VERONESI; FOCACCIA, 1996; REMINGTON et al., 2006).

Morfologicamente, 7. gondii possui uma estrutura alongada, sendo a regido anterior
afilada e a regido posterior arredondada, mas pode também apresentar um formato oval,
indicando o inicio do processo de divisdo celular (REY, 2001; SOUZA et al., 2010). Possui um
nucleo, que esta situado na regido central ou mais proximo da extremidade posterior, e
organelas tipicas de organismos eucariontes (mitocondria, complexo de Golgi, reticulo
endoplasmatico e lisossomo) (DUBEY et al., 1998; DUPONT et al., 2012). Além disso, o
parasito possui na regido anterior organelas especializadas, como o condide, micronemas,
roptrias, granulos densos e apicoplasto, formando o complexo apical. Essas organelas sdo
importantes para a fixagdo e invasao na cé¢lula hospedeira (SOUZA et al., 2010; PENG et al.,
2011).

O conodide ¢ uma estrutura em forma de cone, formada por trés anéis de microtibulos,
que sdo importantes para manter a forma do parasito, além de estar envolvido com a mobilidade
e o direcionamento de vesiculas secretorias durante o mecanismo de invasao (DUBEY et al.,
1998; HU et al., 2006). A entrada do parasito na célula hospedeira € um processo rapido (15 a
30 segundos) (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). J4 as micronemas sdo as primeiras
organelas a secretarem suas proteinas, e estdo relacionadas com o reconhecimento e adesdo do
parasito a célula hospedeira (TOMLEY; SOLDATI, 2001). O contetido das micronemas ¢
liberado nos momentos iniciais da interagdo com a célula hospedeira, em um processo regulado

por Ca?>"(LOVETT et al., 2002). A proteina MIC-2 est4 presente em todos os estdgios invasivos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3346298/pdf/zcm264.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11228014
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do parasito e possui importante papel no reconhecimento da célula hospedeira e nos
movimentos que o parasito realiza para a invasao celular (SIBLEY, 2010).

Posteriormente, as roptrias secretam suas proteinas durante a invasao do parasito, sendo
importante para a formagdo do vaclolo parasitoforo (SOUZA et al.,, 2010; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012). Os granulos densos secretam suas proteinas dentro do vactiolo
parasitoforo, possibilitando que o parasito possa evadir das respostas da célula hospedeira.
Além disso, as proteinas liberadas sao importantes para a formagao de tabulos especializados,
possibilitando que o parasito possa competir com a célula hospedeira por metabolitos para a
sua sobrevivéncia (MERCIER et al., 2005; CESBRON-DELAUW et al., 2008; SOUZA et al.,
2010).

Por ultimo, o apicoplasto ¢ um plastideo nao fotossintetizante envolvido por quatro
membranas e localizado na regido anterior ao nucleo. No apicoplasto ocorre vias metabolicas
importantes, como a biossintese de acidos graxos e algumas etapas da sintese da heme
(SEEBER, 2003; THOMSEN-ZIEGER et al., 2003).

T. gondii possui trés estagios infecciosos: taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas
(DUBEY et al., 1998; BOLAIS et al., 2017). Os taquizoitas estdo presentes na fase aguda da
infeccdo, com alta taxa de proliferagao e disseminagdo nos tecidos, como o tecido muscular,
ocular, nervoso e na placenta. Eles se multiplicam dentro de um compartimento intracelular
denominado vactiolo parasitoforo, em um processo chamado de endodiogenia (MONTOYA;
LIENSENFELD, 2004; DUBEY, 2010; SOUZA et al., 2010).

Por pressdo do sistema imunoldgico do hospedeiro, os taquizoitas se convertem em
bradizoitas, passando para um estagio de multiplicacdo mais lenta, formando os cistos teciduais,
sendo prevalente em infec¢des cronicas. No interior dos cistos, os bradizoitas se dividem por
endodiogenia, formando duas células filhas. A parede membranosa que recobre os cistos
permite uma maior resisténcia dos bradizoitas as enzimas presentes no suco gastrico,
permitindo sua transmissdao por meio da ingestao (FERGUSON, 2004; SOUZA et al., 2010).
Cistos contendo bradizoitos viaveis podem persistir por anos no hospedeiro (FERGUSON;
HUTCHISON, 1987; FRENKEL, 1988), sendo o cérebro e o musculo os locais mais comuns
da infecgdo, embora cistos também tenham sido encontrados no pulmao, figado e rins (DUBEY
et al., 1998).

Os esporozoitas sdo encontrados no interior de oocistos maduros, sendo formados no
trato intestinal e liberados junto as fezes dos hospedeiros definitivos, os felinos. Esses oocistos
sdo estruturas ovoides que em ambientes favordveis de umidade, calor e clima, sofrem

esporulagdo, contendo dois esporocistos, e cada um possui quatro esporozoitas. Os esporozoitas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3346298/pdf/zcm264.pdf
http://revistaseletronicas.pucrs.br/ojs/index.php/scientiamedica/article/viewFile/5957/4881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15003495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4157368/#R63
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4157368/#R63
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4157368/#R68
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sdo liberados para o meio externo junto as fezes desses animais (MONTOYA, LIENSENFELD,
2004; DUBEY, 2010; SOUZA et al., 2010; YAN et al, 2016).

O ciclo de vida de T. gondii ¢ heteroxénico, tendo como hospedeiros definitivos os
géneros Felis e Lynx, e hospedeiros intermedidrios as aves e mamiferos, incluindo o homem
(REY, 2008). Apos ingestao de cistos contendo bradizoitas pelos felinos, ocorre a liberacao de
parasitos na mucosa gastrica que migram para o epitélio intestinal, onde se replicam por
esquizogonia e formam esquizontes. O nucleo dos esquizontes inicia lentamente sua
individualizagdo por divisdo da membrana plasmatica, originando os merozoitos. Estes
merozoitos ddo origem aos gametas, ¢ havendo fecundagdo, formam-se oocistos. Apds cair na
luz intestinal, os oocistos sdo liberados para o meio ambiente juntamente com as fezes destes
animais. A ingestdo de alimentos contaminados, tanto com cistos quanto com oocistos, pode
levar a infec¢do de hospedeiros intermediarios, pois estes liberam bradizoitas e esporozoitas,
respectivamente, que em seguida vao se transformar em taquizoitas capazes de invadir e se
disseminar pelas células do individuo (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-
GANGNEUX, 2014; YAN et al., 2016). Para os seres humanos, as vias mais importantes de
transmissdo sdo através da ingestdo de carne mal cozida contendo cistos, vegetais mal lavados,
agua ou solo contaminado com oocistos e via transmissdo vertical, ou seja, da mae para o feto

ou embrido (ALVARADO-ESQUIAVEL et al., 2017; BOLAIS et al., 2017).

1.2. Resposta imune a 7. gondii

A resposta imune contra 7. gondii ¢ mediada primariamente por células T helpers 1
(Th1), e requer componentes da resposta imune inata e adaptativa, envolvendo interagdes entre
0 parasito, mondcitos, células dendriticas, macrofagos, neutrofilos e células natural killers
(NKs) (CARRUTHERS, 2002).

As células da imunidade inata possuem receptores semelhantes a Toll (TLRs) que sdo
capazes de reconhecer padrdes moleculares associados aos patogenos (PAMPs), dando inicio a
ativacdo do sistema imune. O TLRI11 reconhece a proteina profilina do parasito, que ¢
importante para a sua mobilidade e invasdo da célula hospedeira (YAROVINSKY et al., 2005),
desencadeando a produc¢do de interleucina (IL)-12 em células dendriticas (YAROVINSKY et
al., 2008). O TLR2 também contribui para a resposta do hospedeiro contra 7. gondii,
reconhecendo a molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI) do parasito (DEBIERRE-
GROCKIEGO et al., 2007). TLR4 também reconhece GPIs do parasito, sugerindo que TLR2 e
TLR4 podem funcionar cooperativamente durante a infeccao por 7. gondii. Segundo Denkers

e colaboradores (2010), ainda ndo h4 evidéncias de que exista um TLR principal que controle
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a resposta imune contra 7. gondii, sugerindo que a resisténcia do hospedeiro a infec¢do esta
relacionada a véarios ligantes de TLRs.

No inicio da infeccao, 7. gondii ¢ reconhecido e estimula a sintese de IL-12 nas células
dendriticas, macréfagos e neutréfilos, e induz a sintese de interferon (IFN)-y pelas células NKs.
Adicionalmente, o fator de necrose tumoral o (TNF-a) pode agir em sinergia com a IL-12,
otimizando a produgdo de IFN-y por essas células (GAZZINELLI et al., 1993). A produgado
dessas citocinas pro-inflamatdrias esta associada com a ativacdo da resposta imune adaptativa
mediada por linfocitos T CD4+ e CD8+, que atuam produzindo e secretando diversos
mediadores inflamatorios, como o 6xido nitrico (NO), e induz o aumento ainda maior nos niveis
de IL-12 e IFN-y (MILLER et al., 2009; MELO et al., 2011a). O IFN-y, por sua vez, ativa as
células dendriticas, os macrofagos e os neutrofilos, promovendo a reducio ou a eliminagdo do
parasito (BUZONI-GATEL et al., 2006). Quando os macrofagos sdo ativados pelo IFN-y, eles
produzem 6xido nitrico, permitindo uma acao toxica contra o parasito. Além disso, essa citocina
induz a produ¢do da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), levando a degradagdo do
triptofano, um aminoécido essencial para o crescimento do parasito, o que permite a inibi¢ao
da replicacdo ou a destruicdo de 7. gondii por essas células (PFEFFERKORN et al., 1986;
SILVA et al., 2002). Além do IFN-y e da IL-12, as células Thl também secretam outras
citocinas pro-inflamatdrias que sdo importantes no combate a infeccao por 7. gondii, como a
IL-6, MIF e TNF-a.

No entanto, uma resposta inflamatdria exacerbada pode levar o hospedeiro a morte
(GAZZINELLI et al., 1992; LANG et al., 2007). Assim, ¢ importante que tenha um balango
entre um perfil das respostas Thl e Th2. Esse balanco pode ser mediado pela producao de
citocinas, como IL-4, IL-10 e TGF-f1, que atuam diminuindo a producdo de NO em
macrofagos, a atividade citotoxica de células NK e a maturacao de células dendriticas (WILLE
et al., 2001; SAKAGUCHI, 2005; AKBAR et al, 2007).

Dessa forma, o combate a infec¢do por 7. gondii ¢ mediado pela secrecao de citocinas
pro-inflamatérios produzidas por células do sistema imune inato e adaptativo. No entanto, 7.
gondii € capaz de evadir da resposta imune do hospedeiro. Portanto, o sucesso da infec¢dao ou
0 combate ao parasito esta associado com o balanco entre a resposta imune do hospedeiro € os

mecanismos de evasao utilizados por 7. gondii (MILLER et al., 2009; MELO et al., 2011a).
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1.3. Toxoplasmose

T. gondii é o agente causador da toxoplasmose, uma das infecgdes parasitarias mais
comuns ao homem e a outros animais homeotérmicos. Estima-se que 30 a 50% da populacdo
mundial esteja infectada pelo parasito (IMAM et al., 2017). A sorologia positiva para 7. gondii
¢ muito variavel em diferentes regides, variando de 10 a 30% na América do Norte, sudoeste
asiatico e norte da Europa. Em paises da regido central e sul da Europa a sorologia ¢ de 30 a
50%. Na América Latina e paises tropicais africanos a prevaléncia ¢ alta, podendo variar de 30
a 90% (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012; DUBEY et al., 2014). Essas diferencas sio
associadas com a alimentagdo, o preparo da comida, o tratamento adequado da agua ¢ a
intensidade da exposi¢ao ambiental (BOLAIS et al., 2017).

O periodo inicial da infec¢do € caracterizado pela fase aguda da infeccdo, onde os
taquizoitas se multiplicam rapidamente em diferentes tipos celulares. A maioria dos individuos
imunocompetentes sdo assintomaticos. No entanto, algumas manifestagdes clinicas podem
ocorrer, como a febre, fadiga, dor muscular, dor de garganta e cefaleia (HILL, DUBEY, 2002).
Apo0s 2 a 3 semanas de infec¢do, devido a uma resposta eficaz do hospedeiro, os taquizoitas se
diferenciam em bradizoitas, formando os cistos teciduais, caracterizando a fase cronica da
infeccdo (HILL et al.,, 2005). Em pacientes imunocomprometidos (pacientes com AIDS,
pacientes em tratamento quimioterapico, individuos transplantados ou individuos com doengas
autoimunes), pode ocorrer reativagdo da infeccdo, onde os bradizoitas se convertem em
taquizoitas, podendo ser fatal para o hospedeiro (TENTER et al, 2001; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

A toxoplasmose congénita ¢ considerada uma das formas mais graves da doenca, e
ocorre devido a passagem transplacentaria das formas taquizoitas do parasito durante a
gestacdo, alcancando assim a circulagdo e os tecidos fetais (MONTOY A; REMINGTON, 2008;
KODIJIKIAN, 2010; VARGAS-VILLAVICENCIO et al., 2016). Nesse sentido, a placenta
desempenha um papel fundamental, pois ¢ uma barreira natural que protege o feto a exposi¢ao
do parasito (ABBASI et al., 2003). O risco de infeccao fetal e o comprometimento fetal
dependem do estagio da gravidez quando ocorre a infeccdo materna. Assim, o risco de infec¢ao
fetal no primeiro trimestre ¢ em torno de 10%, no entanto o comprometimento fetal ¢ grave e
pode levar ao aborto. No segundo trimestre, as chances de transmissdo aumentam para 30%,
enquanto que no terceiro trimestre pode variar entre 60 a 90%, mas o comprometimento fetal ¢
menor (DUNN et al., 1999; MCLEQOD et al., 2009; GARCIA-MERIC et al., 2010). Os sintomas
da toxoplasmose congénita incluem a coriorretinite, hidrocefalia, microcefalia, epilepsia,

cegueira, estrabismo, calcificagdes intracraninas, entre outros sintomas (JONES et al., 2003; LI
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etal., 2014). Os bebés infectados congenitamente frequentemente sdo assintomaticos ao nascer,
podendo desenvolver doengas durante a infancia (WALLON et al., 2001).

O tratamento classico para a toxoplasmose se baseia no uso da espiramicina ou
sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico. A espiramicina ¢ usada durante a fase aguda da
infec¢do, mas quando ndo ha evidéncias de infeccdo fetal, reduzindo assim o risco de
transmissdo do parasito pela placenta (MCLEOD et al., 2006). Caso a infec¢do fetal seja
confirmada, o tratamento com a espiramicina ¢ interrompido e passa a ser utilizada a associagao
de sulfadiazina, pirimetamina e 4acido folinico (MONTOYA; LIENSEFELD, 2004;
MONTOYA; REMINGTON, 2008; MCLEOD et al., 2009). No entanto, a utilizacdo desses
medicamentos ndo ¢ capaz de eliminar completamente a infec¢do, além de serem consideradas
toxicas e podem ocasionar efeitos colaterais para a mae ou para o feto. Nesse sentido, ¢
importante a busca por novas estratégias terapé€uticas que sejam capazes de diminuir a
transmissdo vertical e que minimizem os efeitos colaterais. Estudos recentes do nosso grupo
demostraram que a Azitromicina foi mais eficiente em controlar o parasitismo do que os
medicamentos convencionais em células trofoblasticas humanas vilosas (linhagem BeWo)
(RIBEIRO et al., 2017). Em outro estudo do nosso grupo, foi demonstrado que a Enrofloxacina
e o Toltrazuril também foram capazes de diminuir o parasitismo em células BeWo e em vilos
placentarios humanos de terceiro trimestre gestacional, induzindo a secre¢ao de citocinas pro-
inflamatérias como IL-6 e MIF (DA SILVA etal., 2017). Portanto, o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas ¢ importante para o tratamento da toxoplasmose congénita, visto que

essa doenca ¢ um problema de satde publica mundial.

1.4. Células trofoblasticas humanas: BeWo e HTR-8/SVneo

O trofoblasto ¢ uma populacdo celular que constitui a interface materno-fetal. Essas
células sdo responsaveis pela adesdo e invasdo do blastocisto no endométrio, nutri¢do do
embrido e formagdo da por¢ao fetal da placenta (MOORE et al., 1993; FITZGERALD et al.,
2008). Durante o processo de implantagdo, esse trofoblasto se diferencia em duas
subpopulagdes: o citotrofoblasto e o sinciciotrofoblasto (MOORE et al., 1993; DROGUETT et
al., 2017).

O sinciciotrofoblasto ¢ uma camada multinucleada que forma a superficie externa dos
vilos placentérios e entra em contato direto com o sangue materno, sendo formado a partir de
células do citotrofoblasto (HUPPERTZ; BORGES, 2008; HUPPERTZ; GAUSTER, 2011;
MAYHEW, 2014). O citotrofoblasto ¢ formado por células individualizadas, com alta

capacidade proliferativa e sdo divididas em: trofoblasto viloso e extraviloso. O trofoblasto
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viloso ¢ importante para a troca de nutrientes e residuos entre a mae e o feto, enquanto que o
trofoblasto extraviloso ¢ responsavel pela migragdo e invasdo na decidua (MIDGLEY et al.,
1963; APLIN, 1991). Portanto, o trofoblasto ¢ uma importante barreira fisica que precisa ser
mantida intacta a fim de proteger o organismo contra o ataque de patogenos (LIEMPI et al.,
2014). Para compreender melhor o papel do trofoblasto no ambiente placentério, especialmente
na presenga de parasitos intracelulares como 7. gondii, algumas linhagens celulares foram
desenvolvidas para estudos in vitro.

Células BeWo foram isolados de um coriocarcinoma humano em 1968 por Pattillo e
Gey. Essas células possuem muitas caracteristicas de trofoblasto humano, pois secretam
hormdnios como gonadotrofina coridnica humana (hCG), hormdnio lactdgenico placenario
(hPL), progesterona e estradiol (WOLFE, 2006). Estudos do nosso grupo demonstraram que
c¢lulas BeWo foram susceptiveis a infeccdo por 7. gondii na presenga de IL-10 e fator de
crescimento beta-1 (TGF-f1) (BARBOSA et al., 2008).

Células HTR-8/SVneo foram geradas a partir de isolados de trofoblasto extraviloso de
placentas de primeiro trimestre. Posteriormente, elas foram transfectadas com um plasmideo
contendo o antigeno T do virus simio 40 (SV40) (GRAHAM et al., 1993). Entre todas as
linhagens de trofoblasto extraviloso, a HTR-8/SVneo ¢ a mais utilizada para estudos de invasao,
proliferacdo e regulagdo (DING et al., 2016; YANG et al., 2016).

Portanto, células BeWo e HTR-8/SVneo sdo consideradas modelos apropriados para a

realizagdo de estudos in vitro sobre a interface materno-fetal.

1.5. Corpos lipidicos

Corpos lipidicos, também conhecidos como goticulas lipidicas (LDs), sdo organelas
intracelulares ricas em lipidios presentes em todas as células eucaridticas (MURPHY, 2001) e
em bactérias (SAKA; VALDIVIA, 2012). LDs estao envolvidos em uma variedade de fungoes,
como metabolismo lipidico, sinalizagdo celular, além de serem encontrados em condig¢des
inflamatorias e infecciosas (BOZZA et al., 2007; FARESE; WALTHER, 2009; BELLER et al.,
2010).

LDs sdo estruturas esféricas constituidas principalmente de triacilglicerdis (TAGs),
colesterol e diacilglicerol circundados por uma camada tnica de fosfolipidios (TAUCHI-SATO
et al., 2002). A composi¢ao lipidica varia de acordo com o tipo celular. Nos adipdcitos, os
TAGs estdo em abundancia, enquanto que em macrofagos os esterois estdo mais presentes. Os
fosfolipidios encontrados na monocamada de LDs consistem principalmente de fosfatidilcolina,

fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol (PRATTES et al., 2000; TAUCHI-SATO et al., 2002;
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BARTZ et al., 2007). Mais de 160 espécies lipidicas foram identificadas em LDs (BARTZ et
al., 2007). Na monocamada de LDs s3o encontradas proteinas que estdo envolvidas na
biogénese, incorporagao e acumulo de lipidios e na mobilizagdo dessas organelas
(GREENBERG et al., 1991; BRASAEMLE et al., 1997). As principais proteinas estruturais
fazem parte da familia perilipina, anteriormente denominadas de proteinas da familia PAT
(perilipina-adipofilina-TIP47). Entre essas proteinas, estdo a perilipina 1, perilipina 2 (proteina
relacionada a diferenciacao de adipodcitos - ADRP), perilipina 3 (“tail interacting protein” de 47
kDa — TIP47), perilipina 4 (S3-12) e perilipina 5 (LSDAS, LSDP5, MLDP ¢ OXPAT) (ITABE
etal.,2017). Além disso, estdo presentes enzimas como a acil-CoA diacilglicerol aciltransferase
2 (DGAT?2) e acil-CoA colesterol aciltransferase (ACAT), que sdo responsaveis pela sintese
dos principais lipidios de LDs (TAGs e colesterol). Os LDs também possuem a enzima lipase
trigliceridica adiposa (ATGL), sendo importante na degradagdo de lipidios (MEYERS et al.,
2017).

Muitos estudos mostram que os LDs sdo originados do reticulo endoplasmatico, pois
muitas das enzimas necessarias para a biossintese de TAGs e a esterificacdo de esterois estdo
presentes no RE (MURPHY, 2001). Além disso, a composi¢do quimica da monocamada de
fosfolipidios de LDs ¢ semelhante ao do RE (TAUCHI-SATO et al., 2002; ROBENEK et al.,
2006; BARTZ et al., 2007). O modelo prevalente de biogénese de LDs mostra que os lipidios
neutros sao acumulados entre os dois folhetos da membrana plasmatica do RE, e ao alcangarem
determinado tamanho eles se desprendem levando consigo uma monocamada de membrana
(MURPHY, 2001; KALANTARI et al., 2010). A geracdo de LDs pode ser estimulada pela
presenga de acidos graxos no meio extracelular, 4cido araquidonico e lipopolissacarideos (LPS)

de bactérias gram-negativas (PACHECO et al., 2002; BOZZA; BANDEIRA-MELO, 2005).

1.6. Corpos lipidicos e interacdo com patogenos

Nos tltimos anos, varios estudos demonstraram que muitos patdogenos t€m como alvos
os LDs, incluindo virus, bactérias intracelulares e protozoarios. Sabe-se que esses patdgenos
buscam por recursos lipidicos para a sua manutengdo e sobrevivéncia, no entanto estudos
demonstram que LDs também podem ser mediadores centrais de respostas imunes (SAKA;
VALDIVIA, 2012).

O virus da hepatite C (HCV) utiliza os LDs para a montagem de novos virions
(BOULANT et al., 2007). Em outro estudo, eles demonstraram que um virus intimamente
relacionando com o HCV, o GBV-B, que esta relacionado a hepatite aguda em micos, também

foi capaz de utilizar LDs para a sua replicagdo (HOPE et al., 2002). Cheung e colaboradores
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(2010) mostraram que proteinas do rotavirus, especialmente NSP5, NSP2, VP1, VP2 e VP6,
estavam associadas com proteinas estruturais de LDs, como perilipina 1 e a perilipina 2
(ADRP), e quando a formagao de LDs foi inibida, isso afetou negativamente a sua replicacgao.
Portanto, os virus criaram mecanismos para interagir com LDs e utilizar essas organelas para a
montagem de novas particulas virais.

A infeccdo de células epiteliais com a bactéria Chlamydia trachomatis levou a producgao
de LDs e estes estavam associadas com o vacuolo contendo o patdgeno. Além disso, a inibigao
da formagdo de LDs diminuiu a replicacao de C. trachomatis, mostrando a importancia dessa
organela para a sua replicagio (KUMAR et al.,, 2006). Em macréfagos infectados por
Mycobacterium bovis BCG, houve um aumento na formagdo de LDs mediada por TLR2
(D’AVILLA et al., 2006).

Além disso, protozoarios também sao capazes de induzir a formacao de LDs. O
Trypanosoma cruzi também induz acumulo de LDs em macrofagos (MELO et al., 2003), ¢
assim como em C. trachomatis, esses LDs sdo recrutados para a regido do vactiolo parasitéforo
(COCCHIARO et al., 2008). Estudos mostram que Plasmodium falciparum aumentou a
producdo de LDs em eritrdcitos, enquanto que Plasmodium berghei aumenta a quantidade
dessas organelas em hepatocitos (SIMOES et al., 1992; RODRIGUEZ-ACOSTA et al; 1998).

Portanto, o acimulo de LDs ¢ observado apds a infeccdo por uma variedade de
patogenos. No entanto, os mecanismos de indugdo, assim como a captacao de LDs por esses

patdgenos sdo ainda pouco elucidados.

1.7. Corpos lipidicos e 7. gondii

Assim como outros protozoarios, 7. gondii também induz a formag¢ao de LDs na célula
hospedeira para sua manutencao e replicagdo (GOMES et. al., 2014, HU et al., 2017; NOLAN
etal., 2017). Sabe-se que 7. gondii ¢ auxotrofico para o colesterol (COPPENS; JOINER, 2003),
e estudos j& mostraram que o parasito pode capturar este lipidio de lipoproteinas de baixa
intensidade (LDL) (COPPENS et al., 2000; NISHIKAWA et al., 2005). Uma vez internalizado
pelo parasito, esse colesterol pode ser esterificado e armazenado em seus LDs para a sua
manuten¢ao e replicagdo (NISHIKAWA et al., 2005).

Estudos recentes demonstraram que macrofagos peritoneais murinos, assim como
células do musculo esquelético, aumentaram a quantidade de LDs quando infectadas por 7.
gondii. Esta formacao se correlaciona com o aumento de prostaglandina E2 (PGEz), um potente
inibidor da resposta Th1, e uma diminui¢do da produ¢do de 6xido nitrico foi observada nestas

células (GOMES et al., 2014; MOTA et al., 2014). Em outro estudo, observou-se que, em
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fibroblasto humano (HFF) e células epiteliais uterinas humanas (HeLa), a quantidade de LDs
aumentavam de acordo com o tempo da infec¢ao, e que apds um periodo havia um declinio
dessas organelas devido a saida do parasito da célula hospedeira. Adicionalmente, eles
demonstraram que LDs durante a infeccdo se localizam em torno do vacuolo parasitoforo
(NOLAN et al., 2017). Além disso, estudos mostram que no decorrer da infecg¢do, os acidos
graxos presentes nos LDs sdo capturados pelo parasito (NOLAN et al., 2017; PERNAS et al.,
2018).

A captagdo desses acidos graxos representa um grande desafio para os patdgenos, pois
além de estarem armazenados em LDs, eles sdo utilizados pelas mitocondrias para produzir
energia através da B-oxidacdo (NOLAN et al., 2017). Pernas e colaboradores (2018) mostraram
que no estdgio inicial (6h) e intermediario (12h) da infeccdo em células de fibroblasto
embrionario murino (MEF), as mitocondrias se alongavam em torno do vacuolo parasitdforo,
0 que aumentou a captagdo de acidos graxos por essas organelas e consequentemente diminuiu
a captagdo de 7. gondii, sugerindo que o metabolismo mitocondrial durante a infec¢do pode
controlar o crescimento do parasito.

O aumento da sintese de LDs em células infectadas pode estar relacionado com
mecanismos regulatorios das enzimas que participam da sintese de LDs. Nesse sentido, Hu e
colaboradores (2017) observaram diferentes niveis de transcri¢do nessas enzimas nas células
infectadas. Eles observaram que a expressao de DGAT2, que converte o diacilglicerol (DAQG)
e os acidos graxos livres em triacilglicerol, e da proteina de ligacdo a 4cidos graxos (FABPS),
que carrega os acidos graxos dentro da célula, foram aumentados nas células infectadas. Esses
dados sugerem que o aumento de LDs no hospedeiro infectado pode ser causado por alteragdes
transcricionais nas proteinas envolvidas com a formacdo de LDs. Além disso, eles
demonstraram que a capacidade de aumentar a formagao de LDs era mantida nas trés cepas de
T. gondii (Tipo I- RH; Tipo II- ME-49, Tipo III-CEP) (HU et al., 2017). Em outro estudo, foi
demonstrado que 7. gondii aumenta a quantidade de autofagossomos associado com LDs,
sugerindo que o parasito explora a lipofagia do hospedeiro para captar os acidos graxos dos
LDs (PERNAS et al., 2018).

Portanto, 7. gondii consegue induzir o aumento de LDs na célula hospedeira, e
consequentemente captar nutrientes para a sua sobrevivéncia. No entanto, os mecanismos

envolvidos na aquisi¢ao de lipidios precisam ser mais elucidados.
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1.8. Corpos lipidicos e mediadores inflamatorios

Corpos lipidicos sdo importantes para a producao de mediadores inflamatérios (BOZZA
et al., 2011). Essas organelas armazenam o acido araquidonico (AA), que esta esterificado em
fosfolipidios e lipidios neutros. Quando a célula detecta um estimulo adequado, o AA ¢
liberado, sendo um processo mediado por cPLA2 (fosfolipase A, dependente de célcio), e
convertido em prostaglandina E2 (PGEz) pela enzima COX, que existe em duas isoformas:
COX-1 e COX-2. A COX-1 ¢ considerada constitutiva, e ¢ expressa na maioria dos tecidos
constantemente e ¢ essencial para a manutencao do estado fisiologico normal dos tecidos. A
COX-2 ¢ considerada induzida, uma vez que o aumento da sua expressao esta relacionado
geralmente a estimulos como LPS, citocinas pro-inflamatoérias liberadas por macrofagos e
linfocitos, e lesdes celulares sejam elas quimicas ou fisicas (BATLOUNI, 2010). Estudos
mostram que a biogénese de LDs esta relacionada com uma maior formacao desses mediadores
inflamatorios (BOZZA et al.,, 1997; MELO et al., 2003; MOREIRA et al., 2009). Em
macrofagos infectados com Trypanosoma cruzi, a produgdo de PGE> foi positivamente
correlacionada com a formagao de LDs (MELO et al., 2003). Além disso, foi demonstrado que
macrofagos infectados com bacilos Calmette-Guerin (BCG) de Mycobacterium bovis, a
produgdo de PGE: era sintetizada predominantemente em LDs (D’AVILA et al., 2006).

A PGE; é um potente inibidor da resposta do tipo Thl e da producdo de 6xido nitrico,
favorecendo o crescimento de patogenos (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). Estudos do nosso
grupo demonstraram que células BeWo estimuladas com baixas concentragdes de MIF
mostraram forte fosforilagdo de ERK1/2 e significante produgdo de PGE2, o que coincidiu com
uma maior proliferagdo intracelular de 7. gondii. Em contrapartida, altas concentragdes de MIF
em cé¢lulas BeWo nao fosforilaram ERK1/2 e ndo contribuiram para a liberagdo de PGEo,
controlando a carga parasitaria, mostrando a importancia deste mediador lipidico durante a
infeccdo por 7. gondii em células trofoblasticas humanas (BARBOSA et al.; 2014). Além disso,
outros estudos mostraram que altos niveis de PGE; favoreceram o crescimento de 7. cruzi em
camundongos BALB/c. No entanto, quando foi feita a inibi¢ao de COX-2, e consequentemente
a diminui¢do de PGEy, reduziu a parasitemia de 7. cruzi e aumentou a sobrevida desses animais
(ADBALLA et al, 2008).

Além da fun¢do de LDs na producao de eicosanoides, essas organelas também podem
ter outros papéis na resposta do hospedeiro a infecgdes por patdgenos. Em células de Schwann
infectadas por Mycobacterium leprae, observou-se uma alta quantidade de LDs e que se
correlacionava com o aumento da produ¢do de PGE: e IL-10, sugerindo que essas organelas

participam na producdo de mediadores da imunidade inata no contexto da infec¢ao bacteriana
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(MATTOS et al., 2011). Entretanto, a associacdo de citocinas com LDs precisa ainda ser
elucidada.

Nesse sentido, muitos trabalhos demonstram a relagdo de COX-2 e PGE; durante
infec¢des causadas por patdgenos, mas poucos estudos mostram a relacdo de COX-2 com
corpos lipidicos em células trofobldsticas humanas vilosas (BeWo) e extravilosas (HTR-

8/SVneo) mediante infec¢ao por 7. gondii.

2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose congénita ¢ um problema de satide publica mundial. Com isso, ¢
importante que se tenham estudos que esclarecam os mecanismos de invasdo do parasito na
interface materno-fetal. Sabe-se que os corpos lipidicos sdo importantes para a producio e
armazenamento de mediadores inflamatorios, como COX-2 e prostaglandinas, e que esses
favorecem o crescimento de patégenos como 7. cruzi. Porém, ndo existem dados na literatura
que correlacionem COX-2, corpos lipidicos, células trofoblasticas, resposta imune e 7. gondii.
Com isso, esse trabalho buscou estabelecer o papel de ciclooxigenases na infec¢do por 7.
gondii, resposta imune e na produ¢do de corpos lipidicos em células trofoblasticas humanas
vilosas (linhagem BeWo) e extravilosas (linhagem HTR-8/SVneo). Os resultados obtidos sao
importantes, pois novos conhecimentos acerca da intera¢do parasito-hospedeiro na interface
materno-fetal podem ser estabelecidos, a fim de implementar novas formas terapéuticas e/ou
preventivas para a toxoplasmose congénita, trazendo melhores condi¢cdes de vida para as

criangas infectadas congenitamente.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar o papel de ciclooxigenases,
especialmente COX-2, durante a infeccdo por 7. gondii € o seu efeito na resposta imune e
formacgdo de corpos lipidicos em células trofobldsticas humanas vilosas (linhagem BeWo) e

extravilosas (linhagem HTR-8/SVneo).

3.2. Objetivos especificos
e Auvaliar o efeito de inibidores de COX-2 (Meloxicam e Celecoxibe) na viabilidade

celular em células BeWo e HTR-8/SVneo.
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e Avaliar o efeito de inibidores de COX-2 na proliferagdo intracelular de 7. gondii

em células BeWo e HTR-8/SVneo.

e Avaliar o efeito de inibidores de COX-2 na produgdo de citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatorias em células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas ou

nao.

e Auvaliar o efeito da infeccdo por 7. gondii na producao de corpos lipidicos em

células BeWo e HTR-8/SVneo.

e Avaliar o efeito de inibidores de COX-2 na producdo de corpos lipidicos em

células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas por 7. gondii.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Cultura de células BeWo e HTR-8/SVneo
Células trofoblasticas humanas vilosas (linhagem BeWo) foram adquiridas do
“American Type Culture Collection” (ATCC, Manassas, VA, EUA). As células trofoblésticas
humanas extravilosas (linhagem HTR-8/SVneo) foram cedidas pela professora Dra. Estela
Bevilacqua da Universidade de Sao Paulo (USP, Sao Paulo, SP, Brasil). Ambas as células foram
cultivadas em frascos de cultura de 25cm? ou 75cm? contendo meio RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Cultilab) e antibioticos (10.000 U/ml de penicilina e 10mg/ml de estreptomicina)
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO>
(BARBOSA et al., 2014; GUIRELLI et al., 2015). De acordo com o Comunicado N°13/2012,
o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFU (CEP) declara que projetos de
pesquisa que envolvam células adquiridas comercialmente ndo necessitam de aprovagao ética

pelo comité (Anexo 1).

4.2. Manutencio da cepa RH de 7. gondii

Taquizoitas de T. gondii, clone 2F1, que sao derivados da cepa altamente virulenta RH
€ que expressam constitutivamente o gene da 3-galactosidase, foram cedidos pelo Professor Dr.
Vern Carruthers, da Escola de Medicina da Universidade de Michigan, EUA. Os taquizoitas
foram propagados em células BeWo mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com

penicilina, estreptomicina e 2% de SFB a 37 °C e 5% de CO, (BARBOSA et al., 2014).
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4.3. Ensaio de MTT: viabilidade celular

A viabilidade das células BeWo e HTR-8/SVneo frente aos tratamentos com Meloxicam
(inibidor de COX-1 e COX-2) ou Celecoxibe (inibidor especifico de COX-2) foi verificada
usando o ensaio colorimétrico de MTT [(3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltertrazolim
brometo)], seguindo o protocolo descrito por Mosmann (1983).

Células BeWo e HTR-8/SVneo foram retiradas dos frascos de cultura, centrifugadas,
homogeneizadas em meio RPMI, contadas em camara de Newbauer e calculadas para uma
proporgdo de 3x10* e 2x10* células, respectivamente, a cada 200ul de meio a 10% de SFB em
placas de cultura de 96 pogos. Apos 24 horas em estufa a 37° C e 5% de CO?2, as células foram
tratadas com concentragoes crescentes de Meloxicam (Eurofarma Laboratorios, Sao Paulo, SP,
Brazil) (1pg/mL, Spg/mL, 10 pg/mL, 250 pg/mL e 500 pg/mL) ou Celecoxibe (Pfizer
Pharmaceuticals LLC, Guarulhos, SP, Brazil) (1 pg/mL e 5 pg/mL) durante 24 horas em meio
RPMI sem adi¢do de SFB. No entanto, o Celecoxibe foi diluido em meio RPMI contendo
dimetil sulféxido (DMSO) com o objetivo de melhorar a dilui¢do do inibidor. Para verificar se
0o DMSO poderia ser toxico para as células, nds tratamos as células com 0,005% de DMSO em
meio RPMI, a porcentagem usada no tratamento com Celecoxibe. Como controle, as células
foram tratadas somente com meio RPMI sem adi¢dao de SFB e inibidores (meio).

Posteriormente, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C para posterior
dosagem de citocinas. As cé€lulas foram incubadas com 10ul de MTT (0,5 mg/mL) acrescido
de 90 uL de meio a 10% de SFB em estufa durante 4 horas. Em seguida, os sobrenadantes foram
removidos e os cristais de formazan foram solubilizados com 100 pL de solu¢do contendo SDS
a 10% e N, N-dimetil formamida a 50% (MOSMANN, 1983). Apo6s 30 minutos de incubagdo,
foi obtida a densidade optica (DO) a 570nm em leitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus,
Flow Laboratories, EUA) e os resultados foram expressos como % de células vidveis
(viabilidade celular) em relacdo aos controles (100%). Foram realizados quatro experimentos

independentes em nonoplicata.

4.4. Infeccao por 7. gondii nas células BeWo e HTR-8/SVneo tratadas com

inibidores de COX-2

Ap0s avaliar a citotoxicidade dos inibidores pelo ensaio do MTT em células BeWo e
HTR-8/SVneo, foi avaliada a proliferagao intracelular de 7. gondii em células BeWo e HTR-
8/SVneo tratadas ou ndo com os diferentes inibidores.

Células BeWo e HTR-8/SVneo foram retiradas dos frascos de cultura, centrifugadas,

homogeneizadas em meio RPMI, contadas em cdmara de Newbauer e calculadas para uma
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proporcdo de 3x10% e 2x10* células a cada 200ul de meio, respectivamente. Em seguida, as
células foram cultivadas em placas de 96 pogos em meio RPMI com 10% de SFB a37° C e 5%
de COy. Apds 24 horas, as células foram infectadas com taquizoitas de 7. gondii, na proporgao
de 1 parasito por célula (1:1) em meio RPMI sem adi¢do de SFB. Apos 3 horas de infecgao, as
células foram tratadas com Meloxicam (10pg/mL e 250 pg/mL) ou Celecoxibe (1 pg/mL e 5
pg/mL) por adicionais 24 horas. Como controle, as células foram infectadas, mas ndo tratadas.
As células nas placas foram analisadas quanto a proliferagao intracelular de 7. gondii por meio
de um ensaio colorimétrico de B-galactosidase (BARBOSA et al., 2014).

Brevemente, as placas foram centrifugadas e os sobrenadantes foram coletados para
dosagem de citocinas. Em seguida, foram adicionados as células 100 pL de tampao de lise RIPA
(50 mM de Tris-HCI, 150 mM de NacCl, 1% de Triton X-100, 1% de deoxicolato de sodio, e
0.1% de dodecil sulfato de sodio (SDS), pH 7.5), 160 pL de tampao de ensaio (100 mM de
tampao fosfato, pH 7,3, 102 mM de B-mercaptoetanol, 9 mM de MgCl) e 40 uL. do substrato
CPRG (clorofenol red-B-D-galactopiranosideo; Roche) e incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente, no escuro. Posteriormente, a atividade enzimética da [-galactosidase foi
mensurada a 570nm usando leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories,
McLan, VA, EUA). Foi construida uma curva padrdo por meio de dilui¢cdes seriadas, em
duplicata de taquizoitas de T. gondii, a partir de uma suspensio de parasitos a 5x10°/pogo/100
pL. Foram adicionados na curva padrao as solucdes de tampao de lise, tampdo de ensaio e o
substrato CPRG e a densidade optica foi mensurada. Os dados foram apresentados como indice
de parasitismo de 7. gondii (nimero de taquizoitas totais) em relacdo a curva padrdo. Foram

realizados quatro experimentos independentes em nonoplicata.

4.5. Dosagem de citocinas

As citocinas humanas IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, MIF e TGF-f; foram mensuradas
nos sobrenadantes de cultura de células BeWo e HTR-8/SVneo provenientes das diversas
condigdes experimentais descritas acima. As dosagens destas citocinas nos sobrenadantes
foram realizadas usando o teste imunoenzimatico ELISA, de acordo com as instrugdes dos
fabricantes (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA; R&D Systems, Minneapolis, EUA).

Brevemente, as placas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-IL-4, anti-IL-6,
anti-IL-8, anti-IL-10, anti-TNF-a, anti-MIF e anti-TGF-B; (BD Biosciences) overnight a4 °C
e anti-MIF (R&D Systems) overnight a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas
com PBS Tween 0,05% para posterior bloqueio dos sitios inespecificos com PBS a 10% de

SBF (IL 4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a. e TGF-B1) e PBS a 1% de soro albumina bovina (BSA)
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para MIF. Apo6s | hora, as placas foram novamente lavadas, e as amostras e curvas padrdes
foram adicionadas e incubadas por mais 2 horas a temperatura ambiente. As placas foram
submetidas a consecutivas lavagens e em seguida os anticorpos de detec¢do anti-IL-4, anti-1L-
6, anti-IL-8, anti-IL-10, anti-TNF-a e anti-TGF-B1 conjugados com estreptavidina acoplada a
peroxidase foram acrescentados ao sistema por adicionais 1 hora; e anti-MIF por 2 horas, todos
a temperatura ambiente. Para MIF, as placas foram lavadas, e foi adicionado estreptavidina
acoplada a peroxidase por mais 20 minutos. Por fim, as placas foram lavadas e foi acrescentado
3,3°,5,5" — tetrametilbenzidina (TMB) para a detec¢ao dos imunocomplexos. Apds a placa
revelar, foi adicionado H>SO4 para parar a reacdo. A leitura da placa foi realizada em uma
leitora de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories) a 450 nm. Os dados foram
demonstrados em pg/mL de acordo com a curva padrao (limites de deteccao - IL-4: 7,81 pg/mL;
IL-6: 4,7 pg/mL; IL-8: 3,125 pg/mL, IL-10: 7,8 pg/mL, TNF-a: 7,8 pg/mL; MIF: 7,8 pg/mL e

TGF-B1: 125 pg/mL). Foram realizados trés experimentos independentes em nonoplicata.

4.6. Quantificacido de corpos lipidicos em células BeWo e HTR-8/SVneo
infectadas ou nio por 7. gondii na presenca ou auséncia de SFB

Células BeWo e HTR-8/SVneo foram cultivadas em placas de 24 pogos sobre laminulas
circulares (13 mm) na propor¢io de 5x10* a cada 200ul, durante 24 horas a 37°C e 5% de COs..
Em seguida, taquizoitas de 7. gondii foram adicionados ou ndo nas placas na proporg¢ao de 1:1
com adi¢do de SFB durante 6 e 24 horas a 37° C e 5% de CO,. Apos os tempos de infec¢do, as
células foram processadas para analise da quantidade de LDs. Células ndo infectadas foram
usadas como condi¢do controle. Este experimento tem como objetivo avaliar a formacao de
LDs em células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas ou ndo por 7. gondii nos tempos de 6 e 24
horas.

Posteriormente, células BeWo e HTR-8/SVneo foram cultivadas em placas de 24 pocos
sobre laminulas circulares (13 mm) na proporcio de 5x10* a cada 200pl, durante 24 horas a 37°
C e 5% de CO». Em seguida, taquizoitas de 7. gondii foram adicionados ou nao nas placas na
propor¢ao de 1:1 na presenca ou auséncia de SFB durante 24 horas a 37° C e 5% de COz. Apoés
o tempo de infec¢do, as células foram processadas para analise da quantidade de corpos
lipidicos. Células ndo infectadas e ndo tratadas com SFB foram usadas como condig¢ao controle.
Este experimento tem como objetivo avaliar o efeito do SFB na produgdo de LDs em células
BeWo e HTR-8/SVneo infectadas ou nao por 7. gondii.

Para identificar os corpos lipidicos, as células foram fixadas em formol a 3,7% diluido

em HBSS livre de Ca®"/Mg?* (pH 7.4) por 10 minutos e lavadas com propileno glicol 100% por
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5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram incubadas com Oil Red O
(0,5%, diluido em propileno glicol 100%) (Sigma Chemical Co., St Louis, USA) durante 10
minutos a 60° C (MELO et al., 2011). Posteriormente, as células foram lavadas com propileno
glicol 85% por 5 minutos em temperatura ambiente e lavadas mais trés vezes com agua
destilada. Adicionalmente, uma laminula de cada condi¢do foi contra-corada com hematoxilina
de Harris por 30 segundos e montadas em meio aquoso. As laminulas ndo contra-coradas foram
utilizadas para tirar, em média, 30 fotos em campos diferentes de cada laminula em aumento
de 40x, e posteriormente as imagens foram mensuradas quanto a porcentagem de corpos
lipidicos por area na célula, utilizando o programa Image] versao 1.50i. Os dados foram
analisados como (%) area de LDs em cada condi¢do em relagdo a média dos controles (100%
de LDs por area na cé€lula). Foram realizados dois experimentos independentes em

quadruplicata.

4.7. Quantificacio de corpos lipidicos em células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas
ou nao por 7. gondii e tratadas ou nao com inibidores de COX-2

Células BeWo e HTR-8/SVneo foram cultivadas em placas de 24 pogos sobre laminulas
redondas (13 mm) na propor¢io de 5x10* a cada 200pl, durante 24 horas a 37°C e 5% de COs.
Em seguida, taquizoitas de 7. gondii foram adicionados ou ndo nas placas na proporgdo de 1:1
sem adi¢do de SFB durante 3 horas a 37° C e 5% de CO». As células foram lavadas para retirada
de parasitos extracelulares e tratadas com Meloxicam (10ug/mL e 250 pug/mL) ou Celecoxibe
(1 pg/mL e 5 pg/mL) por adicionais 24 horas. Ap6s 24 horas de infeccao e tratamento, as células
foram processadas para analise da quantidade de corpos lipidicos, como descrito anteriormente.
C¢lulas nao infectadas e ndo tratadas ou infectadas e nao tratadas foram usadas como condi¢ao
controle. Este experimento tem por objetivo avaliar a formagao de corpos lipidicos em células
BeWo e HTR-8/SVneo infectadas e nao infectadas por 7. gondii na presenga ou auséncia de
inibicado de COX-2. Os dados foram analisados como (%) area de LDs em cada condi¢do em
relagdo a média dos controles (100% de LDs por area na cé€lula). Foram realizados dois

experimentos independentes em quadruplicata.

4.8. Analise estatistica
Os dados foram analisados como média e erro padrdo da média usando o programa
GraphPad Prisma versao 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA) pelo teste ANOVA
com comparacdes multiplas de Bonferroni ou teste Kruskal-Wallis e pds teste de Dunns. As

diferencas estatisticas foram consideradas significantes quando P < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Os tratamentos com inibidores de COX-2 nao alteram a viabilidade celular
em células BeWo e HTR-8/SVneo

O ensaio de MTT foi realizado com o objetivo de avaliar a possivel citotoxicidade de
Meloxicam ¢ Celecoxibe nas diferentes concentra¢des testadas em células BeWo ¢ HTR-
8/SVneo (Fig. 1)

Células BeWo e HTR-8/SVneo foram tratadas com diferentes concentracdes de
Meloxicam (1ug/mL, Spug/mL, 10 ug/mL, 250 pg/mL e 500 pg/mL) ou Celecoxibe (1 pg/mL e
5 pg/mL). Apds 24 horas, nds observamos que os inibidores de COX-2 ndo alteraram a
viabilidade celular em nenhuma concentragdo quando comparado com as células ndo tratadas
(meio) (P < 0,05), independentemente do tipo celular (Fig. 1 A-B). Além disso, nds observamos
que o diluente do Celecoxibe, 0 DMSO, também nao foi capaz de diminuir a viabilidade em
ambas as células em relacdo as células ndo tratadas (meio) (P < 0,05) (Fig. 1A-B).

Baseado nesses resultados, nos escolhemos duas concentragdes de cada inibidor para a
realizagdo dos experimentos posteriores, sendo uma de baixa concentragdo ¢ outra de alta
concentragdo. Para o Meloxicam, foram escolhidas as concentracdes de 10 pg/mL e 250 pg/mL,

enquanto que para o Celecoxibe as concentra¢des foram mantidas (1 pg/mL e 5 pg/mL).

5.2. Inibidores de COX-2 reduzem a proliferacido intracelular de 7. gondii em
células BeWo e HTR-8/SVneo

O ensaio de B- galactosidase foi realizado com o objetivo de avaliar o indice de
prolifera¢do intracelular de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo tratadas com
Meloxicam ou Celecoxibe (Fig. 2).

Células BeWo e HTR-8/SVneo foram infectadas com 7. gondii, e apds 3 horas foram
tratadas com Meloxicam (10 pg/mL e 250 pg/mL) ou Celecoxibe (1 pg/mL e 5 pg/mL). Apos
24 horas, n0s observamos que o tratamento com Meloxicam ou Celecoxibe apresentaram uma
significante reducdo na proliferacao intracelular de 7. gondii em células BeWo (Fig. 2A) e
HTR-8/SVneo (Fig. 2B) quando comparadas com as células infectadas e ndo tratadas (7.
gondii) (P < 0,05). Além disso, nossos resultados apresentaram diferenca significativa entre as
concentragoes utilizadas de Meloxicam ou Celecoxibe, mostrando que a inibigdo ocorreu de
forma dose-dependente (P < 0,05) (Fig. 2A-B).

Fotomicrografias representativas de células BeWo (Fig. 2C-G) e HTR-8/SVneo (Fig.
2H-L) sdo evidenciadas, onde € possivel observar um grande nimero de taquizoitas em células

infectadas e nado tratadas (C e H) em relagdo as células infectadas e tratadas com Meloxicam
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10pg/mL (D e 1), 250pg/mL (E e J) ou tratadas com Celecoxibe 1pg/mL (F e K) e Sug/mL (G
el).
Portanto, a inibi¢do da enzima COX-2 utilizando Meloxicam ou Celecoxibe favoreceu

o controle da infec¢ao por 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo.

5.3. Inibidores de COX-2 induzem maior secre¢do de IL-6 e MIF e diminuem a
producio de IL-4 e IL-10 em células BeWo infectadas por 7. gondii

Apos verificar a diminuicao da proliferagdo intracelular de 7. gondii em células BeWo
tratadas com Meloxicam (10 pg/mL e 250 pg/mL) ou Celecoxibe (1 pg/mL e 5 ug/mL), foi
realizado o teste de ELISA com o sobrenadante das células BeWo (Fig. 3) para verificar se os
inibidores foram capazes de alterar o perfil de citocinas produzidas em células nao infectadas e
tratadas (Fig. 3A-D), e em células infectadas e tratadas (Fig. 3E-H).

Nos observamos que em células BeWo nao infectadas e tratadas com Meloxicam houve
um aumento da produgdo de MIF em relagdo a células ndo infectadas e nao tratadas (meio) (P
< 0,05) (Fig. 3A). Além disso, nds observamos um aumento da produgdo de MIF em células
infectadas e ndo tratadas ou infectadas ¢ tratadas com ambos inibidores em relacao a células
ndo infectadas e ndo tratadas (meio) (P < 0,05) (Fig. 3E). No entanto, apenas a concentracao de
5 pg/mL do Celecoxibe aumentou a produgdo de MIF quando comparado as células somente
infectadas (7. gondii) (P < 0,05) (Fig. 3E). Além disso, maiores concentracdes de Meloxicam
(250 pg/mL) ou Celecoxibe (5 pg/mL) induziram maior secre¢do de MIF se comparado com
as menores concentragdes de Meloxicam (10 pg/mL) ou Celecoxibe (I pg/mL) em células
BeWo infectadas (P < 0,05), mostrando, portanto, um efeito dose-dependente (Fig. 3E).

Em relagdao a produgdo de IL-6, n6s observamos que as maiores concentragoes dos
inibidores foram capazes de aumentar a producdo dessa citocina em células somente tratadas
em relacdo as células ndo infectadas e ndo tratadas (meio) (P < 0,05) (Fig. 3B). Em adicao,
maior concentragdo de Meloxicam (250 pg/mL) ou Celecoxibe (5 pg/mL) induziu maior
secrecdo de IL-6 se comparado com a menor concentracdo de Meloxicam (10 ug/mL) ou
Celecoxibe (1 pg/mL) em células BeWo ndo infectadas (P < 0,05), mostrando novamente um
efeito dose-dependente (Fig. 3B). Quando as células BeWo foram somente infectadas ou
infectadas e tratadas com inibidores de COX-2, independente da concentragdo, houve um
aumento na produgdo dessa citocina em relacao a células nao infectadas e nao tratadas (meio)
(P <0,05). Além disso, observamos um aumento na producao de IL-6 em cé¢lulas infectadas e
tratadas com as maiores concentragdes dos inibidores em relagdo as células somente infectadas

(T gondii) (P <0,05) (Fig. 3F). Em adicdo, a produ¢do aumentada de IL-6 por células BeWo
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infectadas por 7. gondii e tratadas com Meloxicam ou Celecoxibe ¢ dose-dependente, uma vez
que maiores concentracdes de inibidores gatilharam maior secrecdo de IL-6 (P < 0,05) (Fig.
3F).

Em relagdo a produgdo de IL-4, n6s observamos que células nao infectadas e tratadas
com a concentra¢ao de 250 pg/mL de Meloxicam aumentaram a sua produc¢ao em relagdo as
células ndo infectadas e ndo tratadas (meio) (P < 0,05) (Fig. 3C). Quando nés infectamos e
tratamos com inibidores de COX-2, observamos baixos niveis de IL-4 apenas em tratamentos
com Celecoxibe quando comparado as células somente infectadas (7. gondii) (P < 0,05) (Fig.
3G).

Em relagdo a produgdo de IL-10, n6s observamos que células ndo infectadas e tratadas
com Meloxicam, independente da concentracao, aumentaram a produgdo de IL-10 quando
comparado com as células ndo infectadas e ndo tratadas (meio) (P < 0,05) (Fig. 3D). Entretanto,
células ndo infectadas e tratadas com 1 pug/mL de Celecoxibe nao alteraram a produgao de IL-
10 em relagdo a células nao tratadas e nao infectadas (meio), e interessantemente nao houve
niveis detectaveis de IL-10 em células BeWo tratadas com 5 pg/mL de Celecoxibe (Fig. 3D).
Quando as células foram infectadas e nao tratadas, n6s observamos um aumento na produgao
dessa citocina em relagdo as células ndo infectadas e ndo tratadas (meio) (P < 0,05). No entanto,
a inibi¢do de COX-2 com 250 pg/mL de Meloxicam ou 1 pg/mL e 5 pg/mL de Celecoxibe foi
capaz de diminuir a producdo dessa citocina em relacdo as cé€lulas somente infectadas (7.
gondii) (P < 0,05) (Fig. 3H).

As citocinas IL-8, TGF-B1 e TNF-o apresentaram valores abaixo dos niveis de detec¢ao

em todas as condicdes testadas (dados ndo mostrados).

5.4. Inibidores de COX-2 induzem maior secrecio de IL-6 e diminuem a producao
de IL-4 e TGF-B1 em células HTR-8/SVneo infectadas ou nao por 7. gondii

Apos verificar a diminuigdo da proliferacdo intracelular de 7. gondii em células HTR-
8/SVneo tratadas com Meloxicam (10 pg/mL e 250 pg/mL) ou Celecoxibe (1 pg/mL e 5
pug/mL), foi realizado o teste de ELISA com o sobrenadante das células HTR-8/SVneo (Fig. 4)
para verificar se os inibidores foram capazes de alterar o perfil de citocinas produzidas em
células ndo infectadas e tratadas (Fig. 4A-D), e em células infectadas e tratadas (Fig. 4E-H).

Nas cé¢lulas HTR-8/SVneo, nos observamos que células ndo infectadas e tratadas com
qualquer inibidor, independente da concentragdo, foram capazes de aumentar a producio de
MIF em relacdo as células ndo infectadas e ndo tratadas (meio) (P < 0,05) (Fig. 4A). Quando

as c¢lulas HTR-8/SVneo foram apenas infectadas, ou infectadas e tratadas com inibidores de
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COX-2, observou-se um aumento na produgdo dessa citocina quando comparado as células nao
infectadas e ndo tratadas (meio) (P < 0,05), exceto na concentracao de 10 pg/mL de Meloxicam,
em que houve reducao de MIF em relagdo as células somente infectadas (7. gondii) (P < 0,05)
(Fig. 4E).

Em relacdo a producdo de IL-6, n6s observamos que células ndo infectadas e tratadas
com as maiores concentragdes dos inibidores foram capazes de aumentar a produgao em relagao
as células nao infectadas e ndo tratadas (meio) (P < 0,05) (Fig. 4B). Além do mais, maiores
concentragoes de Celecoxibe induzem maior secre¢ao de IL-6 se comparado a menor
concentragdo de Celecoxibe em células HTR-8/SVneo ndo infectadas (P < 0,05) (Fig. 4B).
Células somente infectadas ndo induziu um aumento na produ¢ao de IL-6 em relagdo as células
ndo infectadas e ndo tratadas (Fig. 4F). Quando as células foram infectadas e tratadas com
ambas concentracdes de Meloxicam e a concentragdo de 5 pg/mL do Celecoxibe, houve
aumento na produgdo de IL-6 em relagdo as células ndo infectadas e ndo tratadas (meio) (P <
0,05) (Fig. 4F). Além disso, as células infectadas e tratadas com as maiores concentragdes dos
inibidores de COX-2 aumentaram a producao de IL-6 em relagdo as células somente infectadas
(T. gondii) (P < 0,05) (Fig. 4F). Além do mais, maiores concentracdes de Celecoxibe induzem
maior secre¢do de IL-6 se comparado a menor concentracdo de Celecoxibe em células HTR-
8/SVneo infectadas (P < 0,05) (Fig. 4F).

Em relagdo a producao de IL-4, nds observamos que as células ndo infectadas e tratadas
com ambas concentragdes do Meloxicam e com 1 pg/mL do Celecoxibe foram capazes de
aumentar a producdo dessa citocina em relacdo as células ndo infectadas e ndo tratadas (meio)
(P <0,05) (Fig. 4C). Quando nos somente infectamos, observamos um aumento da produgao
dessa citocina em relagdo as células ndo infectadas e nao tratadas (meio) (P < 0,05). No entanto,
quando nés infectamos e tratamos com qualquer inibidor de COX-2, independente da
concentracdo, observamos diminui¢do na produgdo de IL-4 em relacdo as células somente
infectadas (7. gondii) (P <0,05) (Fig. 4G).

Em relagao a producao de TGF-B1, nés observamos que células ndo infectadas e tratadas
com ambas concentragdes de Meloxicam foram capazes de aumentar a producao dessa citocina
em relagdo as células ndo infectadas e ndo tratadas (meio) (P < 0,05) (Fig. 4D). Além disso, a
concentracdo de 10 pg/mL de Meloxicam induziu maior secre¢do de TGF-B1 se comparado
com a concentragao de 250 ug/mL. Quando nos somente infectamos, ou infectamos e tratamos
com 10 pg/mL de Meloxicam e 5 pg/mL de Celexocibe, observamos um aumento na producao
de TGF-B1 em relacdo as células ndo infectadas e ndo tratadas (meio) (P < 0,05). No entanto,

quando nos infectamos e tratamos com ambas concentracdes de Meloxicam ou Celecoxibe,
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houve uma significativa reducdo na producdo de TGF-f1 em relagdo as células somente
infectadas (7. gondii) (P < 0,05) (Fig. 4H). Em adi¢do, a reducao de TGF-B1 em células HTR-
8/SVneo infectadas e tratadas com Meloxicam ¢ dose-dependente, desde que maior
concentracao deste inibidor de COX induz menor producao desta citocina (P < 0,05) (Fig. 4H).

As citocinas IL-8, IL-10 e TNF-o apresentaram valores abaixo dos niveis de deteccao

em todas as condig¢des testadas (dados ndo mostrados).

5.5. A quantidade de corpos lipidicos aumenta com o tempo de infeccio em células
BeWo e HTR-8/SVneo

Ap0s avaliar a carga parasitaria e a resposta imune em células trofoblasticas humanas
BeWo e HTR-8/SVneo infectadas ou nao por 7. gondii e tratadas ou ndo com inibidores de
COX-2, nos buscamos investigar se a inibi¢do de COX-2 poderia interferir também na formacgao
de LDs nestas células, desde que estas organelas sdo fonte de nutrientes para o parasito e, ao
mesmo tempo, sdo locais de armazenamento e producdo de mediadores lipidicos importantes
na resposta imune a patégenos, como COX-2 e PGE> (D’AVILA et al., 2011; GOMES et al.,
2014).

Neste sentido, primeiramente avaliamos a quantidade de LDs em células BeWo e HTR-
8/SVneo mediante apenas infec¢do por 7. gondii por 6 ¢ 24 horas ¢ em seguida foi realizado a
coloragdo de LDs nas c¢lulas (Fig. 5).

Nos observamos um aumento de LDs em células BeWo (Fig. 5A) e HTR-8/SVneo (Fig.
5B) infectadas por 24 horas se comparadas com as células ndo infectadas (meio) (P <0,05). No
entanto, ndo houve diferenca significativa na quantidade de LDs quando as células foram
infectadas por 6 horas se comparado com as cé€lulas ndo infectadas (meio).

Fotomicrografias representativas de LDs sdo evidenciadas em células BeWo (Fig. 5C-
F) e HTR-8/SVneo (Fig. 5G-J) ndo infectadas por 6 horas (C e F) infectadas por 6 horas (D e
H) ou nao infectadas por 24 horas (E e I) e infectadas por 24 horas (F e J), onde € possivel
observar um aumento na quantidade de LDs de acordo com o tempo da infecgao.

Portanto, a infeccdo por 7. gondii induz a formagao de LDs em células BeWo e HTR-
8/SVneo. Baseado nesses resultados, nos escolhemos o tempo de 24 horas de infec¢do para

avaliacdo de corpos lipidicos em experimentos posteriores.
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5.6. A adicao de SFB aumenta a quantidade de corpos lipidicos em células BeWo e
HTR-8/SVneo

Estudos prévios demonstraram que macrofagos peritoneais murinos aumentaram a
formagdo de LDs na presenga de soro fetal bovino (MOTA et al., 2014). Assim, com o objetivo
de avaliar o efeito do SFB na quantidade de LDs em células BeWo e HTR-8/SVneo, as células
foram infectadas ou ndo por 7. gondii por 24 horas na presenga ou auséncia de SFB e em seguida
foi realizado a coloracao de LDs nas células (Fig. 6).

Conforme ja observado na figura anterior (Fig. 5), nos observamos que a infecgao por
T. gondii aumentou a quantidade de LDs em células BeWo (Fig. 6A) e HTR-8/SVneo (Fig. 6B)
se comparado com as células ndo infectadas (meio), independentemente da adigdo ou nao de
SFB (P <0,05). Além disso, observamos que a adi¢cdo de SFB nas células infectadas ou nao por
T. gondii foi capaz de aumentar a quantidade de corpos lipidicos em relacdo as células
infectadas ou ndo e sem adi¢do de SFB (P < 0,05) (Fig. 6A-B).

Fotomicrografias representativas de LDs sdo evidenciadas em células BeWo (Fig. 6C-
F) e HTR-8/SVneo (Fig. 6G-J) ndo infectadas sem adi¢do de SFB (C e G) infectadas sem adi¢do
de SFB (D e H) ou ndo infectadas com adi¢do de SFB (E e I) e infectadas com adi¢do de SFB
(F e J), onde ¢ possivel observar um aumento na quantidade de LDs com a adi¢do de SFB.

Portanto, a adi¢do de SFB induz a producao de LDs em células BeWo e HTR-8/SVneo.
Baseado nesses resultados, nos retiramos o SFB a partir do momento da infeccdo para

realizagdo dos experimentos posteriores.

5.7. A quantidade de corpos lipidicos diminui em células BeWo ¢ HTR-8/SVneo
infectadas e tratadas com inibidores de COX-2

Ap0s verificar que inibidores de COX-2 diminuem o nimero de taquizoitas de 7. gondii,
aumentam a resposta imune pro-inflamatoria em células BeWo e HTR-8/SVneo, e que 7. gondii
induz a formag¢do de LDs nessas cé€lulas, nosso objetivo foi avaliar o efeito desses inibidores na
producao de LDs em células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas (Fig. 7).

Nas células BeWo, nés observamos que células somente infectadas, ou infectadas e
tratadas com 10 pg/mL de Meloxicam ou 5 pg/mL de Celecoxibe induziram um aumento de
LDs em relagdo as células nao infectadas (meio) (P < 0,05). Entretanto, nds observamos que
células infectadas e tratadas com Meloxicam ou Celecoxibe, independente das concentracdes,
foram capazes de diminuir LDs em relagdo as células somente infectadas, onde as
concentragdes de 250 pg/mL de Meloxicam e 1 pg/mL de Celecoxibe tiveram um efeito mais

significativo (7. gondii) (P < 0,05) (Fig. 7A).
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Nas células HTR-8/SVneo, nés observamos que células somente infectadas, ou
infectadas e tratadas com 250 pg/mL de Meloxicam ou ambas concentracdes de Celecoxibe
induziram um aumento de LDs em relagao as células ndo infectadas (meio) (P < 0,05).
Entretanto, nos observamos que células infectadas e tratadas com Meloxicam ou Celecoxibe,
independente das concentracdes, foram capazes de diminuir LDs em relagdo as células somente
infectadas, onde as menores concentragdes de ambos inibidores tiveram um efeito mais
significativo (7. gondii) (P < 0,05) (Fig. 7B).

Fotomicrografias representativas de LDs sdo evidenciados em células BeWo (Fig. 7C-
H) e HTR-8/Svneo (Fig. 7I-N) nao infectadas e ndo tratadas (C e I), infectadas e ndo tratadas
(D e J), infectadas e tratadas com Meloxicam 10pg/mL (E e K), 250ug/mL (F e L) ou tratadas
com Celecoxibe 1pg/mL (G e M) e Sug/mL (H e N), onde nds observamos uma diminui¢do de
LDs nas células infectadas e tratadas em relacao as células somente infectadas.

Portanto, a infec¢do seguida de tratamento com inibidores de COX-2 foram capazes de

diminuir a quantidade de LDs em células BeWo e HTR-8/SVneo.

6. DISCUSSAO

A infecgdo por muitos patogenos induz a producdo de mediadores inflamatdrios, como
COX e PGE:. Esses mediadores vém sendo mostrados como potentes inibidores da reposta Th1
do hospedeiro, levando a uma baixa produgdo de 6xido nitrico, permitindo a sobrevivéncia e o
crescimento de patégenos (MELO et al., 2011b; GOMES et al., 2014). As duas isoformas de
ciclooxigenase, COX-1 e COX-2, podem ser inibidas por drogas, o que ocasiona na diminuigao
na producao de PGE:. Estudos mostraram que a inibigdo de COX pela aspirina (AAS) foi capaz
de aumentar a producao de IL-1PB e oxido nitrico, reduzindo a quantidade de 7. cruzi em
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c (MALVEZI et al., 2014).

Esses mediadores inflamatorios sdo produzidos em LDs, e recentemente muitos
trabalhos vem mostrando que diversos patdogenos sdao capazes de aumentar a producao dessas
organelas como parte de um mecanismo de evasdo do parasito (MELO; DVORAK, 2012).
Nesse sentido, estudos mostraram que a infec¢do por 7. cruzi induz a formacdo de LDs em
macrofagos, e este evento esta diretamente relacionado a sintese de PGE> por macréfagos
(MELO et al., 2003; D’AVILLA et al., 2011). Além disso, Melo e colaboradores (2003)
mostraram que a COX-2 estava co-localizada nos LDs em macrofagos infectados, mostrando a
importancia dessas organelas como locais de producdo de mediadores inflamatdrios. No
entanto, o papel de COX-2 em infec¢des por 7. gondii, assim como sua importancia na produgao

de LDs ndo ¢ bem elucidado. Desta forma, nesse trabalho nos avaliamos o papel funcional da
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COX-2 durante a infec¢ao causada por 7. gondii (cepa RH, clone 2F1) e seu efeito na formagao
de corpos lipidicos em células BeWo e HTR-8/SVneo.

Inicialmente, noés verificamos o efeito dos inibidores de COX-2 (Meloxicam e
Celecoxibe) em células BeWo e HTR-8/SVneo. Nos observamos que nenhuma concentragao
utilizada de ambos inibidores foi capaz de diminuir a viabilidade nas duas linhagens celulares.
Esses resultados estdo de acordo com um estudo prévio do nosso grupo, onde Meloxicam e
Celecoxibe nao reduziram a viabilidade de macrofagos peritoneais de Calomys callosus
(PEREIRA, 2016). Em outro estudo utilizando aspirina como inibidor de COX, eles observaram
que as concentragdes testadas também ndo foram capazes de diminuir a viabilidade de
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c (MALVEZI et al., 2014).

Apo6s verificarmos que os inibidores ndo diminuiram a viabilidade das células, nds
avaliamos a proliferagdo intracelular de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo tratadas
ou nao com inibidores de COX-2. Nossos resultados demonstraram que ambos inibidores foram
capazes de diminuir o parasitismo nas duas linhagens celulares de maneira dose-dependente,
sugerindo que a susceptibilidade a infec¢do por 7. gondii ¢ modulada por COX-2 em células
BeWo e HTR-8/SVneo. Esse efeito da inibicdo e consequente diminuicdo de 7. gondii
provavelmente esteja relacionado a diminuicdo de PGE>. Nossos resultados corroboram com
outros estudos, onde a proliferacao de Leishmania em macroéfagos murinos diminuiu quando a
COX-2 foi inibida (BARRETO-DE-SOUZA et al., 2006). Em adi¢do, camundongos infectados
por 7. cruzi tiveram menor carga parasitaria no miocardio quando tratados com inibidores de
COX-2 (Meloxicam, Etoricoxibe, Aspirina ou Celecoxibe) (MICHELIN et al., 2005;
ABDALLA etal., 2008; TATAKIHARA et al., 2008). Inibidores de COX-2 também reduziram
a invasdo de 7. cruzi em macrofagos peritoneais e, simultaneamente, aumentaram a produgao
de IL-1 e nitrito, demonstrando o potencial papel de COX-2 em favorecer a infec¢ao por 7.
cruzi por modular negativamente mediadores pro-inflamatérios (MALVEZI et al., 2014). Um
estudo recentemente publicado mostrou que Celecoxibe inibiu significativamente a infecgao
por T. cruzi em células mononucleares de sangue periférico, mas a Aspirina, um inibidor de
COX-1 e COX-2, ndo apresentou os mesmos resultados (LONIEN et al., 2017). O efeito de
Celecoxibe em reduzir a invasdo de 7. cruzi nestas células foi dose-dependente (LONIEN et
al., 2017), o que vai de encontro com nossos resultados em células BeWo e HTR-8/SVneo.
Estudos prévios também demonstraram associacdo de PGE,/COX-2 e susceptibilidade a
Leishmania. Células fagociticas murinas derivadas de células B-1 tratadas com inibidor de
COX-2 e infectada com L. major mostraram menor nimero de amastigotas intracelulares e

reduzida produgao de PGE; e IL-10 (ARCANIJO et al., 2015), e macrofagos infectados com L.
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donovani induziram expressao de COX-2 em um modo dependente de TLR2, favorecendo a
infeccdo nestes tipos celulares (BHATTACHARIJEE et al., 2016). Portanto, esta claro que
COX-2 e PGE> podem favorecer a persisténcia de 7. cruzi ¢ Leishmania no hospedeiro. Além
disso, estudos prévios do nosso grupo demonstraram que a inibicdo da COX-2 também
diminuiu a quantidade de 7. gondii em macrofagos peritoneais e em cérebro de Calomys
callosus (PEREIRA, 2016). Dessa forma, nosso presente estudo ¢ o primeiro a demonstrar o
efeito de COX-2 na infec¢ao por 7. gondii em células trofobldsticas humanas vilosas e
extravilosas, ao mostrar o efeito benéfico de COX-2 no crescimento do parasito nestes tipos
celulares, uma vez que a inibicdo de COX-2 foi capaz de controlar o numero de taquizoitas.

Posteriormente, nés avaliamos a producdo de citocinas em células BeWo ¢ HTR-
8/SVneo infectadas ou ndo e tratadas ou nao com inibidores de COX-2. Em células BeWo, nods
verificamos que Meloxicam e Celecoxibe foram capazes de aumentar a produgdo de citocinas
pré-inflamatoérias, como IL-6 e MIF, e diminuir a produgdo de citocinas anti-inflamatorias,
como IL-4 e IL-10. Nas células HTR-8/SVneo, nés verificamos que Meloxicam e Celecoxibe
também foram capazes de aumentar a produgao de citocinas pro-inflamatodrias, como IL-6 e
MIF, e diminuir a producdo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-4 e TGF-B1. Estudos
demonstraram que a PGE» pode inibir a resposta imune do tipo Thl, reduzindo a produgao de
TNF-a ¢ NO. Portanto, a inibi¢do de COX-2 e, consequentemente, de PGE:, poderia
restabelecer o perfil Thl com a produ¢do de IL-12, IFN-y e NO (FREIRE DE LIMA et al.,
2000).

Estudos relacionam a IL-6 como uma citocina pro-inflamatéria devido seu papel
protetor contra patogenos, como 7. gondii. Estudos do nosso grupo mostraram que o tratamento
com IL-6 recombinante em células THP-1 e BeWo foi capaz de controlar infecgao por 7. gondii
(CASTRO etal., 2013, BARBOSA etal., 2015). MIF ¢ uma citocina pro-inflamatoria
envolvida na resposta imune inata e adaptativa (CALANDRA et al., 1995; KIM et al., 2007), e
muitos estudos demonstram seu papel protetor na infecc¢ao por 7. gondii (FRANCO et al., 2011;
GOMES et al., 2011; BARBOSA et al., 2014; DA SILVA et al., 2017, GOMES et al., 2018).

IL-4, IL-10 e TGF-B1 sdo citocinas anti-inflamatdrias e também sdo importantes
moduladores da resposta imune inata e adaptativa (MOORE et al., 2001). Estudos do nosso
grupo demonstraram que células BeWo infectadas por 7. gondii e tratadas com azitromicina ou
espiramicina foram capazes de diminuir o parasitismo, € mostraram uma resposta imune com
perfil anti-inflamatoria, uma vez que ambas as drogas foram capazes de aumentar a produgdo
de IL-4 e IL-10 e diminuiu a produgdo de IFN-y (FRANCO et al., 2011). Em outro estudo do

nosso grupo, nds demonstramos que células BeWo tratadas com IL-10 e TGF- 1 aumentou a
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proliferagdo intracelular de 7. gondii, e quando essas citocinas foram bloqueadas, a célula foi
capaz de controlar o parasitismo (BARBOSA et al., 2008). Portanto, a inibi¢do da COX-2 foi
capaz de induzir um perfil pro-inflamatorio em células BeWo e HTR-8/SVneo ao aumentar
citocinas pro-inflamatodrias (MIF e IL-6) e reduzir citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10 e
TGF-B1), contribuindo significativamente para o controle da infec¢do. Em adicdo, a agdo de
induzir citocinas pro-inflamatérias por inibidores de COX-2 em células BeWo foi dose-
dependente, o que pode explicar, pelo menos parcialmente, porque doses maiores de
Meloxicam e Celecoxibe tiveram um efeito mais significativo em reduzir o parasitismo em
células BeWo.

Posteriormente, nos avaliamos o efeito da infec¢do por 7. gondii na produgdo de LDs
em células BeWo e HTR-8/SVneo. Nos observamos que células infectadas por 6 horas nao
aumentaram a quantidade de LDs em relacao as células ndo infectadas, enquanto que a infecgao
por 24 horas foi capaz de induzir um aumento significativo. Nossos resultados corroboram com
outros estudos, onde a infec¢do por 7. gondii induziu uma maior formagao de corpos lipidicos
em cé¢lulas musculares esqueléticas (GOMES et al., 2014). Além disso, nossos resultados
mostrando que apenas na infec¢do por 24 horas foi capaz de aumentar LDs estao de acordo com
outro estudo, onde eles demonstraram que o acimulo de LDs é dependente do tempo de
infeccdo (NOLAN et al., 2017).

Mota e colaboradores (2014) demonstraram que macréfagos peritoneais murinos
tratadas com soro de camundongo e soro fetal bovino foram capazes de aumentar a quantidade
de LDs, levando a uma maior producdo de PGE> e uma diminui¢do de NO, favorecendo o
crescimento de 7. gondii. Nesse sentido, nds avaliamos se a adicdo de SFB no momento da
infec¢do poderia aumentar a quantidade de LDs em células BeWo e HTR-8/SVneo. Nossos
resultados demonstram que a adi¢do do soro também foi capaz de aumentar a quantidade de
LDs nas duas linhagens celulares, sugerindo que o SFB tem um efeito aditivo a infec¢do na
produgdo de LDs.

Em seguida, apds verificarmos que a infeccdo induz a producdo de LDs, que a
proliferacdo intracelular de 7. gondii ¢ modulada por ciclooxigenase, e que COX-2 pode estar
presente nos corpos lipidicos, nds avaliamos se a inibicdo dessa enzima afetaria a quantidade
de LDs em células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas. Nossos resultados mostraram que ambos
inibidores foram capazes de diminuir a quantidade de LDs, o que coincidiu com nossos
resultados anteriores de proliferacdo intracelular de 7. gondii. Esses resultados podem estar
relacionados com a diminuicdo de PGE>, que favorece o crescimento do parasito. Estudos

mostram que a producdo de PGE; esta correlacionada com o aumento de LDs, o que favoreceu
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o crescimento de patogenos (MELO et al., 2003; D’AVILA et al., 2006; GOMES et al., 2014;
MOTA et al., 2014). Estudos recentes demonstraram que camundongos C57BL/6 tratados com
vesiculas extracelulares da cepa Y de 7. cruzi (EV Y) tiveram parasitismo cardiaco aumentado
e elevada internalizagdo do parasita em macrofagos derivados de medula 6ssea, e estes efeitos
foram associados com a formagao de corpos lipidicos e produgdo de PGE> (LOVO-MARTINS
et al., 2018). Também, o tratamento com as drogas NS-398 e aspirina inibiram PGE; e
reduziram replicacao de 7. cruzi em macréfagos, evidenciando eicosanoides e corpos lipidicos
como mecanismos de escape do parasito (ALMEIDA et al., 2018).

No entanto, o controle do parasitismo ndo esta apenas relacionado com a diminui¢do de
LDs, uma vez que os inibidores também induziram a produg¢do de citocinas pro-inflamatdrias.
E interessante notar que as menores concentragdes de Meloxicam e Celecoxibe foram mais
efetivas em reduzir a formacao de corpos lipidicos do que as maiores concentragdes, € isto
deveria coincidir com os dados de proliferacdo intracelular de 7. gondii, visto que nas maiores
concentragdes de Meloxicam ou Celecoxibe o efeito de controlar o parasitismo foi mais
significante. Entretanto, o efeito dose-dependente de inibidores de COX-2 em controlar a
infeccdo por 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo pode ser explicado pelo efeito dose-
dependente dos inibidores em gatilhar uma potente resposta imune pro-inflamatdria, refletida
pela modulagdo positiva de IL-6 e MIF. Assim, ¢ possivel especular que a resposta imune ¢
mais potente em controlar o parasitismo em cé€lulas trofoblasticas humanas do que a
disponibilidade de corpos lipidicos. Portanto, menores concentracdes de inibidores de COX-2
induzem uma menor resposta pro-inflamatdria, mas simultaneamente reduzem mais
significativamente os corpos lipidicos, contribuindo para o controle do parasitismo. Em
contrapartida, maiores concentragdes de inibidores de COX-2 induzem maior resposta pro-
inflamatoria, mas simultaneamente reduzem menos eficientemente os corpos lipidicos, também
contribuindo para o controle do parasitismo, porém de modo mais eficiente. Também, € possivel
que, em maiores doses de inibidores de COX-2 (Meloxicam ou Celecoxibe), por haver menos
parasitos devido a alta resposta inflamatoria, as células trofoblasticas consigam manter um
maior nimero de corpos lipidicos por haver menos taquizoitas consumidores do contetido
destas organelas.

Considerando nossos resultados, nds concluimos que COX-2 modula a infecgao por 7.
gondii em células trofoblasticas humanas BeWo e HTR-8/SVneo, uma vez que sua inibicao foi
capaz de induzir a producdo de citocinas pré-inflamatorias como IL-6 e MIF, além de reduzir
a quantidade de LDs que sdo fontes de nutrientes para a sua manutengdo e replicacdo. Os

resultados até aqui sdo importantes, pois novas interacdes entre parasito-hospedeiro na interface
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materno-fetal podem ser desvendadas afim de propor novas estratégias terapéuticas para o
tratamento da toxoplasmose congénita. No entanto, estudos utilizando modelos ex vivo sdo
importantes para entender o real mecanismo desses inibidores na infec¢ao e produgao de LDs

por T. gondii.

7. CONCLUSAO
e (¢lulas BeWo e HTR-8/SVneo tratadas com inibidores de COX-2 (Meloxicam e

Celecoxibe) ndo tiveram sua viabilidade celular alterada.

e Cé¢lulas BeWo e HTR-8/SVneo infectadas com 7. gondii e tratadas com inibidores de

COX-2 apresentaram uma redug¢ao significativa na proliferacao intracelular de 7. gondii.

e (¢lulas BeWo infectadas e tratadas com inibidores de COX-2 induziram maior producao
de citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e MIF, e diminuiram a producgdo de citocinas

anti-inflamatoérias, como IL-4 e IL-10.

e (¢lulas HTR-8/SVneo infectadas e tratadas com inibidores de COX-2 induziram maior
produgdo de citocinas pré-inflamatorias como IL-6, e diminuiram a producao de citocinas

anti-inflamatorias, como IL-4 e TGF-B1.

e A infecgdo por 7. gondii induz a formacdo de LDs em células BeWo e HTR-8/SVneo e

isto ¢ dependente do tempo de infeccao.

e A adi¢do de SFB no momento da infec¢do induz maior formacao de LDs em células BeWo

e HTR-8/SVneo.

e A infecgdo por 7. gondii seguida da inibicdo de COX-2 diminui a produgdo de LDs em
células BeWo e HTR-8/SVneo.
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Figura 1: Viabilidade celular em células BeWo e HTR-8/SVneo tratadas com inibidores
de COX-2. Células BeWo (A) e HTR-8/SVneo (B) foram cultivadas em placas de 96 pocos na
propor¢io de 3x10* e 2x10* células/200 ul por pogo, respectivamente, por 24 horas.
Posteriormente, elas foram tratadas com Meloxicam ou Celecoxibe por mais 24 horas. Em
seguida, as células foram submetidas ao ensaio de MTT e os dados foram apresentados como
(%) de células viaveis (viabilidade celular) em relagdo as células ndo tratadas (100% de

viabilidade). Foram realizados quatro experimentos independentes em nonoplicata.
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Figura 2: Proliferacio intracelular de 7. gondii (cepa RH, clone 2F1) em células BeWo e
HTR-8/SVneo tratadas ou nao com inibidores de COX-2. Células BeWo (A) e HTR-
8/SVneo (B) foram cultivadas em placas de 96 pocos na proporcio de 3x10* e 2x10*
células/200 pl por poco, respectivamente, por 24 horas. Posteriormente, elas foram infectadas
por T. gondii durante 3 horas e tratadas ou ndo com Meloxicam ou Celecoxibe por mais 24
horas. Em seguida, as células foram submetidas ao ensaio de proliferacao intracelular de 7.
gondii (ensaio de (-galactosidase). Os dados obtidos foram analisados quanto ao numero de
taquizoitas totais em relacao a curva padrao de taquizoitas livres. Diferengas significativas em
relacdo a células infectadas e ndo tratadas (7. gondii) (*P < 0.05), entre as concentragdes de
Meloxicam (*P < 0.05) e entre as concentragdes de Celecoxibe (*P < 0.05). Diferencas entre
os grupos foram analisadas pelo teste One-Way ANOVA com poés teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni. Fotomicrografias representativas (aumento de 40 x) de células BeWo
(C-G) e HTR-8/SVneo (H-L) infectadas e ndo tratadas (C e H), ou tratadas com Meloxicam
10pg/mL (D e I), 250pg/mL (E e J) ou tratadas com Celecoxibe 1pg/mL (F e K) e Spg/mL (G
e L). Foram realizados quatro experimentos independentes em nonoplicata. Setas indicam
parasitos dentro de vacuolos parasitéforos. Barra: 50 ou 200 um
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Figura 3: Producio de citocinas em células BeWo infectadas ou nio e tratadas ou nio com
inibidores de COX-2. Células BeWo foram cultivadas em placas de 96 pogos na propor¢ao de
3x10%*células/200 ul por pogo por 24 horas. Posteriormente, elas foram infectadas por T. gondii
durante 3 horas ou ndo infectadas e tratadas ou ndo com Meloxicam ou Celecoxibe por mais 24
horas. Em seguida, os sobrenadantes foram coletados para dosagem de citocinas por ELISA.
Os resultados foram expressos em pg/mL de acordo com a curva padrao para cada citocina
analisada. Cé¢lulas BeWo nao infectadas e tratadas (A-D) ou infectadas e tratadas (E-H).
Diferengas significativas em relagdo as células ndo infectadas e ndo tratadas (meio) (*P < 0.05),
células infectadas e ndo tratadas (7. gondii) (*P < 0.05), entre as concentra¢des de Meloxicam
(3P <0.05) e entre as concentragdes de Celecoxibe (P < 0.05). Diferenga entre os grupos foram
analisadas pelo teste ndo paramétrico Kruskall Wallis com comparagdes multiplas de Dunn ou
pelo teste One-Way ANOVA com poés teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. Foram
realizados trés experimentos independentes em nonoplicata.
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Figura 4: Producio de citocinas em células HTR-8/SVneo infectadas ou nio e tratadas ou
néao com inibidores de COX-2. Células HTR-8/SVneo foram cultivadas em placas de 96 pogos
na propor¢io de 2x10%*élulas/200ul por poco por 24 horas. Posteriormente, elas foram
infectadas por 7. gondii durante 3 horas ou ndo e tratadas ou ndo com Meloxicam ou Celecoxibe
por mais 24 horas. Em seguida, os sobrenadantes foram coletados para dosagem de citocinas
por ELISA. Os resultados foram expressos em pg/mL de acordo com a curva padrao para cada
citocina analisada. Células HTR-8/SVneo ndo infectadas e tratadas (A-D) ou infectadas e
tratadas (E-H). Diferengas significativas em relagao as células ndo infectadas e ndo tratadas
(meio) (*P < 0.05), células infectadas e ndo tratadas (I. gondii) (*P < 0.05), entre as
concentragdes de Meloxicam (*P < 0.05) e entre as concentragdes de Celecoxibe (P < 0.05).
Diferenca entre os grupos foram analisadas pelo teste ndo paramétrico Kruskall Wallis com
comparag¢des multiplas de Dunn ou pelo teste One-Way ANOVA com pds teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni. Foram realizados trés experimentos independentes em nonoplicata.
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Figura 5: Producido de LDs em células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas ou nao por 7.
gondii. Células BeWo (A) e HTR-8/SVneo (B) foram cultivadas em placas de 24 pogos na
proporcio de 5x10%*élulas/200pl por pogo por 24 horas. Posteriormente, elas foram infectadas
ou ndo durante 6 ou 24 horas. Em seguida, as células foram coradas com Oil red O (0,5 %) para
marcacao de LDs. Posteriormente, foram tiradas em média 30 fotos em campos diferentes em
cada condigdo, ¢ essas fotos foram analisadas pelo programa Image J. Os resultados foram
expressos em % area de LDs em relacdo a média do controle ndo infectado por 6 horas (100%
de LDs na célula, linha tracejada). Diferengas significativas em relagdo as células ndo infectadas
(meio) (*P < 0.05). Diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way ANOVA
com poés teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. Fotomicrografias representativas
(aumento de 40 x) de células BeWo (C-F) e HTR-8/SVneo (G-J) ndo infectadas por 6 horas
(C e G), infectadas por 6 horas (D e H) ou ndo infectadas por 24 horas (E e I) e infectadas por
24 horas (F e J). Foram realizados dois experimentos independentes em quadruplicata.
Coloracao com Oil Red O. Barra: 50 um
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Figura 6: Producio de LDs em células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas ou ndo e com
adicio ou ndo de SFB. Células BeWo (A) e HTR-8/SVneo (B) foram cultivadas em placas de
24 pogos na proporgio de 5x10%células/200ul por pogo por 24 horas. Posteriormente, elas foram
infectadas ou ndo durante 24 horas com a adi¢do ou ndo de SFB no meio RPMI. Em seguida,
as células foram coradas com Oil red O (0, 5 %) para marcacdo de LDs. Posteriormente, foram
tiradas em média 30 fotos em campos diferentes em cada condicdo, e essas fotos foram
analisadas pelo programa Image J. Os resultados foram expressos em % area de LDs em relacdo
a média do controle ndo infectado sem adi¢cao de SFB (100% de LDs na célula, linha tracejada).
Diferencgas significativas em relagdo as células ndo infectadas (meio) (*P < 0.05), entre as
células ndo infectadas (meio) (*P < 0.05), e entre as células infectadas (*P < 0.05). Diferencas
entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way ANOVA com po6s teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni. Fotomicrografias representativas (aumento de 40 x) de células BeWo
(C-F) e HTR-8/SVneo (G-J) ndo infectadas sem adicdo de SFB (C e G) infectadas sem adig@o
de SFB (D e H) ou ndo infectadas com adicao de SFB (E e I) e infectadas com adi¢dao de SFB
(F e J). Foram realizados dois experimentos independentes em quadruplicata. Coloragdo com
Oil Red O. Barra: 50 um
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Figura 7: Producio de LDs em células BeWo e HTR-8/SVneo infectadas ou nio e tratadas
ou nao com inibidores de COX-2. Células BeWo (A) e HTR-8/SVneo (B) foram cultivadas
em placas de 24 pogos na propor¢io de 5x10%células/200ul por pogo por 24 horas.
Posteriormente, elas foram infectadas por 7. gondii por 3 horas, ou nio infectadas, e foram
tratadas ou ndo com inibidores de COX-2 por 24 horas. Em seguida, as células foram coradas
com Oil red O (0,5 %) para marcacdo de LDs. Posteriormente, foram tiradas em média 30 fotos
em campos diferentes em cada condigdo, e essas fotos foram analisadas pelo programa Image
J. Os resultados foram expressos em % area de LDs em relacdo ao controle ndo infectado e ndo
tratado (100% de LDs na célula, linha tracejada). Diferengas significativas em relago as células
ndo infectadas e ndo tratadas (meio) (*P < 0.05), células infectadas e ndo tratadas (7. gondii)
(*P < 0.05), entre as concentragdes de Meloxicam (*P < 0.05) e entre as concentragdes de
Celecoxibe ("P < 0.05). Diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way
ANOVA com pos teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. Fotomicrografias
representativas (aumento de 40 x) de LDs em células BeWo (C-H) e HTR-8/Svneo (I-N) ndo
infectadas e ndo tratadas (C e I), infectadas e ndo tratadas (D e J), infectadas e tratadas com
Meloxicam 10pg/mL (E e K), 250ug/mL (F e L) ou tratadas com Celecoxibe 1ug/mL (G e M)
e Sug/mL (H e N). Foram realizados dois experimentos independentes em quadruplicata.
Coloragao com Oil Red O. Barra: 50 um
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