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RESUMO

A interagdo entre os trofoblastos extravilosos humanos e as células endoteliais desempenha
um importante papel nos processos de implantacdo embriondria e placentacdo. Alteracdes
nos padroes de comunicacdo entre estas duas populacdes celulares estdo associadas com
complicagOes gestacionais, neste contexto, a infeccdo por Toxoplasma gondii pode ser um
problema em potencial para essa relacdo. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar os
fendbmenos de invasdo, migracdo e morte celular de células trofoblasticas extravilosas
(linhagem HTR-8/SVneo) sob a influéncia de células endoteliais venosas (linhagem HUVEC)
infectadas por T. gondii. As células HTR-8/SVneo foram co-cultivadas com as células HUVEC
infectadas ou nao por T. gondii, no sentido de avaliar a produc¢ado de citocinas detectadas pelo
método de ELISA, bem como funcOes bioldgicas das células trofoblasticas extravilosas. A
capacidade invasiva das células trofobldsticas foi analisada diante a utilizacdo de insertos de
transwell previamente cobertos com Matrigel, a capacidade migratdria dessas células foi
verificado pelo ensaio de scratch e o indice de morte celular foi mensurado através do método
de citometria de fluxo. A interacdo entre as células HTR-8/SVneo e HUVEC induziram a
secrecao de IL-6 e IL-8 pelas células trofoblasticas. Ja a secrecdao de MIF foi diminuida pelas
células HTR-8/SVneo apds a co-cultura com as células HUVEC ndo infectadas, e maiores niveis
dessa citocina foram observados apds a co-cultura com células HUVEC infectadas. O estimulo
da co-cultura com células HUVEC nao infectadas reduziu a capacidade invasiva e aumentou a
migracdo de células HTR-8/SVneo. De forma contréria, as condi¢Bes de células HUVEC
infectadas aumentaram a capacidade invasiva, reduziram a migracao e induziram o indice de
morte celular das células trofoblasticas. O tratamento com ISO-1, inibidor altamente
especifico de MIF, alterou os eventos relacionados com a capacidade invasiva e morte celular
das células HTR-8/SVneo quando comparados com cada condicdo respectiva sem o
tratamento com inibidor de MIF. A comunicacdo entre as células trofoblasticas extravilosas e
células endoteliais venosas foi modificada pela infec¢do por T. gondii e a inducdo da producao
de MIF pelas células HTR-8/SVneo juntamente com a alteracdo dos indices de morte celular,
podem ter sido alguns dos fatores responsaveis pela variagdo das fung¢des trofobldsticas
relacionadas a capacidade invasiva e migratéria das células trofoblasticas extravilosas.

PALAVRAS-CHAVE: Toxoplasma gondii, trofoblastos extravilosos, células endoteliais, invasao,

apoptose, gestagdo.
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ABSTRACT

The interaction between human extravillous trophoblast and human endothelial cells has an
important role in embryonic implantation and placentation. Changes in communication
patterns between these two cell populations are associated with pregnancy complications, in
this context, Toxoplasma gondii infection can be a potential problem in this crosstalk.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the occurrence of invasion, migration and cell
death of extravillous trophoblast cells (HTR-8/SVneo cell line) under influence of infected
human venous endothelial cell (HUVEC) by T. gondii. HTR-8/SVneo cells were co-cultured with
T. gondii-infected or uninfected HUVECs in order to analyze cytokine production by ELISA as
well biological functions of extravillous trophoblast cells. The invasive capacity of
trophoblastic cells was analyzed using transwell inserts previously covered with Matrigel, the
migratory capacity of these cells was verified by scratch method and the cell death index was
measured by the flow cytometry. HTR-8/SVneo cells and HUVECs interaction induced
secretion of IL-6 and IL-8 by trophoblastic cells. MIF secretion was downregulated by HTR-
8/SVneo cells after co-culture with uninfected HUVECs, but upregulated MIF levels were
detected after co-culture with infected HUVECs. Stimuli of uninfected HUVECs co-culture
reduced invasive capacity and increased migration of HTR-8/SVneo cells. Otherwise, infected
HUVECs condition enhanced invasive capability, reduced migration, induced cell death index
of trophoblastic cells. The treatment with ISO-1, highly specific MIF inhibitor, altered the
events related to invasive capacity and cell death of HTR-8/SVneo when compared to each
conditions without treatment with MIF inhibitor. The extravillous trophoblast-venous
endothelial cells crosstalk was changed by T. gondii infection and induction of MIF production
by HTR-8/SVneo cells together with changes in cell death index, might be some of the factors
responsible for alteration in trophoblastic functions related to migratory and invasive capacity
of extravillous trophoblastic cells.

KEYWORDS: Toxoplasma gondii, extravillous trophoblast, endothelial cells, invasion,

apoptosis, pregnancy.
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1. INTRODUGCAO

1.1. TOXOPLASMOSE

A toxoplasmose é uma doenca infecciosa com taxas de soropositividade que variam de
10% a 90% na populacdo mundial e estima-se que aproximadamente um terco da populagdo
humana apresenta a fase cronica da infeccdo (Fallahi et al, 2018). Neste sentido a
toxoplasmose é uma das doencas parasitdrias mais comuns do mundo (Piao et al., 2018).

O agente causador desta zoonose é o protozodrio, parasito intracelular obrigatdrio
Toxoplasma gondii e, na maioria dos casos os portadores da infeccdo sdo assintomaticos
(Kato, 2018; Sasai et al., 2018). Contudo, podem surgir manifestaces clinicas como mialgia,
mal estar, febre, dor de cabeca, altera¢des ou até mesmo a perda total da visao durante a fase
aguda da doenca, devido a alta concentracdo de parasitos no sangue e, consequentemente,
ao alto indice de disseminacdo pelo organismo (Montoya; Liesenfeld, 2004). Essas
manifestagdes podem ser recorrentes até o inicio da fase cronica da infecgao, definida pelo
estabelecimento da resposta imunolégica contra o patédgeno. O desenvolvimento da resposta
imune protetora ndo é capaz de eliminar o parasito completamente, uma vez que T. gondii se
encista como forma de evasdo do sistema imunoldgico, e este pode permanecer em estado
de laténcia por toda a vida do hospedeiro (Jeffers et al., 2018; Sasai et al., 2018).

A principal via de infeccdo humana por T. gondii ocorre pela ingestdo de carne crua ou
mal cozida, alimentos e dgua contaminados, bem como pelo contato direto com fezes de gatos
infectados (Montoya; Liesenfeld, 2004; Fallahi et al., 2018). Alternativamente, a infeccdo pode
se manifestar na infancia em consequéncia da transmissdo vertical no curso da infeccao
materna (Jones et al., 2001). Neste caso, a gestante é infectada durante a gestacdo ou quando
ocorre a reativagao da infec;gao em mulheres gravidas com toxoplasmose prévia latente
(Fallahi et al., 2018). Na transmissdao congénita, o parasito ganha a circulacdo fetal apds haver
passagem pela placenta (leffers et al., 2018), contudo os indices de transmissao
transplacentaria e a gravidade dos danos fetais dependem do periodo gestacional (Fallahi et
al., 2018).

A placenta possui um importante papel na transmissdo transplacentaria. Ela é uma
barreira natural de protecdo do feto contra agentes infecciosos sendo mais efetivo no inicio
da gestacdo, e se torna mais permeavel ao final desse periodo (Fallahi et al., 2018). Durante o

primeiro e segundo trimestres da gestagao existem menos que 10% e 30%, respectivamente,
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de chances de transmissao (Fallahi et al., 2018), mas consequéncias graves como morte fetal
e aborto podem ocorrer (Jones et al., 2001). Tardiamente, durante as ultimas semanas do
terceiro trimestre, as chances de transmissao transplacentdria aumentam até quase 90%
(Fallahi et al., 2018), entretanto, os danos fetais sdo mais amenos, notoriamente sequelas
tardias como sindromes neuroldgicas, deficiéncias neurocognitivas e coriorretinites podem
ser apresentadas (Jones et al., 2001, Fallahi et al., 2018).

A toxoplasmose congénita é uma doenga de prevaléncia mundial com
aproximadamente 200.000 casos relatados a cada ano, e a América do Sul é o continente que
apresentou casos de maior carga parasitaria global (Torgerson; Mastroiacovo, 2013). No
Brasil, a estimativa de relatos por ano varia entre 6.000 e 9.000 casos (Torgerson;
Mastroiacovo, 2013), além disso, a cada 10.000 nascimentos de 3 a 10 recém-nascidos sdo
diagnosticados com a toxoplasmose congénita (Piao et al., 2018). Apesar de varias evidéncias
epidemioldgicas indicarem que a toxoplasmose é uma importante doenca na medicina
reprodutiva, é frequentemente ignorada pela obstetricia, ginecologia ou clinicas de saude
reprodutiva tornando-a uma infeccdo tropical negligenciada (Fallahi et al., 2018). Assim, é
essencial compreender melhor os fatores celulares, moleculares e biolégicos associados a
interacdo de T. gondii com o hospedeiro, bem como imunopatologias e imunidade protetiva
da toxoplasmose congénita a fim de controlar esta desordem com potencial tragico que

ameaca a saude humana (Piao et al., 2018).

1.2. Toxoplasma gondii: CARACTERIZACAO

Toxoplasma gondii é um protozodrio parasito intracelular obrigatério do filo
Apicomplexa (Ortiz-Alegria et al., 2010) que geralmente apresenta um aspecto alongado e
arqueado com a regido anterior afilada e a extremidade posterior arredondada (Dubey et al.,
1998), apesar de sua morfologia depender do seu estagio de desenvolvimento (Robert-
Gangneux; Darde, 2012). O parasito apresenta um nucleo central e varias organelas comuns
e exclusivas ao filo (Dubey et al., 1998) estando organizadas de forma altamente polarizada
(Venugopal; Marion, 2018). Particularmente, na regido anterior é encontrado o complexo
apical, caracterizado por um complexo de membranas composto por elementos do
citoesqueleto, como os anéis polares, e logo abaixo dessa regido localiza-se o conoide (Dubey
et al., 1998; Souza et al., 2010). Ainda associadas ao complexo apical, as micronemas, as

roptrias e os granulos densos, estes ultimos dispersos pelo citoplasma (Dubey et al., 1998;
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Souza et al., 2010), sdo organelas secretoras essenciais em uma série de fun¢des abrangendo
processos desde a adesdo e invasdo das células do hospedeiro, o estabelecimento e
manutencdo do vacuolo parasitéforo, até a replicacdo e sobrevivéncia do parasito (Venugopal;
Marion, 2018).

Apds o posicionamento perpendicular de T. gondii em relagdo a superficie celular, a
partir do reconhecimento pelo parasito dos receptores de membrana da célula alvo, o
processo de adesdo e invasdo é iniciado (Souza et al., 2010). Assim, as micronemas, organelas
apicais, em formato de bastdo, responsaveis pela adesdo e regulacdo da motilidade do
patdgeno até a invasdo da célula hospedeira, secretam moléculas adesivas denominadas MIC
(Carruthers, 2006; Venugopal; Marion, 2018).

Imediatamente apds esse primeiro reconhecimento, as roptrias que apresentam a
regido basal mais larga e uma porcdo mais fina (pescoco da organela) voltada para a porgdo
apical, secretam moléculas proteicas que sdo expelidas pelo conoide. A secre¢do de proteinas
pelas roptrias possivelmente se ddo em dois momentos: as originadas na por¢ao mais fina da
organela, conhecidas como RONs, sdo secretadas primeiro e em seguida as ROPs, roptrias
originadas da regido basal (Carruthers, 2006; Souza et al., 2010). As proteinas RON sdo
mobilizadas para a superficie do parasito onde se associam com as micronemas formando
uma estrutura adesiva transitdria em forma de anel, denominada junc¢do de movimento, que
possibilita a propulsdo do parasito para dentro da célula hospedeira (Carruthers, 2006; Kato,
2018; Venugopal; Marion, 2018). J& as ROPs secretadas apds a formacdo da juncdo de
movimento sdo secretadas para a formacdo da membrana do vacuolo parasitéforo,
garantindo uma natureza nao fusogénica ao mesmo (Venugopal; Marion, 2018) e, assim, o
parasito penetra ativamente pela membrana da célula hospedeira (Dubey et al., 1998) através
de um movimento de deslizamento denominado gliding, o qual é promovido por
actina/miosina, que sdo elementos do citoesqueleto (Carruthers; Boothroyd, 2007; Caldas;
Souza, 2018).

Ao passo que as micronemas e roptrias secretam seu contelddo durante as fases de
adesdo e invasdo, os conteudos dos granulos densos sao essenciais na fase intracelular do
parasito. Os granulos densos sao organelas esféricas secretoras de glicoproteinas, conhecidas
como GRA, que comp0de e mantém a estrutura e integridade do vacuolo parasitéforo, além de
estarem relacionadas a sobrevivéncia do parasito modulando respostas imune e metabdlica

do hospedeiro (Venugopal; Marion, 2018).
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1.3. Toxoplasma gondii: ESTAGIOS DE DESENVOLVIMENTO

O protozodrio possui trés estagios de desenvolvimento, sendo todos eles infectantes
(Robert-Gangneux; Darde, 2012). Os taquizoitos, caracterizados pela forma alongada e
arqueada, sdo capazes de invadir muitos tipos celulares e multiplicar rapidamente, permitindo
a disseminacao pelo organismo e por isso é responsavel pelas manifestacées na fase aguda da
infeccdo (Dubey et al., 1998; Hunter; Sibley, 2012).

Uma vez no hospedeiro, a pressao de uma resposta imune funcional induz a
diferenciacdo de taquizoitos em bradizoitos e, como mecanismo de evasdo do proprio
parasito, passam a sobreviver em estado de laténcia caracterizando a fase cronica da infeccao
(Jeffers et al., 2018). Nesse estdgio, os bradizoitos sdo morfologicamente semelhantes aos
taquizoitos, mas proliferam mais lentamente devido ao metabolismo mais lento propiciado
pela maior quantidade de granulos de amilopectina (Jeffers et al., 2018). Sdo encontrados no
interior de cistos teciduais formados nos tecidos nervoso, muscular e éptico, e pode ser
considerada uma forma de resisténcia do parasito ao sistema imune (Kawazoe, 2005). Os
cistos podem permanecer nos tecidos por toda a vida do hospedeiro, mas em casos de
imunossupressao, a infeccdo pode reativar, os bradizoitos se convertem novamente em
taquizoitos e ao se multiplicarem rapidamente, rompem os cistos teciduais, liberando
parasitos que infectardo outras células pelo organismo hospedeiro (Jeffers et al., 2018).

Os esporozoitos sdo encontrados no interior de oocistos, sdo ovais ou elipticos e
possuem uma parede dupla muito resistente ao meio ambiente caracterizando o estagio de
resisténcia. Quando liberados, juntamente com as fezes dos felinos, sdo imaturos, entretanto
em condi¢cOes ambientais favoraveis, podem esporular originando dois esporocistos contendo
em cada um quatro esporozoitos (Dubey et al., 1998).

A infeccdo causada por T. gondii acomete uma grande variedade de animais
vertebrados endotérmicos incluindo os humanos (Ortiz-Alegria et al., 2010; Fallahi et al.,,
2018), mas os felinos do género Felix e Linx sdo os Unicos hospedeiros definitivos (Rey, 2001).
O ciclo biolégico se inicia quando um felino ingere qualquer uma das formas infectantes (cistos
contendo bradizoitos, oocistos contendo esporozoitos ou taquizoitos) (Dubey, 2004).
Geralmente, a infeccdo se da pela ingestdo de cistos teciduais que uma vez situados no trato
gastrointestinal, sofrem a acdo de enzimas proteoliticas ocasionando a liberacdo de iniUmeros

bradizoitos. Estes penetram nas células epiteliais do estdbmago e intestino, se convertem em
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taquizoitos e iniciam a multiplicacdo por merogonia para originar merozoitos. Os merozoitos
liberados invadem novas células epiteliais e iniciam a etapa sexuada do ciclo, assim se
desenvolvem em macrogametas (gametas femininos) ou em microgametas flagelados
(gametas masculinos) que poderdo se fundir e originar o zigoto. Depois da fertilizacdo, uma
parede externa envolve o zigoto formando o oocisto imaturo e, quando ha lise da célula
hospedeira, é liberado na luz intestinal sendo eliminado para o meio ambiente juntamente
com as fezes dos felinos. No ambiente, em condi¢des favoraveis de temperatura e umidade,
esse oocisto imaturo sofre esporulacdao originando os esporozoitos, formas infectantes aos
hospedeiros intermediarios (Robert-Gangneux; Darde, 2012).

Os seres humanos, quando infectados, sdo considerados hospedeiros intermedidrios e
uma vez os parasitos livres no organismo podem se converter em taquizoitos, multiplicar
intensamente por endodiogenia, e disseminar pelo corpo (fase aguda da infec¢do) (Robert-
Gangneux; Darde, 2012). Com o desenvolvimento da resposta imunoldgica do hospedeiro
contra o parasito, os taquizoitos se encistam no interior de células e se diferenciam em
bradizoitos, dando inicio a fase crénica da infeccdo (Sasai et al., 2018). Consequentemente, a
guantidade de parasitas circulantes é diminuida e ndo havendo disturbios no sistema
imunoldgico, a fase cronica pode se estender por toda a vida do hospedeiro (Montoya;

Liesenfeld, 2004).

1.4. RESPOSTA IMUNOLOGICA E SUSCEPTIBILIDADE A INFECCAO DURANTE A GESTAGAO

O sistema imunoldgico do hospedeiro frente a uma infecgao pode elaborar respostas
tanto daimunidade inata quanto da adaptativa. Aimunidade inata é a primeira linha de defesa
do hospedeiro contra infeccbes por patdégenos, onde os hospedeiros infectados devem
detectar a invasdo e prevenir sua disseminacao (Sasai et al., 2018). Neste processo de restricdo
de patdgenos, T. gondii pode ser reconhecido e detectado pelas células apresentadoras de
antigenos (APCs) tradicionais como macrofagos e células dendriticas (Abbas; Lichtman, 2007).
Dessa maneira, a ativacao das APCs se da pelo reconhecimento de componentes microbianos
denominados padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs) por receptores do tipo
Toll-like receptors (TLRs) (Sasai et al., 2018). No caso da infeccdo por T. gondii em
camundongos, a profilina é reconhecida por receptores TLR11 ou TLR12 que leva ao
recrutamento da molécula adaptadora MyD88, a qual iniciard uma cascata imune de

sinalizacdo, responsdvel pela producdo de interleucina (IL)-12 e interferon (IFN)-y pelas APCs
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(Sasai et al., 2018). Em humanos, TLR2 e TLR4 ao detectarem proteinas de ancoragem
glicosilfosfatidilinositol (GPI) sdo efetivos na indugdo de IL-12 (Hunter; Sibley, 2012). Dessa
forma, a imunidade inata amplifica os sinais sobre a presenca de uma infec¢do, acionando os
mecanismo da imunidade adaptativa (Abbas; Lichtman, 2007).

A protecdo do hospedeiro é propiciada basicamente pela producdo de citocinas que
estd associada com a ativacdo de uma resposta imune adaptativa (Denkers; Gazzinelli, 1998).
Citocinas prdéinflamatdrias como IL-12 e IFN-y promoverao a ativacdo de mecanismos efetores
para controle da infec¢do por T. gondii (Sasai et al., 2018). A producdo de IL-12 pelas células
dendriticas e macrofagos desencadeia a proliferacdo de células natural killer (NK), linfécitos
TCD4* e TCD8* que produzirdo mais IFN-y (Sasai et al., 2018). Assim, IFN-y induz a producao
de o6xido nitrico sintase (NOS), indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) pelas células infectadas,
bem como outros fatores para o recrutamento de novas APCs, intensificando os mecanismos
efetores contra o patdgeno, no intuito de conter a disseminacdo pelo hospedeiro (Jeffers et
al., 2018; Sasai et al., 2018).

Outra citocina préinflamatéria que também apresenta um papel determinante em
infecgOes causadas por T. gondii (Flores et al., 2008; Cavalcanti, et al., 2011; Kim et al., 2017)
e uma série de outros patdgenos é o fator inibidor de migracdo de macrdéfagos (MIF) (Satoskar
et al., 2001; Rodriguez-Sosa et al., 2003; Stavitsky et al., 2003; Reyes et al., 2006). Essa citocina
esta relacionada a ativacdo de células dendriticas e NK, bem como a producdo de citocinas
préinflamatdrias, incluindo IL-12 e IFN-y que induzirdo a producdo de NOS, e espécies reativas
de oxigénio (ROS), regulando e estabelecendo uma resposta inicial inflamatéria eficiente
contra a infecgdo por T. gondii (Calandra et al., 2003; Flores et al., 2008; Kim et al., 2017).

A resposta imune adaptativa mediada por células é essencial para a eliminac¢do de
patogenos intracelulares, e a produgdo de citocinas, incluindo IL-12, IFN-y e MIF, estdo
associadas também com a ativacdo de linfécitos. Os linfocitos sdao as principais células
responsaveis por oferecer a resisténcia ao parasito (Filisetti; Candolfi, 2004). Os linfocitos
TCD4* auxiliam na manutencdo da atividade citotdxica pelas células TCD8* e regulam
mecanismos imunes (Combe et al., 2005). Adicionalmente, podem se diferenciar em 3
subpopula¢des de acordo com o perfil de citocinas predominantemente produzidas no
microambiente em que se encontram. Dentre elas, os linfocitos T helper (Th) 1 produzem
citocinas préinflamatdérias como IFN-y e fator de necrose tumoral (TNF)-a; os linfécitos Th2

secretam citocinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13; e os linfécitos T reguladores
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(Treg) sdo produtores de IL-22 (Abbas; Lichtman, 2007). Estas citocinas, por sua vez, estdo
envolvidas na inducdo de outros fatores por células vizinhas e no recrutamento e ativacdo de
mais APCs. Nesse sentido, as células do sistema imune inato e adaptativo se comunicam, e em
casos de infecgdo atuam para intensificar a reposta imunoldgica efetora contra o patégeno e
conter a disseminagdo da infec¢ao pelo organismo (Abbas; Lichtman, 2007).

Diante da infeccdo por T. gondii a producdo de citocinas prdéinflamatdrias é
fundamental, no entanto, em individuos imunocompetentes, citocinas anti-inflamatodrias
também devem estar presentes para que haja, respectivamente, a protegao contra patégenos
e o controle da resposta inflamatdria no intuito de evitar danos teciduais (Gude et al., 2004).
Nesse sentido, caso o perfil imunoldgico predominante de controle do parasito seja alterado,
como durante a gestacao, sao verificadas maiores possibilidades de infeccao dos tecidos
maternos e fetais, bem como possiveis chances de rejeicdo fetal (Remington et al., 2001).

No decorrer do periodo gestacional estdo envolvidos tanto o perfil préinflamatério
essencial para a implantagdo embrionadria, placentagao e parto, quanto o perfil anti-
inflamatdrio predominante que possibilita a tolerancia imunoldgica materna frente aos
tecidos fetais (Vargas-Villavicencio et al., 2009). Dessa forma, se o parasito, que é controlado
por um perfil préinflamatério, acomete gestantes a partir do segundo trimestre caracterizado
por um perfil anti-inflamatdério tolerogénico, tecidos maternos e fetais se tornam mais
susceptiveis a infeccao (Sykes et al., 2012). Trabalhos prévios do nosso grupo demonstraram
que células trofoblasticas humanas de linhagem BeWo foram altamente susceptiveis a
infeccdo por T. gondii na presenca de citocinas anti-inflamatdrias, como IL-10 e fator
transformador de crescimento (TGF)-B1 (Barbosa et al., 2008). No entanto, caso a infec¢do
ocorra durante o primeiro trimestre gestacional em que o perfil imunoldgico é
predominantemente inflamatdrio, o excesso de um perfil Thl pode ocasionar condicdes
patoldgicas como a pré-eclampsia, assim como os riscos de rejeicdo fetal aumentam (Hill,
1995; Saito; Sakai, 2003; Yeh et al., 2013).

MIF é uma importante citocina proinflamatéria também presente durante o periodo
gestacional e esta envolvida no processo de implantagdo embrionaria ao permitir ou induzir a
invasdo por células epiteliais do blastocisto, denominadas como trofoblastos (Bevilacqua et
al., 2014; Jovanovié¢ Krivokué¢a et al., 2015). Estudos demonstram que MIF estimulou
significativamente a capacidade invasiva dos citotrofoblastos e células HTR-8/SVneo, bem

como a neutralizacdo endégena da citocina inibiu esse efeito (Jovanovi¢ Krivokuca et al.,
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2015). Ainda assim, estudos prévios do nosso grupo demonstraram, diante da infec¢ao por T.
gondii, a inducdo da producdo de MIF por células da interface materno-fetal e o
desenvolvimento de um perfil inflamatério para protecdo do hospedeiro e controle da
toxoplasmose (Ferro et al., 2008; de Oliveira Gomes et al., 2011; Franco et al., 2011; Castro et
al., 2013; Barbosa et al., 2014; Gomes et al., 2018). No entanto, a producdo de MIF induzida
durante a gravidez e sinergicamente aumentada em casos de infeccdo por T. gondii durante a
gestacdo podem comprometer o sucesso do desenvolvimento fetal, uma vez que, altas
concentragdes desta citocina podem estar relacionadas a complica¢des gestacionais como a
pré-eclampsia (Cardaropoli et al., 2012). Assim, entender os mecanismos que controlam ou
alteram funcdes bioldgicas de células trofoblasticas é de importancia crucial (Sharma et al.,
2016).

MIF participa em diversas alteracdes imunoldgicas, fisioldgicas e patoldgicas, nesse
sentido, inibidores dessa citocina foram desenvolvidos como possiveis estratégias
terapéuticas. Dentre estes inibidores, ISO-1 ((S,R)-3-(4-hidroxifenil)-4,5-dihidro-5 isoxazol
acido acético metil éster) é um inibidor altamente especifico de MIF (Al-Abed et al., 2005; Al-
Abed et al., 2011). Essas pequenas moléculas inibidoras de MIF, se ligam dentro do sitio
catalitico alterando a atividade prdinflamatdria de MIF. Este inibidor tem efeitos benéficos em
diversas doencas como colite (Shah et al., 2008), neurite alérgica (Nicoletti et al., 2005) e na
endotoxemia (Al-Abed et al., 2005) levando a uma diminuicdo das atividades de MIF em varias

doencas (Al-Abed et al., 2011).

1.5. GESTACAO: INTERAGCAO ENTRE CELULAS MATERNAS E FETAIS

No periodo gestacional é apresentado ao organismo materno um feto que expressa
antigenos tanto maternos quanto paternos. Desse modo a tolerancia imunoldgica induzida
pelas células fetais (Salamone et al., 2012), bem como o perfil inflamatdrio necessario durante
a implantacdo, placentacdo e o parto, devem ser controlados por um delicado balancgo entre
os perfis imunoldgicos Th1/Th2 que garantirdo uma gestagdo de sucesso (Ortiz-Alegria et al.,
2010). Células trofoblasticas sdo essenciais por modularem, de forma direta ou indireta, o
perfil tolerogénico fundamental para o desenvolvimento gestacional (Salamone et al., 2012).

No sitio de implantacdo, o contato direto do blastocisto com os tecidos maternos induz
a diferenciacdo das células trofobldsticas, que apresentarao propriedades e funcdes distintas

relacionadas a placentacdo (Huppertz et al., 2006). Esse processo inicial assegurara a
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aderéncia da placenta no Utero permitindo o acesso de nutrientes e oxigénio ao embrido
(Velicky et al., 2016; Moser et al., 2018). Algumas subpopulacdes celulares também sao
estabelecidas nesse periodo, em que o sinciciotrofoblasto, massa multinucleada oriunda da
fusdo de células do citotrofoblasto, apresenta grande capacidade invasiva e garante a
implantacdao embrionaria (Huppertz et al., 2006), e o citotrofoblasto, que constitui a cobertura
epitelial dos vilos placentarios, situa-se sob a camada externa do sinciciotrofoblasto. Os vilos
placentarios podem ser classificados como vilos flutuantes e vilos de ancoragem (Aplin, 1991;
Pijnenborg, 1994). O citotrofoblasto com intensa capacidade proliferativa adere os vilos de
ancoragem aos tecidos maternos (decidua) por meio da formacdo de colunas de células na
base desses vilos. Assim, a medida que o citotrofoblasto viloso extrapola os limites dos vilos,
perde sua capacidade proliferativa e adquire uma grande capacidade invasiva, migra por entre
as células deciduais e origina o trofoblasto extraviloso (Kaufmann et al., 2003).

O trofoblasto extraviloso infiltra na decidua ao invadir o intersticio uterino (trofoblasto
intersticial), invade tanto artérias espiraladas quanto veias, bem como glandulas e vasos
linfaticos (Moser et al., 2018). Esta capacidade invasiva e migratéria desta populacdo celular
permitira a acomodacdo dos tecidos extraembrionarios e aumentardo o suprimento
sanguineo da placenta e, consequentemente, o desenvolvimento do feto (Straszewski-Chavez
et al., 2005; Huppertz et al., 2006). O trofoblasto extraviloso que coloniza artérias/veias
uterinas e glandulas compreendem os trofoblastos endovasculares e endoglandulares
respectivamente (Kaufmann et al., 2003; He et al., 2017; Moser et al., 2017; Moser; Huppertz,
2017; Moser et al., 2018). A invasdo pelo trofoblasto endovascular estd associada com o
remodelamento das artérias espiraladas promovendo a transformacgdo da parede dos vasos
arteriais em largos condutores sem o controle vasomotor, permitindo assim um intenso e
lento fluxo sanguineo nos espacos intervilosos (Kaufmann et al., 2003; Velicky et al., 2016;
Moser et al., 2018). Ainda assim, apesar de ndao haver necessidade de uma transformacao
massiva como nas artérias espiraladas, a invasdo das veias deciduais possibilita uma conexao
que facilita a migracdo de células imunes maternas para a interface uteroplacentaria
(Windsperger et al., 2017), garantindo o retorno do sangue materno (Moser et al., 2018) e o
efetivo desenvolvimento da placenta (Craven et al., 2000). A invasao das veias deciduais pode
ser um mecanismo de desenvolvimento da placenta, uma vez que vilos flutuantes sdo atraidos
e aderidos ao endotélio venoso formando novas colunas de células e, consequentemente,

novos vilos de ancoragem (Craven et al., 2000). Ja a invasdo das glandulas uterinas que se da
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no periodo da implantacdo, permite a nutricdo histotréfica do embrido. Dessa forma, a
invasao pelo trofoblasto dos tecidos maternos e de qualquer estrutura que tenha limen na
placenta é determinante para o sucesso ou para o surgimento de patologias gestacionais

(Moser et al., 2018).

1.6. A IMPORTANCIA DE UMA INTERAGAO CELULAR ADEQUADA PARA O SUCESSO
GESTACIONAL

Entre o Utero receptivo e o blastocisto maduro, existem inimeras e complexas
interacbes que permitem o sucesso da implantacdo embriondria e, consequentemente, a
placentagdo. Um conjunto de atividades operantes de maneira coordenada entre células
fetais e maternas possibilitam e controlam a perfusdo sanguinea adequada para o feto, uma
vez que uma perfusdo insuficiente resulta em complicacbes gestacionais (Burke; Karumanchi,
2013; Fisher, 2015). A interacdo entre as células trofoblasticas e as células endoteliais tem
fundamental importancia no remodelamento vascular (Burton; Jauniaux, 2017; He et al.,
2017; Moser et al., 2017; Moser et al., 2018) e estdo significativamente presentes no limen
de vasos venosos ou rodeando, em grande numero, as artérias espiraladas (Windsperger et
al., 2017). GestagOes que se caracterizam por um menor indice de vasos ndo arteriais
invadidos por células trofoblasticas apresentam maiores patologias gestacionais
(Windsperger et al., 2017).

Diante dessa importante relacdo intercelular, indices inadequados de invasdo
relacionados as células trofoblasticas extravilosas, provenientes ou n3o de processos
apoptoticos, podem estar associados com um remodelamento deficiente dos componentes
vasculares (Kaufmann et al., 2003; Burton; Jauniaux, 2017; Windsperger et al., 2017).

O processo apoptético, que atua eliminando células desnecessarias sem que haja
processo inflamatdrio local (Huppertz et al., 2006; Fest et al., 2007), bem como o processo
invasivo, sdao extremamente importantes para o desenvolvimento normal da placenta. Em
muitos casos, a invasao superficial da mucosa uterina por células trofobldsticas estd associada
a indices exacerbados de apoptose, levando a graves complicacdes gestacionais (Wu et al.,
2012). Sindromes como pré-eclampsia, restricdo do crescimento intrauterino, partos
prematuros e descolamento da placenta sdo exemplos de anormalidades placentarias
dependentes de uma invasdo superficial das artérias espiraladas pelo trofoblasto (Kaufmann

et al., 2003; Seki et al., 2007; Whitley et al., 2007). Além disso, o aborto recorrente espontaneo
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pode estar associado a uma menor taxa de invasdo pelo trofoblasto extraviloso em veias e
vasos linfaticos deciduais (Windsperger et al., 2017). Por outro lado, a placenta acreta é
resultado de uma invasdo excessiva do trofoblasto na mucosa uterina (Tantbirojn et al., 2008).
Assim, qualquer alterag¢dao no processo invasivo orquestrado pela relagao entre trofoblastos e
células deciduais, tendo relagdo com uma infecgcdo ou ndo, podem causar danos ou a morte
do embriao (Kaufmann et al., 2003; Ortiz-Alegria et al., 2010; Windsperger et al., 2017).

As atividades celulares operantes na interface materno fetal sdo controladas por um
conjunto de fatores, paracrinos e autdcrinos, como citocinas, fatores de crescimento e
componentes da matriz extracelular (Gupta et al., 2016). Qualquer desequilibrio na producao
desses fatores sollveis pelas células deciduais pode interferir na atividade e sobrevivéncia do
trofoblasto extraviloso, ou vice-versa, e assim gerar disfuncbes associadas a invasao do
trofoblasto (Straszewski-Chavez et al., 2005; Huppertz et al., 2006). A variacdo do perfil de
citocinas e fatores sollveis secretados na interface materno fetal podem ser alterados por
patologias ou infecgGes associadas a gestagdo (Ortiz-Alegria et al., 2010; Yeh et al., 2013;
Kaufmann et al., 2003; Piao et al., 2018). Células infectadas por T. gondii, diante da resposta
imune, bem como a modulacdo ocasionada pelo proprio parasito para favorecer sua
sobrevivéncia, podem modificar o perfil de producdo de citocinas (Brasil et al., 2017), e assim
desregular func¢des de trofoblastos endovasculares (Jovanovi¢; Viéovac, 2009; de Oliveira et
al., 2010; Ortiz-Alegria et al., 2010; Jovanovi¢ Krivokuca et al., 2015; Piao et al., 2018).
Citocinas como IFN-y e TGF- inibem a invasao do trofoblasto extraviloso por mecanismo que
envolvem mudancas na apoptose (Lash et al., 2006; Yi et al., 2018). Por outro lado, citocinas
proinflamatdrias exacerbadas durante a infec¢cdo por T. gondii (Ortiz-Alegria et al., 2010; Piao
et al., 2018), como IL-6, IL-8 e MIF estimulam a invasdo por trofoblastos extravilosos
(Jovanovic; Viéovac, 2009; de Oliveira et al., 2010; Jovanovi¢ Krivokuca et al., 2015), contudo
ndo existe uma opinidao consensual envolvendo a relagdo entre MIF e os eventos de apoptose
(Saksida et al., 2012; Stojanovic et al., 2012; Bevilacqua et al., 2014; Angeloni et al., 2015; letta
et al., 2018).

1.7. TRANSMISSAO VERTICALE A INFECCAO DOS TECIDOS FETAIS
A transmissao vertical de agentes infecciosos da mae infectada para o feto, pode levar
a consequéncias devastadoras para o desenvolvimento do mesmo (Jones et al., 2001; Fallahi

et al., 2018). Entretanto, para compreender o mecanismo da transmissdo vertical é
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primariamente essencial definir a principal barreira entre os compartimentos materno e fetal
durante a gestacdo: a placenta (Arora et al., 2017). A placenta humana & caracterizada pelos
vilos placentdrios flutuantes e de ancoragem formados por uma camada interna de
citotrofoblasto coberta por sinciciotrofoblasto, sendo esta ultima, banhada por sangue
materno e por isso, exposta a microrganismos que podem estar presentes nesse sangue
(Arora et al., 2017). A camada do sinciciotrofoblasto, afortunadamente, é altamente
resistente a infecgcdes por inUmeros patdgenos (Arora et al., 2017), incluindo T. gondii e pode
ser capaz de restringir a adesdo e replicacdo do parasito (Ander et al., 2018). Diferentemente
dos vilos flutuantes, os vilos de ancoragem, que estdo aderidos aos tecidos maternos pelos
trofoblastos extravilosos, estdo estrategicamente localizados e em contato com inumeras
populacdes celulares maternas, incluindo uma variedade de células imunes (Arora et al.,
2017).

O trofoblasto extraviloso representa um possivel caminho a transmissdo vertical de
patégenos (Arora et al, 2017). Essa subpopulacdo celular, diferentemente do
sinciciotrofoblasto, é mais susceptivel a infeccao por T. gondii, e apesar de ocuparem menos
de 5% da superficie placentaria no primeiro trimestre, podem apresentar os maiores indices
de vacuolos parasitéforos (Robbins et al., 2012). Neste sentido, representam pontos de
replicacdo e porta de entrada para a transmissdo de T. gondii e outros patégenos (Borges et
al., 2018, Arora et al.,, 2017). Dessa forma, parasitos intracelulares como T. gondii sao
transportados a partir da infeccdo primdria das células imunes até érgaos biologicamente
restritos, como a placenta (Piao et al., 2018), podendo atravessar a parede dos vasos através
da infeccdo de células endoteliais (Baba et al., 2017). Estando em contato com inimeros
outros tipos celulares, incluindo as células endoteliais, os trofoblastos extravilosos infectados,
podem permitir a transmissdo do parasito para tecidos fetais (Arora et al., 2017).

Para melhor compreender o papel do trofoblasto extraviloso, bem como sua interagao
com as demais subpopulagdes celulares, como as células endoteliais, relacionando a
imunologia da gestacdo aos processos de implantacdo e placentacdo essenciais para um
periodo gestacional de sucesso, diversos estudos in vitro sdo realizados utilizando linhagens
celulares pré-estabelecidas. As células trofobldsticas extravilosas humanas da linhagem HTR-
8/SVneo sdo utilizadas em diversos estudos atuais como modelo para o entendimento do
funcionamento placentdrio e invasdo do trofoblasto (Jovanovié¢ Krivokuca et al., 2015; Fang et

al., 2018; Huang et al., 2018; Song et al., 2018; Yi et al., 2018; Banerjee et al., 2019; Xue et al.,
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2019). Células endoteliais venosas humanas da linhagem HUVEC, isoladas a partir do cordao
umbilical, também sdo utilizadas como modelo em trabalhados atuais pelo fato de possibilitar
a compreensdo dos aspectos da interacdo entre células endoteliais e células trofoblasticas
(Gao et al., 2015; Tsui et al., 2015; Yang et al., 2016; Zhao et al., 2017; Monteiro et al., 2018;
Multhaup et al., 2018). Finalmente, a presenca de patdgenos intracelulares como T. gondii,
podem simular as consequéncias da interferéncia desse parasito na comunicacdo celular
operante na interface materno fetal de importancia fundamental para o sucesso da gestacao

(Cortez et al., 2005; Cafiedo-Solares et al., 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

No microambiente placentdrio, a interacdo entre células trofoblasticas extravilosas e
as células endoteliais é essencial para o sucesso gestacional, uma vez que é a partir dessa
relacdo que os processos de implantacdo, remodelamento vascular e placentacdo sdo
estabelecidos a fim de garantir condicdes adequadas para o desenvolvimento fetal (Moser et
al., 2018). Inumeras citocinas e outros fatores sollveis, operantes neste didlogo materno fetal,
regulam vdrias atividades celulares de células trofoblasticas extravilosas, incluindo processos
invasivo, migratdrio e apoptdtico (Gupta et al., 2016). Qualquer desequilibrio, estando
associado a uma infeccdo ou ndo, pode comprometer tais atividades celulares e levar a graves
complica¢des gestacionais ou até mesmo a morte do embrido (Kaufmann et al., 2003; Ortiz-
Alegria et al., 2010; Windsperger et al., 2017). Em resposta a infeccdo por T. gondii, a secrecao
de MIF é aumentada (Ferro et al., 2008; de Oliveira Gomes et al., 2011; Franco et al., 2011,
Castro et al., 2013; Barbosa et al., 2014), todavia, altas concentracGes podem estar
relacionadas a patologias associadas a gestacdo, uma vez que esta citocina também estd
envolvida no processo de implantacao (Cardaropoli et al., 2012; Jovanovi¢ Krivokuéa et al.,
2015).

Patdgenos intracelulares como T. gondii podem interferir no processo de comunicac¢ao
celular e possibilitar a infeccdo de tecidos fetais, ao alcangar érgaos biologicamente restritos
como a placenta (Piao et al., 2018). Células imunes quando atraidas para o sitio primario de
infeccao podem se infectar, permitir a disseminacado do parasito, e facilitar o acesso a vasos
uterinos a partir da infeccdo de células endoteliais, que em contato com trofoblastos
extravilosos possibilitam a transmissdo do parasito para o interior dos vilos (Arora etal., 2017).
Provavelmente, a migracdo de T. gondii pela barreira endotelial de vasos placentarios,
proporcionado pelas células imunes infectadas, pode ser a principal rota de transmissao do
parasito para varios tecidos (Barragan et al., 2005), incluindo os fetais.

Dessa forma sdo necessdrios estudos para melhor compreender a influéncia do
parasito no didlogo operante na interface materno fetal. Neste sentido, nosso estudo se
propds a avaliar a participacdo de células endoteliais HUVEC infectadas por T. gondii nas
atividades celulares como a invasdao, migracdo e apoptose de células trofoblasticas

extravilosas HTR-8/SVneo.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Investigar a influéncia da interacdo entre células trofobldsticas extravilosas humanas
da linhagem HTR-8/SVneo e células endoteliais venosas humanas (HUVEC), infectadas ou ndo

por T. gondii.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a influéncia da interagdo entre células HTR-8/SVneo e células HUVEC, infectadas ou
ndo por T. gondii, na secrecdo de citocinas por ambas linhagens celulares.

- Avaliar a influéncia da interagdo entre células HTR-8/SVneo e células HUVEC, infectadas ou
ndo por T. gondii, na capacidade invasiva das células trofoblasticas.

- Avaliar a influéncia da interacdo entre células HTR-8/SVneo e células HUVEC, infectadas ou
ndo por T. gondii, e o papel funcional de MIF na capacidade invasiva das células trofobl3sticas.
- Avaliar a influéncia da interagdo entre células HTR-8/SVneo e células HUVEC, infectadas ou
ndo por T. gondii, na capacidade migratéria das células trofoblasticas.

- Avaliar a influéncia da interacdo entre células HTR-8/SVneo e células HUVEC, infectadas ou
nao por T. gondii, no indice de morte celular das células trofoblasticas.

- Avaliar a influéncia da interacdo entre células HTR-8/SVneo e células HUVEC, infectadas ou
nao por T. gondii, e o papel funcional de MIF no indice de morte celular das células

trofoblasticas.



28

4. MATERIAL E METODOS

4.1. CULTURA DE CELULAS

A linhagem celular do trofoblasto extraviloso humano, HTR-8/SVneo, (gentilmente
cedida pela Dra. Estela Bevilacqua, Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, Brasil) foi
imortalizada pela transfeccao de células trofobl3sticas de primeiro trimestre de gestacdo com
um plasmidio contendo o antigeno T do virus simio 40 (SV40) (Graham et al., 1993). A
linhagem celular do endotélio da veia do corddao umbilical humano, HUVEC, (gentilmente
cedidas pela Dra. Veridiana de Melo Rodrigues Avila, Universidade Federal de Uberlandia,
Minas Gerais, Brasil) foi isolada e modificada conforme Jaffe e colaboradores (1973). A
comissao de ética com seres humanos da UFU declara que linhagens celulares humanas
obtidas comercialmente ndo necessitam de autorizacdo por este comité para seu uso em
procedimentos experimentais (Comunicado Numero 13/2012) (Anexo).

As células foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? (Sarstedt Ag & Co. KG,
Niimbrecht, Alemanha), contendo meio RPMI 1640 (Cultilab, Sdo Paulo, Brasil) suplementado
com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab, S3o Paulo, Brasil) e 1% de antibioticos (10.000
U/mL de penicilina e 10mg/mL de estreptomicina) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA),
denominado meio completo, em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO..

Para o repique das células, um novo meio de cultura foi adicionado ao frasco e, com
auxilio de 0,25% tripsina - 0,02% EDTA (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), as células foram
retiradas, transferidas para tubos de 15 mL (Sarstedt Ag & Co. KG, Nimbrecht, Alemanha) e
centrifugadas a 400 x g em temperatura ambiente por 5 min. Apds o descarte do
sobrenadante, o pellet contendo as células foi ressuspenso em 1 mL de meio completo e
distribuido em dois novos frascos de cultura. O excedente foi congelado em meio de

congelamento (soro bovino fetal com 5% de DMSO).

4.2. CULTURA DE PARASITOS

Os taquizoitos do clone 2F1 de T. gondii, originados da cepa RH, expressam o gene da
enzima B-galactosidase (gentilmente cedidos pelo Dr. Vern B. Carruthers, Escola de Medicina
da Universidade de Michigan, Ann Arbor, EUA). Os parasitos foram mantidos em células
HUVEC em meio RPMI suplementado com 2% de SBF. A medida que a maioria das células

HUVEC encontrava-se lisada pelo parasito, o meio do frasco de cultivo contendo parasitos
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livres em suspensdo foi transferido para tubos de 15 mL e centrifugado a 400 x g em
temperatura ambiente por 5 min. O pellet contendo os parasitos foi ressuspenso em 1 mL de

meio de cultivo e distribuido em dois novos frascos contendo células nao infectadas.

4.3. CO-CULTURA ENTRE CELULAS HTR-8/SVneo E CELULAS HUVEC

As células HTR-8/SVneo foram cultivadas em placas de 6 pocos (7x10° células/2
mL/pogo) (Kasvi, Parana, Brasil), enquanto as células HUVEC foram mantidas em frascos de
cultura de 25 cm? (3x10° células/5 mL) e infectadas ou ndo com taquizoitos de T. gondii na
proporcdo de 1 parasito por célula (1:1). Ambas linhagens celulares foram mantidas em meio
completo por 24 h a 37°C e 5% CO; (Figura 1A). Apds a confluéncia das células HTR-8/SVneo,
o meio completo foi substituido (2,5 mL/po¢o) e insertos de transwell para placas de 6 pogos
(membrana de policarbonato com 24 mm de diametro e poros de 0,4 um) (Corning Cornstar
Corp., Massachusetts, EUA) foram inseridos ou ndo (controle) dentro dos pocos. As células
HUVEC infectadas ou ndo foram plaqueadas (1,5x10° células/1,5 mL/pogo) na cdmara superior
dos insertos de transwell e mantidas em meio completo por adicionais 24 h a 37°C e 5% CO>
(Figura 1B). Em seguida, os sobrenadantes obtidos durante o ensaio de co-cultura, nomeados
como “co-cultura”, foram coletados e estocados a -80°C. Para a coleta do sobrenadante apds
a co-cultura, as células HTR-8/SVneo foram mantidas nas placas de 6 pogos e os insertos de
transwell com células HUVEC, infectadas ou ndo, foram removidos e colocados em uma nova
placa sem a influéncia das células HTR-8/SVneo. O meio completo de ambas linhagens
celulares foi substituido (1,5 mL na cdmara superior do transwell com células HUVEC e 2,5 mL
no pogo com células HTR-8/SVneo) e as mesmas foram mantidas por 24 h a 37°C e 5% CO;
(Figura 1C). Apds esse periodo, os sobrenadantes obtidos apds o ensaio de co-cultura,
nomeados “apds co-cultura”, foram coletados e estocados a -80°C para o ensaio de deteccao
de citocinas (Figura 1D).

Paralelamente, as células HTR-8/SVneo apds o periodo de 24 h em co-cultura foram
utilizadas nos ensaios de invasdo, migracdo ou morte celular. Para o ensaio de invasdo, os
insertos de transwell com células HUVEC foram descartados e as células HTR-8/SVneo foram
removidas das placas de 6 pogos e plaqueadas (3x10* células/100 uL de meio a 1% FBS) na
camara superior dos insertos de transwell para placas de 24 pocos (membrana de
policarbonato com 6,5 mm de didmetro e poros de 8,0 um) (Corning Cornstar Corp.,

Massachusetts, EUA). Essas mesmas células ainda foram tratadas ou ndo com o antagonista
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de MIF, ISO-1 (100 pg/mL) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) (Al-Abed et al., 2005) por 24
h a 37°C e 5% CO; (Figura 1C). Para o ensaio de migracao, os insertos de transwell com células
HUVEC foram descartados, as células HTR-8/SVneo foram mantidas nas placas de 6 pogos e a
monocamada de células foi interrompida com um trago em linha reta para analise da migracao
das células trofoblasticas por 24 h a 37°C e 5% CO; (Figura 1C). Para deteccdo do indice de
morte celular, os insertos de transwell com células HUVEC foram descartados, as células HTR-
8/SVneo foram mantidas nas placas de 6 pocgos e tratadas ou ndo com o antagonista de MIF,
ISO-1 (100 ug/mL) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) (Al-Abed et al., 2005) por 24 h a 37°C

e 5% CO; (Figura 1C). Apds o periodo indicado, todos os ensaios foram analisados (Figura 1D).

4.4. ENSAIO IMUNOENZIMATICO DE CAPTURA (ELISA)

A dosagem da secrecdo de citocinas humanas (TGF-B1, IL-4, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-6,
IL-12p40, IL-8 e MIF) (BD Biosciences, San Diego, EUA; R&D Systems, Minneapolis, EUA) no
sobrenadante das células HTR-8/SVneo e HUVEC infectadas ou ndo por T. gondii e/ou
estimuladas pela co-cultura como descrito no item 4.3 foi realizada pela técnica ELISA tipo
sandwich, segundo os protocolos recomendados pelos fabricantes.

Resumidamente, as placas de alta afinidade para ELISA com 96 pocos (Corning Cornstar
Corp., Massachusetts, EUA) foram sensibilizadas com anticorpo de captura especificos por 12
h. Seguido esse periodo, as placas foram lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS)-Tween (PBS-T 0,05%) e os sitios inespecificos foram bloqueados com a solucdo de
bloqueio (PBS mais 1% Soro Albumina Bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) para MIF
ou PBS mais 10% de SBF para as demais citocinas) em temperatura ambiente por 1 h.

Para o ensaio de deteccao de TGF-f1, as amostras foram primeiramente ativadas e
neutralizadas com solucdes de acido e base, uma vez que TGF-B1 é secretado pelas células
como um complexo inativo. Assim, foram adicionadas aos 50 ul das amostras 2 pL de HCI 1N
por 1 h e, posteriormente, foram adicionados 2 uL de NaOH 1N para neutralizar a acdo do
acido.

Apds lavagem das placas com PBS-T, 50 pL das amostras ativadas ou ndao foram
adicionadas, e paralelamente, curvas padrdes foram adicionadas em duplicata com diluicdes
seriadas e incubadas a temperatura ambiente por mais 2 h. As curvas das citocinas foram
realizadas de 8000 pg/mL a 125 pg/mL para TGF-B1; 500 pg/mL a 7,8 pg/mL para IL-4, IL-10 e
TNF-a; 300 pg/mL a 4,7 pg/mL para IFN-y e IL-6; 2000 pg/mL a 31,3 pg/mL para IL-12p40; 200
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pg/mL a 3,1 pg/mL para IL-8; e 4000 pg/mL a 62,5 pg/mL para MIF. Em seguida, as placas
foram lavadas e a placa para deteccdo de MIF foi incubada com anticorpo de deteccdo
biotinilado em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 2 h e incubada com
estreptavidina-peroxidase em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 20 min. As outras
placas para deteccdo das demais citocinas foram incubadas com anticorpo de deteccdo
biotinilado conjugado com estreptavidina-peroxidase em temperatura ambiente e ao abrigo
da luz por 1 h. A seguir as placas foram novamente lavadas, foi adicionado 3,3’,5,5’-
tetrametilbenzidina (TMB) (BD Biosciences, San Diego, EUA) e a densidade éptica (DO) foi
determinada em leitor de placas a 450 nm (Titertek Multiskan Plus, Vancouver, EUA). Os
valores da DO obtidos foram convertidos em pg/mL de acordo com a curva padrdo, utilizando

o software Microplate Manager PC versao 4.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., EUA).

4.5. ENSAIO DE INVASAO

As células HTR-8/SVneo 24 h apds o periodo em co-cultura, conforme descrito no item
4.3, foram removidas das placas de 6 pogos, plaqueadas (3x10* células/100 pL de meio a 1%
FBS) na camara superior dos insertos de transwell para placas de 24 pog¢os (membrana de
policarbonato com 6,5 mm de didmetro e poros de 8,0 um) (Corning Cornstar Corp.,
Massachusetts, EUA) previamente cobertos com 10 pL de Matrigel com Fator de Crescimento
Reduzido (BD Biosciences, San Diego, EUA) e foram tratadas ou ndo com 1SO-1 (100 pg/mL).
Esses insertos de transwell foram colocados em placas de 24 pogos contendo meio completo
(500 pL/pogo) por 24 h a 37°C e 5% CO; (Figura 1C). Apds esse periodo, a superficie superior
da membrana de policarbonato foi limpa com um cotonete Umido, para remog¢ao do excesso
de Matrigel e as células que ndo invadiram. As células da parte inferior da membrana que
invadiram foram fixadas com formol 10% em PBS a 4°C por 10 min. Apds lavagens com PBS,
as células foram coradas com cristal de violeta 1% (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) em
temperatura ambiente por 5 min, foram novamente lavadas, incubadas com éacido acético
33% (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) em temperatura ambiente por 10 min sob agitacdo e a DO
foi determinada em leitor de placas a 570 nm (Titertek Multiskan Plus, Vancouver, EUA)

(Figura 1D).
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4.6. ENSAIO DE MIGRAGAO

As células HTR-8/SVneo foram submetidas ao ensaio de scratch, baseado na
interrupcdo da monocamada celular, estabelecido conforme Liang e colaboradores (2007),
para determinagdo da porcentagem de ocupacdo das células. Células HTR-8/SVneo
confluentes apds 24 h ao periodo em co-cultura, conforme descrito no item 4.3, tiveram a
monocamada de células interrompida com um traco em linha reta, na posicdo vertical,
realizado com a utilizacdo de uma ponteira de 200 pL, em meio contendo 1% SBF. Em seguida,
foi obtida a captura da imagem (0 h) a partir do tracado realizado, orientada pela marcacao
de dois pontos de referéncia em cada condicdo experimental na parte externa da placa criado
no momento da captura (Figura 1C). Apds 24 h, a 37°C e 5% de CO, uma nova imagem foi
capturada (24 h) (Figura 1D), tendo como ponto de referéncia as marcagdes estabelecidas
durante a captura das primeiras imagens no tempo 0 h. As imagens dos pontos pré-
estabelecidos capturadas pelo microscopio Evos (MillCreek, Washington, EUA), foram
analisadas através da largura da drea da monocamada interrompida mensurada utilizando um
programa de processamento de imagens (Image J, National Institutes of Health, EUA). Os
resultados obtidos a partir do célculo da taxa de migracdo foram expressos como
porcentagem de ocupacdo em relacdo a média da taxa de migracdo do controle (células ndo

estimuladas).

TAXA DE MIGRACAO = AREA ORIGINAL (0 h) — AREA FINAL (24 h)

AREA ORIGINAL (0 h)

PORCENTAGEM DE OCUPACAO = TAXA DE MIGRACAO x 100%

MEDIA DA TAXA DE MIGRACAO DO CONTROLE

4.7. ENSAIO DE DETECGAO DE APOPOTOSE

O indice de apoptose foi mensurado utilizando o kit de Deteccdao de Apoptose FITC
Anexina V de acordo com as instru¢cdes do fabricante (BD Biosciences, San Diego, EUA).
Brevemente, as células HTR-8/SVneo 24 h apds o periodo em co-cultura, conforme descrito
no item 4.3, foram tratadas ou ndo com ISO-1 (100 pg/mL) por adicionais 24 h, a 37°C e 5% de
CO: (Figura 1C). Em seguida, as células foram removidas das placas, lavadas com PBS gelado,

transferidas para tubos de 15 mL e centrifugadas a 400 x g por 5 min. As células foram
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homogeneizadas com o tampado de ligacdo (BD Biosciences, San Diego, EUA), a concentracdo
celular foi ajustada para 1x10° células/100 pL e foram transferidas para tubos de poliestireno
de 15x75 mm (BD Biosciences, San Diego, EUA). Foram adicionados 5 pL de FITC/Anexina V
e/ou 5 pL da solugdo de marcacdo lodeto de Propidio, entdo as células foram homogeneizadas
e incubadas em temperatura ambiente ao abrigo da luz por 15 min. Apds a dupla marcacao,
foi adicionado o tampdo de ligacdo e a fluorescéncia de 20.000 células de cada condicdo
experimental foi analisada pelo citometro FACSCalibur BD™ (BD Company, San Diego, EUA)
dentro de 1h (Figura 1D).

4.8. ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram obtidos por trés experimentos independentes realizados
em triplicata e as diferencas entre os grupos foram avaliados pelos testes One-way ANOVA e
pos-teste de comparacdo multipla de Bonferroni ou de Dunn. A analise estatistica foi
determinada usando o programa GraphPad Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc., San

Diego, EUA) e as diferencas estatisticas foram consideradas significantes quando P < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. INTERACAO ENTRE CELULAS HTR-8/SVneo E HUVEC MODULA A SECRECAO DE
CITOCINAS

Os sobrenadantes das células HUVEC foram investigados para avaliar se a interagao
com as células HTR-8/SVneo durante a co-cultura ou somente a infec¢do por T. gondii
modificaria o perfil de citocinas secretadas pelas células endoteliais. Assim, as células HUVEC
infectadas, independentemente do estimulo pela co-cultura, e as células HUVEC nao
infectadas e estimuladas com células HTR-8/SVneo apresentaram uma maior secre¢do de MIF
em comparagao com as células HUVEC nao infectadas e ndo estimuladas pela co-cultura
(controle) (Figura 2A). Interessantemente, a infec¢cdo das células HUVEC e o estimulo com as
células HTR-8/SVneo durante a co-cultura foram capazes de aumentar sinergicamente a
secrecdao de MIF pelas células endoteliais quando comparadas com as células HUVEC
infectadas e ndo estimuladas (Figura 2A).

Os sobrenadantes das células HTR-8/SVneo foram investigados para avaliar se a
interacdo com as células HUVEC, infectadas ou ndo por T. gondii, durante ou apds a co-cultura
modificaria o perfil de citocinas secretadas pelas células trofoblasticas. Dessa forma, as células
HTR-8/SVneo durante a co-cultura com células HUVEC, independentemente da infecgao,
apresentaram uma menor secrecdo de MIF (Figura 2B), mas uma maior secrecao de IL-6
(Figura 2C) e IL-8 (Figura 2D) quando comparadas ao respectivo controle (células HTR-8/SVneo
ndo estimuladas).

Apds a co-cultura (24 h apds a interagdo com as células HUVEC), as células HTR-
8/SVneo que estiveram em co-cultura com células HUVEC n3o infectadas mantiveram a menor
secrecdo de MIF em comparacdo ao seu respectivo controle (Figura 2B). No entanto, uma
maior secrecao de MIF no sobrenadante das células trofoblasticas foi observada quando essas
células HTR-8/SVneo estiveram em co-cultura com células HUVEC infectadas em comparacao
as células HTR-8/SVneo que estiveram em co-cultura com células HUVEC n3o infectadas e em
comparagdo as células HTR-8/SVneo estimuladas durante a co-cultura com células HUVEC
infectadas (Figura 2B). Adicionalmente, as células HTR-8/SVneo mantiveram maiores indices
de secrecdo de IL-6 em comparacdo ao respectivo controle das condi¢cdes apds a co-cultura,
porém esses indices foram menores quando comparadas as respectivas condi¢cdes durante a

co-cultura, indepentemente da infec¢do das células endoteliais HUVEC (Figura 2C). Em relacao
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a secrecdo de IL-8 pelas células trofoblasticas que estiveram em co-cultura com as células
endoteliais, ndo foram observadas diferencas significativas quando comparados ao respectivo
controle, porém, a secre¢do de IL-8 pelas células HTR-8/SVneo que estiveram co-cultivadas
com as células HUVEC infectadas ou ndo se mostrou diminuida quando comparadas as
respectivas condi¢gdes durante a co-cultura (Figura 2D). Ainda assim, também ndo foram
observadas diferencas significativas para a secrecao das citocinas TGF-B1, IL-4, IL-10, TNF-q,

IFN-y, IL-12p40 e IL-6, IL-8 (secretados pelas células HUVEC).

5.2. CELULAS HUVEC INFECTADAS E O TRATAMENTO COM ISO-1 ALTERAM A CAPACIDADE
INVASIVA DAS CELULAS HTR-8/SVneo

Para determinar a influéncia das células endoteliais na invasdao de células
trofoblasticas, as células HTR-8/SVneo foram co-cultivadas com células HUVEC infectadas ou
ndo por T. gondii. Apds a co-cultura com as células HUVEC nao infectadas, as células HTR-
8/SVneo estimuladas tiveram a capacidade de invasdo diminuida em comparagdo ao controle
(células HTR-8/SVneo ndo estimuladas). No entanto, o estimulo com células HUVEC infectadas
aumentou a capacidade invasiva de células trofoblasticas em relagdo as células HTR-8/SVneo
que foram co-cultivadas com células HUVEC nao infectadas (Figura 3).

Observamos também que o tratamento com ISO-1 das células HTR-8/SVneo, apds a
co-cultura com células HUVEC infectadas reduziu a capacidade invasiva das células
trofoblasticas quando comparadas as células HTR-8/SVneo estimuladas com células HUVEC
ndo infectadas e tratadas com I1SO-1. Além disso, na condi¢do em que as células HTR-8/SVneo
foram co-cultivadas com as células HUVEC ndo infectadas e tratadas com ISO-1 notou-se um
aumento da capacidade invasiva de células trofobldsticas em relacdo ao respectivo controle
(células HTR-8/SVneo ndo estimuladas e tratadas com 1SO-1). O tratamento com ISO-1 foi
capaz de alterar os eventos relacionados a atividade invasiva das células HTR-8/SVneo quando

comparados a cada condicdo respectiva sem tratamento com ISO-1 (Figura 3).

5.3. CELULAS HUVEC INFECTADAS DIMINUIRAM A CAPACIDADE MIGRATORIA DAS CELULAS
HTR-8/SVneo

Para determinar a influéncia das células endoteliais na migracdo de células
trofoblasticas, as células HTR-8/SVneo foram co-cultivadas com as células HUVEC infectadas

ou ndo por T. gondii. A capacidade migratéria das células HTR-8/SVneo aumentou apds o



36

estimulo com as células HUVEC nao infectadas em compara¢do ao controle (células ndo
estimuladas). Entretanto, diminuiu apds o estimulo das células trofobldsticas com as células
HUVEC infectas em relacdo ao controle e as células HTR-8/SVneo que foram co-cultivadas com
as células HUVEC nao infectadas (Figura 4A). As fotomicrografias representativas dos pontos
selecionados de cada condicdo experimental foram comparadas entres os tempos O h e 24 h
apos a interrupcdo da monocamada. (Controle (0 h: Figura 4B e 24 h: Figura 4C), Co-cultura
entre as células HTR-8/SVneo e as células HUVEC (0 h: Figura 4D e 24 h: Figura 4E), Co-cultura
entre as células HTR-8/SVneo e as células HUVEC infectadas (0 h: Figura 4F e 24 h: Figura 4G)).

5.4. CELULAS HUVEC INFECTADAS E O TRATAMENTO COM ISO-1 ALTERAM A O iNDICE DE
MORTE CELULAR DAS CELULAS HTR-8/SVneo

Para determinar se haveria influéncia das células endoteliais na morte de células
trofobldsticas, as células HTR-8/SVneo foram estimuladas com as células HUVEC infectadas ou
nao por T. gondii. Ndo foram observadas diferengas significativas no indice de morte celular
pelas células HTR-8/SVneo ndo estimuladas (controle) em comparagdo com as células HTR-
8/SVneo que estiveram em interagdo com as células HUVEC infectadas ou n3o. Por outro lado,
as células HTR-8/SVneo apds a co-cultura com as células HUVEC infectadas aumentaram a
porcentagem de morte celular em relagdo as células HTR-8/SVneo que foram co-cultivadas
com as células HUVEC ndo infectadas (Figura 5A).

Entretanto, quando as células HTR-8/SVneo que estiveram em co-cultura com células
HUVEC infectadas foram tratadas com ISO-1 apresentaram uma menor porcentagem de
morte celular quando comparadas as células HTR-8/SVneo estimuladas com células HUVEC
nao infectadas e tratadas com ISO-1. Além disso, o tratamento com ISO-1 aumentou a
porcentagem de morte celular das células HTR-8/SVneo quando comparados a cada condigdo
respectiva sem tratamento com ISO-1 (Figura 5A). Graficos em dot plots representativos da
exposicdo de fosfatidilserina das condi¢des: Controle (Figura 5B), Controle [ISO-1] (Figura 5C),
Co-cultura entre as células HTR-8/SVneo e as células HUVEC (Figura 5D), Co-cultura entre as
células HTR-8/SVneo e as células HUVEC [ISO-1] (Figura 5E), Co-cultura entre as células HTR-
8/SVneo e as células HUVEC infectadas (Figura 5F) e Co-cultura entre as células HTR-8/SVneo
e as células HUVEC infectadas [ISO-1] (Figura 5G).
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6. DISCUSSAO

A placentacdo é um pré-requisito para a sobrevivéncia do embrido de mamiferos, uma
vez que garante o suporte enddcrino, nutricional, imunoldgico e também o aporte de oxigénio
adequado para o desenvolvimento do feto (Velicky et al., 2016). A interacdo entre as células
trofoblasticas com as células endoteliais uterinas apresenta um importante papel na
placenta¢do, uma vez que promove a vasculogénese (Gude et al., 2004). Por um longo
periodo, foi proposto que células trofoblasticas invadiam apenas artérias espiraladas
enquanto todas as outras estruturas presentes na parede do Utero eram ignoradas (Moser et
al., 2018) e por esse motivo, o contato e a invasao das veias deciduais por células trofoblasticas
eram desconsiderados (Red-Horse et al., 2005). Apenas recentemente, a invasdo de veias
uterinas por células trofoblasticas tem sido discutida (He et al., 2017, Moser et al., 2017
Moser; Huppertz, 2017). Uma adequada vascularizagdo materno-placentaria ocorre quando
ha conexdo entre veias e artérias deciduais com o espaco interviloso. Este processo é
essencial, uma vez que permite que o sangue materno, derivado das artérias espiraladas,
circule entre os vilos placentarios e retorne para o corpo da mae via veias deciduais (Velicky
et al., 2016). A perfusdo insuficiente da placenta resulta em complicacdes gestacionais, como
sindrome do crescimento intrauterino e pré-eclampsia (Fisher, 2015). O aborto espontaneo
recorrente associa-se com um menor indice de invasdo de células trofoblasticas extravilosas
em veias e vasos linfaticos (Windsperger et al., 2017). Entretanto, existem poucos estudos que
se ocupem em desvendar as interagdes entre células trofoblasticas extravilosas e células
endoteliais venosas. A correta perfusdo vascular que se estabelece em uma placenta
funcionalmente saudavel é também dependente das interacdes de células trofoblasticas
extavilosas e o endotélio venoso. Neste sentido, nosso estudo assume um carater inovador
especialmente no curso da infec¢do por T. gondii neste microambiente.

Em uma gestacdo de sucesso existe uma producdo balanceada de fatores pré e anti-
angiogénicos atuando de maneira autdcrina e paracrina, mas a desregulacdo dessa resposta
imune, que pode ser desencadeada por patdgenos, geralmente esta associada ao insucesso
gestacional (Mor et al., 2017). Neste trabalho, a infec¢do das células HUVEC por T. gondii,
assim como a interacdo com as células HTR-8/SVneo, sinergicamente induziram maiores
producbes de MIF por células HUVEC. MIF é uma importante citocina envolvida na

reproducao, e apresenta um papel critico durante a infec¢do, uma vez que os niveis de MIF no
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espaco interviloso é maior do que no sangue materno e no corddo umbilical e estes niveis sao
ainda maiores no curso de infeccdes como a malaria (Singh et al., 2012). Estudos prévios do
nosso grupo também demonstraram a importancia de MIF no controle da infeccdo por T.
gondii na interface materno-fetal (Ferro et al., 2008; de Oliveira Gomes et al., 2011; Franco et
al., 2011; Gomes et al., 2018). O nosso grupo também demonstrou que a producdo de MIF
diminui a proliferacdo de T. gondii em células trofoblasticas (Barbosa et al., 2014). Além deste
importante papel, é sabido que MIF é necessdrio na regulacdo da expressao de importantes
moléculas na reposta imunoldgica e que controla, com sucesso, infeccdes como a
leishmaniose, a tripanossomiase, a neosporose, a coccidiose, a meningoencefalite, além da
toxoplasmose (Rosado; Rodriguez-Sosa, 2011).

Nossos resultados mostraram que a secre¢ao da citocina MIF pelas células HUVEC foi
aumentada na presenga das células HTR-8/SVneo. Estes resultados demonstram que a
interacdo entre células endoteliais e células trofoblasticas orquestram o necessario perfil
imunoldgico e angiogénico na interface materno fetal. Demonstramos que as células HTR-
8/SVneo secretaram baixos niveis de MIF na presenca de células HUVEC infectadas,
provavelmente como forma de controlar as concentra¢des exageradas de MIF por células
HUVEC infectadas. MIF é uma citocina chave envolvida na resposta inflamatéria associada a
pré-eclampsia (Cardaropoli et al., 2012) e foi detectada em niveis exacerbados no soro
materno e em tecidos placentarios de pacientes com pré-eclampsia (Todros et al., 2005;
Cardaropoli et al., 2012). Por outro lado, a presenca de T. gondii nas condi¢cGes infectadas
utilizadas durante a co-cultura, também pode ter sido responsavel pelos menores indices da
producdo de MIF pelas células HTR-8/SVneo, uma vez que os niveis de MIF sdo importantes
para sua propria sobrevivéncia, mas o excesso induziria uma resposta controle contra
infecgdes. Nas condigdes de auséncia do sobrenadante de células HUVEC infectadas e 24 horas
apdés a co-cultura, células HTR-8/SVneo aumentaram a secrecdo da citocina MIF.
Provavelmente, a auséncia dos niveis exacerbados secretados pelas células infectadas durante
a co-cultura pode ter induzido a secrecdo de MIF pelas células HTR8/SVneo no sentido de
compensar a falta dessa citocina e contribuir para uma manutencdao adequada do
microambiente préinflamatdrio necessario contra a infecgdo por T. gondii.

A implantacdo do embrido humano e o inicio da placentacdo é orquestrado por uma
ampla variedade de fatores soluveis préinflamatdrios secretados por inimeras subpopulacdes

de células da interface materno-fetal (Salamonsen et al., 2007; Yeh et al., 2013) e o disturbio
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da producdo desses fatores pode causar complicagdes gestacionais ou aborto (Salamonsen et
al., 2007; Ahn et al., 2011; Mor et al., 2017). IL-6, IL-8 e MIF sdo citocinas préinflamatérias
importantes na imunofisiologia da reproducdo, uma vez que sdo secretados por células
trofoblasticas (Jauniaux et al., 1996; Hanna et al., 2006; Franco et al., 2011; Barbosa et al.,
2014), pela decidua, por tecidos placentdrios (Saito et al., 1994; Jauniaux et al., 1996) e
explantes vilosos (Ferro et al., 2008; de Oliveira Gomes et al., 2011). Essas citocinas sdo
também fundamentais no remodelamento vascular e induzem atividades reguladoras no
processo de implantacdo embriondria (de Oliveira et al., 2010; Prins et al., 2012; Yeh et al.,
2013; Bevilacqua et al., 2014; Jovanovi¢ Krivokuéa et al., 2015). Nesse sentido, camundongos
deficientes na producdo de IL-6 apresentaram uma fertilidade reduzida e menores
guantidades de sitios de implantacdo vidveis (Robertson et al., 2000). Adicionalmente,
mulheres com pré-eclampsia apresentaram maiores niveis de IL-8 no soro materno levando a
uma invasao deficiente (Ahn et al., 2011). Em acordo com nossos resultados, nas condicdes
em que as células HUVEC estiveram presentes, independentemente da infecgdo, niveis mais
elevados de IL-6 e IL-8 produzidos pelas células HTR-8/SVneo, quando comparados ao
controle, foram observados.

A invasdo, a migracdo e a apoptose sdo algumas das funcBes bioldgicas de células
trofoblasticas. Estes processos sdo controlados por iniUmeras atividades cooperativas entre as
células trofoblasticas, endoteliais e deciduais necessarias para estabelecer a ancoragem da
placenta a decidua e o remodelamento da vasculatura uterina (Velicky et al., 2016; Choudhury
et al., 2017). Em nosso trabalho, células HTR-8/SVneo demonstraram uma invasdo reduzida
ap6s a co-cultura com células HUVEC em comparacdo as condigdes controle. E interessante
notar que, apesar da invasao pelos trofoblastos ser essencial para uma placentacdo adequada,
a atividade invasiva dessas células deve ser rigorosamente controlada e fatores pardcrinos,
provenientes de células vizinhas, podem estar envolvidos nesse controle. Nesse sentido, ao
mesmo tempo em que células trofoblasticas extravilosas atingem o seu potencial invasivo, por
meio da producdo de metaloproteinases de matriz (MMP), inibidores teciduais dessas
metaloproteinases (TIMP) sdo secretados para antagonizar e limitar a invasdo (Sharma et al.,
2016).

Uma ma adaptacdo da resposta imune na interface materno-fetal também apresenta
um importante relacdo na placentacdo inadequada e inumeras citocinas e quimiocinas sdo

cruciais na modulacdo local da resposta imune (Yeh et al., 2013). Estes dados nos fazem
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acreditar que diferentes concentracdes de MIF podem alterar a capacidade invasiva das
células trofoblasticas observado em nossos resultados. Células HTR-8/SVneo, apds a co-
cultura com células HUVEC, apresentaram menores niveis de MIF e reduzido potencial
invasivo, por outro lado, a co-cultura com as células HUVEC infectadas induziram maiores
niveis da secrecdo de MIF e um maior potencial invasivo pelas células trofoblasticas. Dados
contrdrios foram observados nessas mesmas condi¢ées quando a citocina MIF foi neutralizada
pelo seu antagonista 1SO-1, e a neutralizacdo de MIF nas condicdoes de maior
representatividade diminuiu o potencial invasivo das células trofoblasticas. Notavelmente, a
presenca de MIF na gestacdo e a infeccdo por T. gondii podem estar envolvidas com a
capacidade invasiva das células trofoblasticas, uma vez que MIF significativamente estimula a
invasdo de citotrofoblastos e células HTR-8/SVneo, enquanto a neutralizacio de MIF
enddgeno apresenta um efeito inibitorio (Jovanovi¢ Krivokuc¢a et al., 2015). Uma menor
atividade invasiva de células trofoblasticas, e falhas no remodelamento vascular, assim como
uma excessiva invasdo pelas células trofobldsticas estdo envolvidos em complicagdes
gestacionais (Sharma et al., 2016). A interacdo entre as células trofobldsticas e as células
HUVEC infectadas, durante a co-cultura, manteve a secrecdo de MIF reduzida pelas células
vizinhas, HTR-8/SVneo, e esse resultado pode ter sido induzido pelo parasito no sentido de
escapar da resposta imune em condig¢des in vitro; provavelmente fato semelhante poderia
estar envolvido no curso da implantacdo embrionaria.

A invasao pelo trofoblasto é um processo de vdrias etapas que envolvem a adesdo aos
componentes da matriz extracelular, degradacao e migracdo pelo tecido conjuntivo erodido
(Halasz et al., 2013). Além disso, estudos atuais detectaram trofoblastos extravilosos no
interior de veias uterinas (He et al., 2017; Moser et al., 2017; Moser; Huppertz, 2017; Moser
et al.,, 2018) e foi observado que vasos venosos apresentavam significativamente mais
trofoblastos extravilosos intraluminal (dentro do limen de vasos deciduais) do que em vasos
arteriais, os quais geralmente estiveram associados com um alto numero de trofoblastos
extravilosos intramural (préximos a camada intacta de células endoteliais) (Windsperger et
al., 2017). Nossos dados demonstram que células trofoblasticas extravilosas HTR-8/SVneo,
apos a co-cultura com as células HUVEC, apresentaram uma maior capacidade migratdria do
que o controle e, apds a co-cultura com as células HUVEC infectadas, as células HTR-8/SVneo
reduziram sua capacidade de migracdo. A influéncia na migracao pelos trofoblastos pode estar

associado a mudancas alternativas de sinais quimiotaticos, durante a infec¢do e a co-cultura
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com células endoteliais, estimulando ou ndo a migracdo de células trofobldsticas. A migracao
pelos trofoblastos é dependente da interacdo entre as células endoteliais e trofoblasticas e
aparenta estar acompanhada por mudancas na expressao de proteases, caderinas e integrinas
(Damsky et al., 1992; Damsky et al., 1994), mas o mecanismo de regulacdo permanece
desconhecido. A migracao de células trofobldsticas in vitro pode ser regulado por IL-6
(Jovanovi¢; Vicovac, 2009), IL-8 (Jovanovi¢ et al., 2010), TGF-B (Irving et al., 1995) e MIF
(Jovanovic Krivokuéa et al., 2015). MIF estimula significativamente a migragao por células HTR-
8/SVneo, enquanto o tratamento com ISO-1 diminui essa capacidade migratdria, de acordo
com Jovanovié¢ Krivokuéa e colaboradores (2015). Controversamente em nosso trabalho,
condicdes infectadas, que induziram os maiores niveis da producdo de MIF pelas células HTR-
8/SVneo, demonstraram uma capacidade de migracdo reduzida e é possivel que outros
fatores mediadores podem ter inibido a migracdo pelas células trofoblasticas sobrepondo os
efeitos de MIF. Notavelmente, as células trofoblasticas receberam variados fatores derivados
da co-cultura com as células HUVEC e nesse caso a citocina de maior expressao nao é o unico
fator que pode alterar essa funcdo bioldgica. Essa hipdtese, também pode explicar o resultado
diferente obtido por Jovanovi¢ Krivokuéa e colaboradores (2015) em que de acordo com sua
condicdo experimental, as células trofoblasticas receberam o estimulo isolado com rhMIF,
onde foi analisado a acdo direta e isolada dessa citocina na capacidade migratéria de células
trofoblasticas. Além disso, a infeccdo por T. gondii, no primeiro momento, pode alterar a
expressao de varios fatores durante a co-cultura, interferindo consequentemente em funcdes
bioldgicas posteriores. Estudos futuros sdao necessarios para corroborar essa hipdtese.
Durante uma gestacdo normal, a apoptose tem sido detectada na placenta e apresenta
um importante papel ao eliminar células desnecessarias ou disfuncionais, mantendo uma
funcdo normal do tecido. Esse processo ativo estad associado com a invasao de trofoblastos
extravilosos intersticiais e endovasculares, no entanto, um alto indice de apoptose nos vilos e
de trofoblastos extravilosos tem sido observado em placentas de gravidas com pré-eclampsia.
O aumento da apoptose de trofoblastos no inicio da gestacdo pode limitar a invasdao pelos
trofoblastos extravilosos e contribuir para patologias durante o periodo gestacional (Ahn et
al., 2011). De acordo com nossos resultados, nenhuma diferencga significativa do indice de
morte celular foi observado pelas células HTR-8/SVneo influenciadas pela co-cultura com as
células HUVEC, uma vez que qualquer alteracdo desse indice comprometeria uma gravidez

normal de sucesso. A apoptose é também reconhecida como um importante mecanismo de
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defesa contra infec¢cbes parasitarias e pode ser igualmente iniciada ou diminuida pelo
parasito, contribuindo para sua propria sobrevivéncia, e prevenindo a resposta imune de
ataque do hospedeiro (Luder et al., 2001). Estudos prévios demonstraram que a incidéncia de
apoptose em células de linhagem BeWo infectadas pela cepa RH de T. gondii tiveram menores
indices de apoptose indicando que cepas de tipo | podem ser capazes de inibir a apoptose em
células hospedeiras (Angeloni et al., 2009). Nossos dados demonstram que células HTR-
8/SVneo apresentaram maiores niveis do indice de morte celular apds o estimulo com células
HUVEC infectadas e, possivelmente, este resultado pode ter sido induzido pelas células
endoteliais infectadas no sentido de promover a apoptose de células vizinhas e evitar a
resposta imune do hospedeiro favorecendo a sobrevivéncia do parasito. Nas condicGes em
que as células HTR-8/SVneo foram co-cultivadas com as células HUVEC infectadas também
foram observados maiores indices da secrecdo de MIF pelas células trofoblasticas, apesar da
relacdo entre MIF e a apoptose ndo ser consensual. Em nosso estudo, quando essa condicdo
teve a citocina MIF neutralizada por 1SO-1, menores indices de morte celular foram
observados em comparacao com as células trofoblasticas que foram co-cultivadas com as
células endoteliais ndo infectadas, responsaveis por menores niveis da secrecao de MIF. Varios
estudos demonstraram o papel de MIF relacionado a sobrevivéncia celular na supressao da
apoptose e outros mecanismos distintos (Calandra et al., 2003; letta et al., 2018); entretanto,
outros estudos demonstraram que elevadas concentracdes de MIF esta predominantemente
associadas a inducdo da apoptose em diferentes tipos celulares (Saksida et al., 2012;
Stojanovic et al., 2012). Barbosa e colaboradores (2014) verificaram que a fosforilacdo de ERK
1/2 foram dependentes da concentra¢do de MIF em células BeWo, mas apenas as baixas
concentracdes de MIF foram capazes de ativar a fosforilagdo de ERK 1/2. Dados prévios do
nosso grupo, demonstraram que a indugdo diferenciada de apoptose observada apods a
infeccdo com diferentes cepas de T. gondii esteve associada com o aumento da fosforilagao
de ERK 1/2 (Angeloni et al., 2013) e a fosforilagcdo de ERK 1/2 esta relacionada a fungdes anti-
apoptoticas (Calandra et al., 2003). Uma vez que altas concentra¢cdes de MIF reduzem a
fosforilagdo de ERK 1/2 (Lue et al., 2006), uma alternativa via de sinalizacdo intracelular pode
ser ativada por MIF, e assim, essa citocina ao ser endocitada e translocada através da
membrana endosomal (Kleemann et al., 2000), pode explicar a inducdo da apoptose diante
de elevadas concentracdes de MIF. No entanto, estudos futuros sdo necessarios para verificar

essa hipotese.
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De forma geral, o estudo presente revela, através de um modelo in vitro de sistema
em co-cultura, que a comunicacdo intercelular entre células trofoblasticas extravilosas e
células endoteliais venosas foi modulado pela infeccdo por T. gondii. Um modelo hipotético
da interacdo entre essas células foi proposto e mostrou que as células HTR-8/SVneo, co-
cultivadas com as células HUVEC, independentemente da infeccdo, e em resposta aos fatores
secretados pelas células endoteliais, produziram altos niveis das citocinas IL-6 e IL-8, e
reduziram os niveis da secrecao de MIF quando comparados ao controle. Apds 24 horas de
co-cultura, os indices de secrecdo de IL-6 permaneceram alteradas em relagdo ao controle, no
entanto, a infeccdo por T. gondii das células endoteliais promoveram uma elevada producdo
de MIF pelas células HTR-8/SVneo. Possivelmente, a indug¢do da producdo de MIF pelas células
HTR-8/SVneo pode ser o fator, ndo isolado, responsavel por alterar a funcdo das células
trofoblasticas. No entanto, o aumento da invasao, o menor indice de migracdo e a maior taxa
de morte celular poderia acarretar consequéncias negativas para o desenvolvimento fetal,
caso a infecgdo materna por T. gondii seja adquirida durante os periodos iniciais da gestagao
(Fig. 6). Nossos resultados demonstram claramente a influéncia que a infecgdo por T. gondii
causa no perfil de producdo de citocinas orquestrado pela relacdo entre as células materno-

fetais podendo ser critica para o resultado da toxoplasmose congénita.
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7. CONCLUSOES

7.1. CONCLUSAO GERAL
A interacdo entre células trofoblasticas extravilosas humanas (HTR-8/SVneo) com
células endoteliais venosas humanas (HUVEC), infectadas ou ndo por T. gondii, foi responsavel

pela alteragao da invasdo, a migracao e a morte celular das células trofoblasticas.

7.2. CONCLUSOES ESPECIFICAS

- A interacdo entre células HTR-8/SVneo e células HUVEC, infectadas ou ndo por T. gondii,
alterou a secrecdo de citocinas por ambas linhagens celulares;

- A interacdo entre células HTR-8/SVneo e células HUVEC infectadas por T. gondii, aumentou
a capacidade invasiva das células trofoblasticas;

- A interacdo entre células HTR-8/SVneo e células HUVEC, infectadas por T. gondii, e o
tratamento com ISO-1, diminuiu a capacidade invasiva das células trofobldsticas;

- A interacdo entre células HTR-8/SVneo e células HUVEC, infectadas por T. gondii, diminuiu a
capacidade migratdria das células trofoblasticas;

- A interacdo entre células HTR-8/SVneo e células HUVEC, infectadas por T. gondii, aumentou
o indice de morte celular das células trofoblasticas;

- A interacdo entre células HTR-8/SVneo e células HUVEC, infectadas por T. gondii, e o

tratamento com ISO-1, alterou o indice de morte celular das células trofoblasticas;
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8. FIGURAS



FIGURA 1. Esquema da co-cultura entre células trofoblasticas extravilosas humanas e células
endoteliais humanas, infectadas ou ndo por T. gondii, e a influéncia dessa interacdo em funcdes
trofoblasticas. (A) No DIA 1, as células HTR-8/SVneo foram plaqueadas em placas de 6 pogos e as
células HUVEC foram mantidas em frascos de cultura e infectadas ou ndo com T. gondii. Ambas as
células foram mantidas em meio completo por 24 h. (B) Apds a confluéncia das mesmas, no DIA 2, o
meio completo foi substituido e insertos de transwell foram adicionados ou nao (controle (HTR-
8/SVneo)) nos pocos. Células HUVEC infectadas ou ndo foram plaqueadas na cdmara superior dos
insertos de transwell e foram mantidas em meio completo por adicionais 24 h. (C) No DIA 3, os
sobrenadantes provenientes da co-cultura, condigdes nomeadas como co-cultura, foram armazenados
em -80°C, o meio completo foi substituido e as células HTR-8/SVneo foram usadas nos ensaios de
invasdo ou migrac¢do. Os insertos de transwell, contendo as células HUVEC infectadas ou ndo, foram
removidas e realocadas para outras placas, sem a influéncia das células HTR-8/SVneo. (D) Depois de
24 h, no DIA 4, os sobrenadantes, agora nomeados “apds co-cultura”, foram coletados e estocados
para futuras analises por ensaios de deteccdo de citocinas. Os ensaios de invasdo/migracdo, iniciados

no DIA 3, foram analisadas ou as células foram utilizadas para o ensaio de deteccdo de morte celular.
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FIGURA 2. Detecc¢do da secrecdo de citocinas pelas células HUVEC e HTR-8/SVneo. (A) Secrec¢do de MIF
pelas células HUVEC, infectadas ou ndo por T. gondii, durante a co-cultura com células HTR-8/SVneo
ou na auséncia da influéncia pelas células trofoblasticas. (B-D) Secre¢do de citocinas pelas células HTR-
8/SVneo estimuladas pelas células HUVEC, infectadas ou n3o por T. gondii, a partir dos sobrenadantes
coletados durante a “Co-cultura” e “Apds co-cultura”, secretados 24 h apds a influéncia pelas células
HUVEC. A secrec¢do das citocinas MIF, (A-B), IL-6 (C) e IL-8 (D) foram mensurados por ELISA e os
resultados foram expressos em pg/mL. Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média
de trés experimentos independentes realizados em triplicata e analisados pelo teste One-way ANOVA
seguido do teste de comparag¢des multiplas Bonferroni. (*¥) Comparacdo entre as células ndo infectadas
e ndo estimuladas (HTR-8/SVneo ou HUVEC) com as outras condi¢Bes dentro do mesmo grupo. (#)
Comparacgado entre as condig¢des infectadas (HUVEC Tg (HTR-8) ou HTR-8 (HUVEC Tg)) com as condig¢bes
ndo infectadas (HUVEC (HTR-8) ou HTR-8 (HUVEC)) do mesmo grupo. ($) Comparagdo entre as mesmas

condicGes em grupos diferentes (P < 0.05).
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FIGURA 3. Avaliacdo da capacidade invasiva de células HTR-8/SVneo apds a co-cultura com células
HUVEC, infectadas ou n3o por T. gondii. A invasdo pelas células HTR-8/SVneo através do Matrigel nos
insertos de transwell foram mensurados pela densidade dptica. Os dados foram expressos como média
* erro padrao da média de trés experimentos independentes realizados em triplicata e analisados pelo
teste One-way ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas Bonferroni. (¥*) Comparacdo entre
as células ndo infectadas e ndo estimuladas (HTR-8/SVneo ou HTR-8 [ISO-1]) com as outras condicbes
dentro do mesmo grupo. (#) Comparacdo entre as condicGes infectadas (HTR-8 (HUVEC Tg) ou HTR-8
(HUVEC Tg) [ISO-1]) com as condi¢Ges nao infectadas (HTR-8 (HUVEC) ou HTR-8 (HUVEC) [ISO-1]) do

mesmo grupo. ($) Comparagio entre as mesmas condi¢cdes em grupos diferentes (P < 0.05).
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FIGURA 4. Avaliacdo da capacidade migratéria de células HTR-8/SVneo apds a co-cultura com células
HUVEC, infectadas ou ndo por T. gondii. A migracdo pelas células HTR-8/SVneo foram mensuradas pela
relacdo da largura da drea da monocamada interrompida dos pontos pré-selecionados nas condi¢ées
no tempo 0 h (Controle (B), Co-cultura entre as células HTR-8/SVneo e as células HUVEC (D), Co-cultura
entre as células HTR-8/SVneo e as células HUVEC infectadas (F)) e apds 24 h (Controle (C), Co-cultura
entre as células HTR-8/SVneo e as células HUVEC (E), Co-cultura entre as células HTR-8/SVneo e as
células HUVEC infectadas (G)). (B-G) Fotomicrografias representativas das condi¢des acima descritas.
Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes
realizados em triplicata e analisados pelo teste One-way ANOVA seguido do teste de comparagdes
multiplas Bonferroni. (*) Comparacdo entre as células ndo infectadas e ndo estimuladas (HTR-8/SVneo)
com as outras condi¢des dentro do mesmo grupo. (#) Comparacgdo entre as condi¢des infectadas (HTR-

8 (HUVEC Tg)) com as condi¢Ges ndo infectadas (HTR-8 (HUVEC)) do mesmo grupo (P < 0.05).
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FIGURA 5. Avaliacdo do indice de morte das células HTR-8/SVneo apds a co-cultura com células HUVEC,
infectadas ou ndo por T. gondii (A). Graficos em dot plots representativos do processo de morte celular
por apoptose diante da marcacdo da exposicdo de fosfatidilserina combinado a marcacado do ntcleo
por lodeto de Propideo (quadrante Q2). CondigGes: Controle (B), Controle [ISO-1] (C), Co-cultura entre
as células HTR-8/SVneo e as células HUVEC (D), Co-cultura entre as células HTR-8/SVneo e as células
HUVEC [ISO-1] (E), Co-cultura entre as células HTR-8/SVneo e as células HUVEC infectadas (F) e Co-
cultura entre as células HTR-8/SVneo e as células HUVEC infectadas [ISO-1] (G). Os dados foram
expressos como média * erro padrao da média de trés experimentos independentes realizados em
triplicata e analisados pelo teste One-way ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas Dunn.
(*) Comparagdo entre as células ndo infectadas e ndo estimuladas (HTR-8/SVneo ou HTR-8 [ISO-1])
com as outras condi¢des dentro do mesmo grupo. (#) Comparacgdo entre as condic¢des infectadas (HTR-
8 (HUVEC Tg) ou HTR-8 (HUVEC Tg) [ISO-1]) com as condi¢bes ndo infectadas (HTR-8 (HUVEC) ou HTR-
8 (HUVEC) [ISO-1]) do mesmo grupo. ($) Comparacdo entre as mesmas condi¢cdes em grupos diferentes

(P<0.05).



IODETO DE PROPIDIO

FIGURA 5

(>)

indice de morte celular (% células HTR-8/SVneo)

Ql

(F) _ HTR-8 (HUVEC Tg)

1

T llll““
10 10

FITC-A

T lllm'lls_l-
10

@‘hHTR—B (HUVEC Tg) [ISO-1]

Q2

47%

LILLE L) SR 00 R L) S L)

10

FITC-A

10

10

-lll"lll T T T T TITm T T T

10 10 10* 10
FITC-A

ANEXINA

50



FIGURA 6. Modelo hipotético da interagdo entre as células trofoblasticas extravilosos e as células
endoteliais alterando a producdo de citocinas e influenciando algumas func¢des bioldgicas de células
trofoblasticas como as habilidades invasiva e migratdria e a morte celular. (A) Células HUVEC ndo
infectadas durante a co-cultura com as células HTR-8/SVneo induziram a secregdo das citocinas IL-6,
IL-8 e a reducdo de MIF pelas células trofoblasticas. 24 h apds co-cultura, menores indices de MIF e
maiores niveis da citocina IL-6 foram secretados pelas células trofobldsticas quando comparadas com
as células HTR-8/SVneo sem o estimulo das células HUVEC (controle). (B) Células HUVEC infectadas por
T. gondii durante a co-cultura com as células HTR-8/SVneo induziram a secrecdo das citocinas IL-6, IL-
8 e a reducdo de MIF pelas células trofobldsticas. 24 h apds co-cultura, maiores indices de IL-6 e
exacerbados niveis da citocina MIF foram secretados pelas células trofoblasticas em relagdo ao
controle. A diferenga da producdao de MIF foi, provavelmente, o fator responsavel pelo aumento da
invasdo, menor migracdo e aumento de morte celular pelas células HTR-8/SVneo, destacando-se dos
eventos contrarios relacionados as fungdes bioldgicas observadas em células trofoblasticas apds serem
co-cultivadas com HUVEC sem infecgdo, associando assim a interferéncia da infecgdo na comunicagao

celular.
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9. ANEXO

'J Universidade Federal de Uberlandia
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COMUNICADO SOBRE PESQUISA COM USQ DE CELULAS ADQUIRIDAS
COMERCIAIMENTE

COMUNICADO N°. 13/2012
O COMITE DE ETICA EM FESQUISA COM SERES HUMANOS COMUNICA QUE
AS PESQUISAS CUJOS DADOS SERAO OBTIDOS EXCLUSIVAMENTE COM O
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ANATISE ETICA POR UM CEP.

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