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RESUMO 

Toll-like receptors (TLRs) são receptores localizados na superfície celular ou nos 

compartimentos celulares. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência da via TLR4 em 

células trofoblásticas, BeWo, JEG-3 e HTR-8/SVneo e em explantes de vilosidades coriônicas 

humanas infectadas ou não com Toxoplasma gondii. Células BeWo infectadas e tratadas com 

LPS, independentemente do tempo de tratamento, mostraram uma diminuição no parasitismo 

total. No entanto, nas células JEG-3 e HTR8/SVneo, houve aumento da proliferação do 

parasita ou nenhuma mudança significativa no crescimento intracelular parasitário. Nos 

explantes de vilosidades coriônicas humanas houve redução do parasitismo total nas 

condições em que a via do TLR4 foi ativada por 48 horas pelo LPS. A partir da análise do 

perfil de citocinas, observou-se que, nas células BeWo infectadas e não tratadas, houve 

aumento da IL-10 e diminuição do IFN-γ. No entanto, quando tratados com LPS, houve 

aumento do IFN-γ e redução de TGF-β1, IL-10 e TNF. Nas células JEG-3, houve um aumento 

na produção de TGF-β1, TNF e IFN-γ, mas aumentou a IL-10 após 24 horas e uma 

diminuição após 48 horas de tratamento com LPS. Em HTR-8/SVneo, o tratamento com LPS 

promoveu aumento na produção de IFN-γ e diminuição na produção de TGF-β1, MIF e TNF. 

Em vilosidades coriônicas humanas, o LPS induziu IFN-γ e TGF-β1, mas reduziu a produção 

de TNF, IL-10, MIF e IL-8. Observou-se que a inibição do MyD88 reduziu ainda mais o 

parasitismo no BeWo, porém a inibição do TRIF aumentou o crescimento do T. gondii na 

BeWo, enquanto nenhum efeito significativo foi observado nas demais células. Finalmente, a 

inibição de MyD88 e TRIF aumentou a infecção por T. gondii nas vilosidades coriônicas. 

Pode-se concluir que a via TLR4 é importante para o controle da replicação de T. gondii nas 

vilosidades e células BeWo, pois a inibição de MyD88 e/ou TRIF reverteu a ativação de 

TLR4 por LPS, o que não foi observado em JEG-3 e HTR8/SVneo. Isso pode significar que 

vilosidades coriônicas e células transformadas se comportam diferentemente em sua resposta 

imune à infecção por Toxoplasma. 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Receptor Toll-like 4, Células Trofoblásticas, Gestação, 

Resposta Imune. 

 

 

 



ABSTRACT 

Toll-like receptors (TLRs) are receptors that are located on the cell surface or in cell 

compartments. The objective of this work was to evaluate the influence of the Toll-like 

receptor 4 (TLR4) pathway on trophoblastic cells, BeWo, JEG-3 and HTR-8/SVneo and on 

explants of chorionic human villi infected or not with Toxoplasma gondii. BeWo cells 

infected and treated with LPS, regardless of treatment time, showed a decrease in total 

parasitism. However, in JEG-3 and HTR8/SVneo cells, there was increased proliferation of 

the parasite or no significant change in parasitic intracellular growth. In explants of human 

chorionic villi there was a reduction of total parasitism under the conditions in which the 

TLR4 pathway was activated for 48 hours by LPS. Starting from cytokine profile analysis, it 

was observed that, in infected and untreated BeWo cells, there was an increase in IL-10 and a 

decrease in IFN-γ. However, when treated with LPS, there was an increase in the IFN-γ and 

reduction of TGF-β1, IL-10 and TNF. In JEG-3 cells, there was an increase in the production 

of TGF-β1, TNF and IFN-γ, but increased IL-10 after 24 hours and a decrease after 48 hours 

of LPS treatment. In HTR-8/SVneo, the LPS treatment promoted an increase in the 

production of IFN-γ, and a decrease in the production of TGF-β1, MIF and TNF. In human 

chorionic villi, LPS induced IFN-γ and TGF-β1, but reduced the production of TNF, IL-10, 

MIF and IL-8. It was observed that the inhibition of MyD88 further reduced parasitism in 

BeWo, however the inhibition of TRIF increased the growth of T. gondii in BeWo, while no 

significant effect was observed in the other cells. Finally, the inhibition of  MyD88 and TRIF 

increased T. gondii infection in the chorionic villi. It can be concluded that the TLR4 pathway 

is important for the control of T. gondii replication in the villi and BeWo cells, since 

inhibition of MyD88 and/or TRIF reversed the activation of TLR4 by LPS, which was not 

observed in JEG-3 and HTR8/SVneo. This may mean that chorionic villi and transformed 

cells behave differently in their immune response to Toxoplasma infection. 

Keywords: Toxoplasma gondii, Toll-like Receptor 4, Trophoblast Cells, Gestation, Immune 

Response.
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1. INTRODUÇÃO 

1.1.  Toxoplasma gondii  

Toxoplasma gondii é um protozoário parasito intracelular obrigatório 

(Apicomplexa, Sarcocystidae) de vertebrados e invertebrados, sendo o agente etiológico 

da toxoplasmose. Foi descoberto em 1908 no Instituto Pasteur de Túnis por Charles 

Nicolle e Louis Monceauxe (SCHWARTZMAN et al., 1948).  Após esse período até os 

dias atuais, o parasito vem sendo amplamente estudado (BLADER et al., 2015; 

OLAFSSON et al.,2018). 

Devido as variações regionais, a toxoplasmose pode chegar a atingir de 10 a 

90% da população dependendo de cada região (MAREZE et al., 2019). Estima-se que 

um terço da população mundial esteja infectada com esse parasito (PAUL et al., 2018). 

Na América do Norte, no Sudeste Asiático, no norte da Europa e em algumas partes da 

África foi observada uma baixa soro prevalência, em torno de 10 a 30% da população, 

em contrapartida foram encontradas moderada ou alta prevalências (30 a 80%) nos 

países da Europa Central e do Sul, na América Latina e em alguns países africanos, 

respectivamente (GANGNEUX et al., 2012). Estudos recentes indicaram que a 

sorologia positiva para T. gondii é aproximadamente quatro vezes maior no Brasil 

quando comparada aos Estados Unidos (DUBEY et al., 2012a; FOROUTAN-RAD et 

al., 2016; PAUL et al., 2018). 

A taxa de prevalência em gestantes pode chegar a 41,8% na Índia, 41% no Irã e 

49% na Malásia (PAUL et al., 2018).  No Brasil varia em torno de 36 a 92%, sendo 

considerado uma das maiores em relação à média global (FOROUTAN-RAD et al., 

2016). Todos estes dados epidemiológicos tornam a toxoplasmose, especialmente a 

forma congênita da infecção, um grande problema de saúde pública.  

T. gondii possui um conjunto de cepas que se diferenciam pelo genótipo, 

virulência e patogenicidade que provocam nos seus hospedeiros. Estas cepas foram 

classicamente divididas em tipos I, II e III, as chamadas de cepas clonais de T. gondii, 

(SHWAB et al., 2016). 

As três linhagens clonais possuem baixo nível de divergência genética (1%~2% 

ao nível da sequência do DNA), entretanto possuem fenótipos de virulência diferentes, 

nos quais as cepas designadas como tipo I são classificadas como altamente virulentas, 
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causando mortalidade rápida em modelos murinos. Em contraste, as cepas II e III foram 

categorizadas de virulências moderada ou baixa, respectivamente, uma vez que causam 

uma infecção não letal e com menos disseminação de taquizoítos nos modelos 

experimentais murinos, sendo altamente responsivas ao sistema imunológico do 

hospedeiro, atingindo frequentemente a fase crônica da infecção (KHAN et al., 2005; 

WUJCICKA et al., 2014; REGO et al., 2017). Geralmente, as cepas dos tipos I e II são 

tipicamente observadas em casos de toxoplasmose congênita grave e ocular, enquanto 

que cepas do tipo III são frequentemente isoladas de infecção ocular (ARMAND et al., 

2017).  

Além das cepas clonais I, II e III, análises feitas em amostras coletadas 

mundialmente identificaram 189 distintos genótipos de T. gondii e a grande diversidade 

genética foi encontra na América do Sul e América Central. Estes novos genótipos 

foram denominados de cepas atípicas ou recombinantes. Adicionalmente, na América 

do Sul, as cepas apresentam-se bem mais virulentas em camundongos e em humanos do 

que as cepas clonais (SHWAB et al., 2014; SHWAB et al., 2016).  Dubey e 

colaboradores (2012a) demonstraram que existem diversos isolados brasileiros de T. 

gondii que não se enquadram dentro das cepas clonais, portanto o Brasil é um país onde 

há uma grande quantidade de cepas atípicas, o que aumenta consideravelmente os 

problemas de saúde pública relacionados a toxoplasmose, desde que estas cepas têm 

capacidade de causar sintomatologia mais grave quando comparado as cepas clonais. 

Alguns estudos recentes mostram que no Brasil cepas do mesmo genótipo podem 

infectar humanos, animais domésticos, animais abatidos para o consumo humano e até 

aves silvestres, sugerindo uma via de infecção comum, assim incidindo uma facilidade 

de disseminação de cepas entre os diversos ambientes (REGO et al., 2018). 

Existem três estágios de T. gondii que são infecciosos para todos hospedeiros: 

taquizoítos, bradizoítos e oocistos contendo esporozoítos (DUBEY et al., 1998). Os 

taquizoítos representam a forma rápida de multiplicação do parasito no organismo 

hospedeiro, são encontrados durante a fase aguda da infecção, tem aspecto de arco, 

banana ou meia-lua, se desenvolvem dentro do vacúolo parasitóforo de várias células 

hospedeiras e são pouco resistentes a ação do suco gástrico estomacal (MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004; DUBEY, 2010). Já os bradizoítos, também conhecidos como 

cistozoítos, compreendem o estágio persistente da infecção na fase crônica, podem se 

desenvolver em diferentes órgãos como fígado, pulmão, rim, sendo mais prevalentes no 
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sistema nervoso central, região ocular, músculos esquelético e cardíaco, e se 

multiplicam de forma lenta e gradual por endodiogenia ou endopoligenia (DUBEY et. 

al., 1998, NEVES, 2004; UMEDA et al., 2017). Os esporozoítos são encontrados 

apenas nos felídeos, tanto domésticos quanto selvagens, que representam os hospedeiros 

definitivos. Foram relatadas 17 espécies de felídeos capazes de eliminar nas suas fezes 

oocistos contendo esporozoítos (TENTER et al., 2000). 

O ciclo de vida altera como definitivo (ciclo sexuado) e intermediário (ciclo 

assexuado) sendo denominado heteroxênico. A maneira de transmissão varia de acordo 

com as características físicas e com os hábitos higiênicos da população local. Os 

humanos adquirem T. gondii pela ingestão de carne crua ou malcozida de bovinos, 

caprinos, suínos ou aves contendo cistos teciduais, contato com fezes de felídeos 

contaminados por oocistos, através da ingestão de água ou alimentos contaminados 

também por oocistos, por transplantes de órgãos ou por transmissão vertical das formas 

taquizoítos (HILL; DUBEY 2002; GANGNEUX, 2012; CHEN et al., 2017).   

Na fase assexuada, um hospedeiro intermediário, o homem por exemplo, ingere 

oocistos, cistos ou taquizoítos. Sendo um protozoário coccídeo intracelular obrigatório, 

Toxoplasma gondii possui diferentes organelas afim de manter com sucesso seu ciclo de 

vida nas células hospedeiras. Além de apresentar organelas típicas de células 

eucariontes, apresenta também diversas organelas citoplasmáticas que são 

características do filo que pertence, como exemplo o conóide, os dois anéis polares, 

micronemas e grânulos densos (BLADER; SAEIJ, 2009; JIMENEZ-RUIZ et al., 2016). 

 A invasão da célula é um processo ativo. O parasito invade a célula hospedeira 

através da expressão e liberação de proteínas de micronemas (TgMICs) e de roptrias 

(ROPs e ROMs), organelas especializadas presentes na parte apical do parasito 

(SARDINHA-SILVA et al., 2017). As micronemas são responsáveis pela adesão do 

parasito à célula hospedeira (SOLDATI-FAVRE, 2008; SOUZA et al., 2010; 

JIMENEZ-RUIZ et al., 2016), enquanto as roptrias e grânulos densos estão envolvidos 

na invasão propriamente dita e formação do vacúolo parasitóforo, que é derivado da 

membrana celular do hospedeiro (SOUZA et al., 2010). O apicoplasto é uma organela 

que está presente próximo ao núcleo, sendo essencial para o desenvolvimento 

intracelular do parasito exercendo funções de biossíntese de aminoácidos e de ácidos 

graxos, dentre outras funções ainda desconhecidas (NEVES, 2004). 
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Já dentro do organismo ocorre intensa multiplicação celular na forma de 

taquizoítos, que após a entrada ativa nas células hospedeiras do epitélio intestinal 

invadem ativamente novas células formando o vacúolo parasitóforo, multiplicando-se 

rapidamente. A célula então irá se romper, liberando os taquizoítos que invadirão novas 

células. Essa fase é caracterizada como proliferativa, consistindo da fase aguda da 

infecção. A evolução para a fase crônica consiste na formação de cistos em resposta ao 

sistema imunológico do hospedeiro (DUBEY et al., 1998, NEVES, 2004, GAGNEUX 

et al., 2012). 

 A fase sexuada ocorre apenas no intestino delgado de alguns felídeos 

(BETANCOURT et al., 2019). Quando os felinos ingerem oocistos infectantes ou cistos 

teciduais, esporozoítos, bradizoítos ou taquizoítos são liberados na mucosa gástrica que 

migram para o epitélio intestinal, e penetram nos enterócitos e por esquizogonia se 

transformam intracelularmente em esquizontes multinucleados após 3 a 7 dias de 

infecção. As subsequentes esquizogonias ocorrem dentro das células epiteliais no 

intestino dos felídeos. O núcleo dos esquizontes inicia lentamente sua individualização 

por divisão da membrana plasmática, originando os merozoítos, que por sua vez, dão 

origem aos microgametas (masculinos) e macrogametas (feminino) após diversas 

gerações. Um zigoto diploide irá se desenvolver dentro dos oocistos após a fertilização 

do gameta feminino pelo gameta masculino. Oocistos não esporulados caem na luz 

intestinal e são liberados para o meio ambiente juntamente com as fezes destes animais 

em grande quantidade, que por sua vez esporulam no meio ambiente sob condições 

favoráveis (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; GANGNEUX, 2012; YAN et al., 2016; 

NAHOULI et al., 2017, BETANCOURT et al., 2019).  

1.2. Toxoplasmose 

 A infecção por T. gondii caracteriza-se em duas formas, aguda e crônica. Na fase 

aguda é quando ocorre a proliferação de taquizoítos, na fase crônica os parasitos 

formam cistos teciduais contendo bradizoítos no seu interior, que podem permanecer 

nos tecidos dos hospedeiros intermediários e definitivos durante anos. Em humanos 

imunocompetentes, a doença pode se manifestar de forma sintomática e assintomática, 

portanto, muitos casos permanecem não diagnosticados e assintomáticos. Quando a 

infecção é sintomática, o sintoma mais característico é a linfodenopatia focal 

envolvendo a região do pescoço e da cabeça (RORMAN et al, 2006, CHANG et al., 

2019). Em imunocomprometidos, como por exemplo pessoas que receberam transplante 
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de órgãos ou células tronco e que possuem a síndrome de imunodeficiência adquirida, 

predispõem a toxoplasmose grave (ZORGI et al., 2011; UMEDA et al., 2017). 

 A transmissão vertical ocorre quando a mulher adquire a infecção durante a 

gestação (WUJCICKA et al., 2014). São os taquizoítos que tem a capacidade de 

atravessar a barreira placentária e desencadear a toxoplasmose congênita, umas das 

formas mais preocupantes da toxoplasmose. Durante a gravidez, a infecção por T. 

gondii pode causar a morte prematura do feto. Após o nascimento, a criança pode 

manifestar alguns sintomas como hidrocefalia e coriorretinite, retardo mental, porém a 

infecção pode se passar despercebida na infância e chegar na adolescência, quando 

alguns distúrbios, como oculares por exemplo, podem se desenvolver (FOULON et al., 

1999; PETERSEN et al., 2001; RAJAPAKSE et al., 2017; NAHOULI et al., 2017). 

A toxoplasmose congênita é um grave problema de saúde pública no Brasil e no 

mundo. A cada 10.000 nascimentos no Brasil, 5 a 23 crianças apresentam-se infectadas 

congenitamente por T. gondii, podendo ocorrer problemas neurológicos, cegueira, 

retardamento mental, lesões oculares e abortos (DUBEY et al., 2012b). Somente no 

estado de Minas Gerias, um recente estudo demonstrou 190 casos confirmados de 

toxoplasmose congênita num grupo de 146.307 recém-nascidos examinados pelo 

Programa Estadual de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PETN-MG), o que equivale 

a 0,13% de positividade para T. gondii em crianças de Minas Gerais (CARELLOS et 

al., 2014). Dessa maneira, o estabelecimento de estratégias profiláticas e terapêuticas 

que possam controlar a transmissão vertical de T. gondii é de extremo interesse para o 

nosso país e também para o mundo, uma vez que a redução da infecção congênita 

impacta diretamente na melhoria de condições de vida das crianças, diminuindo 

mortalidade e morbidade, bem como na diminuição das despesas públicas. 

Tradicionalmente, a detecção de T.gondii foi baseado em avaliação microscópica 

de amostras fecais, hídricas, ambientais e teciduais, entretanto a identificação é menos 

sensível e não confiável (ZHANG et al., 2015). O isolamento de T. gondii através de 

bioensaio é considerado o padrão ouro para detecção da infecção, geralmente 

camundongos e gatos são utilizados, entretanto, camundongos nocaute para IFN-γ são 

preferencialmente escolhidos, porém sendo um método caro e demorado, não pode ser 

usado em larga escala, por esse motivo, geralmente é realizado pela detecção de IgG e 

IgM específicos para T. gondii. O teste de IgG é um teste confirmatório para diferenciar 

entre a fase aguda e crônica da infecção, porém técnicas moleculares como PCR 
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quantitativa em tempo real são importantes para o diagnóstico de alta sensibilidade (LIU 

et al., 2015; MOUSAVI et al., 2018). 

Para alcançar todos esses objetivos de melhoria da saúde pública no que tange à 

toxoplasmose congênita, torna-se necessário entender os mecanismos que favorecem a 

transmissão transplacentária de T. gondii, ou seja, precisamos compreender o que ocorre 

na interface materno-fetal quando esta é acometida pela infecção, permitindo a 

passagem do parasito para os tecidos embrionários ou fetais.  

 

1.3. Resposta Imune a T. gondii: participação ativa de Toll like receptors 4 (TLR4) 

Resposta imune é o termo utilizado para definir mecanismos imunológicos de 

diversas células, tecidos e órgãos, que juntos trabalham para permitir a homeostase do 

organismo. A resposta imune é mediada por mecanismos da imunidade inata no qual 

reage rapidamente de forma não específica a encontrar um patógeno, e adaptativa, sendo 

consistente e duradoura, mais específica e resulta em memória imunológica 

(GAZZINELLI et al., 1994). 

O sistema imune inato responde a infecção através de receptores de 

reconhecimento padrão (PRR) onde reconhecem os padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs), que podem ser divididos em dois grupos: os ligantes de ácido 

nucléico (DNAs e RNAs) e os não ligantes (lipopolissacarídeos, lipopeptídeos e 

flagelina) (HOLMLUND et al., 2002; ABRAHAMS et al., 2004; BEHNKE et al., 2017; 

ZHANG et al., 2017).  

Toll-like receptors (TLRs) são receptores de reconhecimento padrão que se 

localizam na superfície celular ou em compartimentos celulares como endossomos, 

retículo endoplasmático e lisossomas, e são evolutivamente adaptados para reconhecer 

os PAMPs, os principais iniciadores da imunidade inata e promotores da imunidade 

adaptativa através de mecanismos diretos e indiretos. Foram inicialmente descobertos 

em Drosophila melanogaster pelo seu papel no desenvolvimento embrionário, 

posteriormente foram reconhecidos como reguladores chave das respostas imunes. Até 

o momento, dez TLRs foram identificados em mamíferos (TLR1-TLR10) e doze em 

camundongos, sendo que cada TLR responde de maneira individual aos seus ligantes 

(LEULIER; LEMAITRE 2008; KOGA et al., 2009; NATAMA et al., 2018, NANOKA 

et al.,2018). Os TLRs transmembrana reconhecem principalmente os componentes da 

membrana microbiana como os lipídeos e lipoproteínas, a exemplo temos o TLR4 que 
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reconhece lipopolissacarídeo bacteriano, já TLR1 e TLR2 reconhece lipoproteínas, 

peptidioglicanos, ácidos lipoteicóicos dentre outros. Já os TLRs intracelulares, como o 

TLR3 e TLR7, reconhecem os ácidos nucléicos (RNA por exemplo) (KAWASAKI et 

al.,2014; ZHANG et al., 2017). 

Com base nos importantes papéis desempenhados por Toll-like receptors (TLRs) 

no reconhecimento de microorganismos e na ativação de uma resposta imune inata, 

alguns são importantes para o reconhecimento de T. gondii como por exemplo TLR 2, 

4, 9 e 11 (MELO et al., 2011; DUPONT et al., 2012; UMEDA et al., 2017).  

Estudos demonstram que TLR4 desempenha importante papel na patogênese da 

toxoplasmose (WUJCICKA et al., 2014; ZARE-BIDAKI et al., 2014; WUJCICKA et 

al., 2015). O lipopolissacarídeo (LPS) é um componente essencial da membrana de 

bactérias Gram-negativas, que induz uma resposta inflamatória e é reconhecido por 

TLR4, que após seu gatilho de ativação, uma cascata de eventos acontece. A ativação 

dos TLRs desencadeia vias dependentes do fator 88 de diferenciação mielóide (MyD88) 

que resultam na ativação do fator de transcrição nuclear κb (NF-κb) (MELO et al., 

2011; BOTOS et al., 2011; DUPONT et al., 2012). A ativação de NF-κb leva a 

transcrição de genes e liberação de citocinas pró-inflamatórias como a interleucina (IL)-

1β, IL-12 e IL-18, além de óxido nítrico sintase (iNOS) e alguns receptores semelhantes 

a NOD (NLRs). As vias de sinalização MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases) 

induzida por patógenos também modulam a produção de IL-12. Ambos os receptores 

para IL-1β e IL-18 ativam também a sinalização de NF-κb e MAPK com a produção 

subsequente de citocinas pró-inflamatórias como interferon (IFN)-γ de maneira a tentar 

controlar infecções (MELO et al., 2011). 

Alguns estudos sugerem que TLR4 pode estar envolvido envolvido em 

mecanismos de proteção contra a infecção peritoneal contra T. gondii (FURUTA et al., 

2006). É previsível a importância desse receptor em mulheres gestantes, onde observou-

se que TLR4 é capaz de entrar nos endossomos e utilizar os adaptadores TRAM e TRIF 

para ativar o fator de transcrição IRF3 que contribui para a produção de IFN do tipo I, 

podendo portanto ser importante na resposta imune durante a gestação. Entretanto, 

também há relatos de que  patógenos utilizam-se deTLR4 para evadir da resposta imune 

inata (WUJCICKA et al., 2014). 
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Uma resposta imune adaptativa é importante para a resistência a T. gondii. 

Durante a infecção humana, há uma maior susceptibilidade quando há defeitos 

primários ou adquiridos na função das células T (DUPONT et al., 2012). Acredita-se 

que a capacidade de células T CD8+ em controlar a infecção crônica pode estar 

associada a produção de citocinas como IFN-γ ou através da expressão de CD40. Além 

disso, um segundo sinal, com a ativação do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 

promove o controle do parasito. Tanto TNF-α quanto CD40 utilizam a via de 

sinalização através de NF-κb para controlar a parasitemia, configurando um perfil de 

resposta Th1 (DUPONT et al., 2012; SHER et al., 2017). 

Os linfócitos TCD4+ e TCD8+ são altamente importantes na fase crônica, pois 

evitam a reativação da toxoplasmose (HOU et al., 2011; DUPONT et al., 2012). 

Portanto, na fase tardia da infecção, a produção de citocinas inflamatórias como IFN-γ, 

os sinais moleculares como o TNF-α e a ligação de CD40 são necessários para a 

resistência nessa fase da doença (MELO et al., 2011; DUPONT et al., 2012). 

Como previamente descrito acima, os receptores TLRs são bastante importantes 

durante uma resposta imune contra T. gondii. E, interessantemente, receptores do tipo 

Toll estão presentes durante toda a gestação na interface materno-fetal. TLR4 foi 

encontrado no citoplasma do sinciciotrofoblasto, também sendo expresso em células do 

citotrofoblasto do primeiro trimestre] (WUJICKA et al., 2014; GIERMAN et al., 2015). 

1.4. Resposta Imune na Gestação 

 Uma gravidez bem-sucedida é o resultado de interações celulares, imunológicas 

e hormonais que se estabelecem em todo período gestacional.  A gestação normal é 

caracterizada por inflamação leve e natural, enquanto os distúrbios que provocam 

inflamação placentária excessiva podem ter consequências nocivas para a mãe e para o 

feto (GROEN et al., 2015; AGHAEEPOUR et al., 2017; CHÁVEZ et al., 2019). Os 

hormônios são essenciais para a mudança da resposta imune nos três primeiros 

trimestres da gravidez havendo um equilíbrio das respostas anti-inflamatórias e pró-

inflamatórias. Durante esse período alguns aspectos da imunidade da mãe são 

modificados, com o aumento da circulação de monócitos, granulócitos e linfócitos T, e 

diminuição da expressão do complexo de histocompatibilidade classe II pelos 

monócitos circulantes da mãe (NAPSO et al., 2018). 
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Alterações hormonais como estradiol, estriol e progesterona levam a mudanças 

imunológicas durante a gestação, agindo de tal forma a evitar uma resposta imune 

inadequada contra os antígenos paternos que estão presentes no concepto que se 

desenvolve. Ao longo da gestação, o perfil Th1, que é um perfil pró-inflamatório, é 

modificado para um perfil mais anti-inflamatório Th2, no entanto, próximo ao parto o 

perfil de citocinas é modificado novamente para um perfil Th1, de forma a auxiliar e 

promover o trabalho de parto (ROBINSON; KLEIN 2012, NAPSO et al., 2018, EDEY 

et al., 2018). 

 A placenta é um órgão endócrino e transitório, altamente ativo durante toda a 

gestação. Um dos principais eventos iniciais para o estabelecimento da gravidez é o 

desenvolvimento de subpopulações de trofoblasto sendo crucial para a implantação e 

placentação. Os trofoblastos que formam a placenta tem origem do trofoectoderma 

embrionário, sendo a primeira linhagem celular de desenvolvimento em mamíferos 

(PIJNENBORG et al., 1981). Em mamíferos o trofoblasto é contraposto diretamente ao 

sangue materno, sendo considerada uma placenta hemocórica. Durante o processo de 

contato entre o trofoblasto e o sangue materno, o mesmo pode-se diferenciar em 

diferentes subpopulações, como a linhagem intersticial e endovascular, que exibem 

propriedades migratórias e invasivas, além de reconhecer, modificar e estimular outros 

tipos celulares da interfase materno-fetal (ROSARIO et al., 2009). O processo de 

comunicação celular é controlado por fatores maternos, que são liberados e/ou 

expressos pelas células trofoblasticas. A exemplo, temos as integrinas, E-caderinas, 

proteases, citocinas, isso permite que as células trofoblásticas degradem as proteínas da 

matriz extracelular, enquanto a decídua expressa várias proteínas inibitórias que em 

conjunto controlam a invasão das células trofoblásticas (SILVA et al., 2016). Em 

consequência, ocorre substituição das células endoteliais vasculares pelas células 

trofoblásticas, a medida que as artérias uterinas vão sendo remodeladas, formando vasos 

mais permissivos, que assim, facilitam o fluxo sanguíneo adequado para o feto 

(LUNGHI et al., 2007, SILVA et al., 2016). O trofoblasto é subdividido em diferentes 

populações de células, como o citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto, que formam 

conjuntamente o trofoblasto viloso, e há também o trofoblasto extraviloso (KURMAN 

et al., 2014, CIERNA et al., 2015, LEE et al., 2016). 

O trofoblasto viloso está presente na superfície das vilosidades coriônicas, e 

estão envolvidos nas trocas de gases e nutrientes entre a mãe e o feto. Estão envolvidos 
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nas ancoragens de vilosidades coriônicas ao útero, penetrando profundamente a parede 

do útero (até o miométrio). Os citotrofoblastos mononucleares isolados agregam-se e 

fundem-se para formar um sinciciotrofoblasto multinucleado. (TARRADE et al., 2001). 

O citotrofoblasto é representado por células trofoblásticas individualizadas, é a 

camada interna do trofoblasto viloso, que representam células epiteliais com inúmeras 

propriedades (GENBACEV et al., 2000). As mesmas são capazes de se fundirem para 

formar o sinciciotrofoblasto, podem sofrer transformações nas quais os convertem em 

células não proliferativas e altamente invasivas, possuem a capacidade de se adaptar ao 

ambiente, fenocopiando suas células vizinhas, porém, uma das suas mais importantes 

atividades é a capacidade de auxiliar na implantação de um ovócito recém fertilizado ao 

útero. (BAINES; RENAUD 2017). Há duas subpopulações de citotrofoblasto, 

denominadas intersticial e endovascular. O citotrofoblasto intersticial tem como função 

primordial ancorar o concepto em crescimento ao tecido uterino materno, essas células 

podem invadir todo o endométrio e o terço proximal do miométrio, além disso 

produzem hormônios específicos da gravidez (VELICKY et al., 2016). O citotrofoblasto 

endovascular, tem como principal função nas primeiras semanas de gestação penetrar 

nas artérias espirais maternas direcionando o fluxo sanguíneo através da placenta para o 

embrião, mais tarde eles modulam esses vasos de tal forma a aumentar seu calibre, de 

forma a entregar um maior fluxo de sangue para o feto (PIJNENBORG et al., 2006; 

CIERNA et al., 2015; VELICKY et al., 2016). 

O sinciciotrofoblasto é fundamental para o estabelecimento de uma gestação 

normal, portanto, qualquer fator que o prejudique impacta diretamente no 

desenvolvimento embrionário. É uma camada sincicial que se estende sobre ás árvores 

vilosas (TANETTA et al., 2017). O sinciciotrofoblasto é exposto abertamente ao sangue 

materno, tem capacidade de produzir a maioria dos hormônios da gestação como a 

gonadotrofina coriônica humana (hCG), o lactôgenio placentário humano (hPL), 

fosfatase alcalina placentária (PLAP), estradiol, progesterona e regula a difusão de 

alguns gases (oxigênio, dióxido de carbono) e nutrientes, por estar em contato direto 

com o sangue materno, possui múltiplos núcleos e presença de reticulo endoplasmático 

granular (CIERNA et al., 2015). Além disso, tem a capacidade de liberar vesículas 

extracelulares, como exossomos, microvesículas e corpos apoptóticos, e acredita-se que 

durante uma gestação normal, essas vesículas possuem um papel na indução das 

adaptações maternas (MINCHEVA et al., 2014; TANETTA et al., 2017). 
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Os trofoblasto extraviloso foi caracterizado mais recentemente, estando 

envolvidos no processo de implantação, sendo precisamente regulado, confinado ao 

endométrio e ao primeiro terço do miométrio, e às arteríolas espirais, capazes de 

expressar integrinas, moléculas de adesão celular e metaloproteases, além de expressar 

HLA-G, um hormônio que está intimamente relacionado na prevenção da rejeição 

materna (TARRADE et al., 2001, GONG et al., 2017). 

Estudos comprovam que T. gondii coloniza preferencialmente trofoblasto 

extraviloso em comparação com sinciciotrofoblasto (WUJCICKA et al., 2014). O 

motivo pelo qual isso acontece ainda não está bem estabelecido. É possível que 

diferenças na expressão de TLRs e/ou produção de citocinas e demais mediadores 

inflamatórios possam estar envolvidos nestes mecanismos (GIERMAN et al., 2015). 

Diversos estudos já exploram e investigam essa expressão diferencial de TLRs em 

diferentes subpopulações de trofoblasto. Na placenta humana de primeiro trimestre foi 

observada a expressão de TLR2 e TLR4 em citotrofoblasto e trofoblasto extraviloso, 

mas não em sinciciotrofoblasto (WUJCICKA et al., 2014). Em adição, foi observada 

uma expressão limitada de TLRs em células trofoblásticas nos estágios iniciais da 

gestação, o que demonstra que estas células mostram-se menos  capazes de lidar com 

infecções intra-uterinas do que aquelas capazes de expressar normalmente, como os 

macrófagos (WUJCICKA et al., 2014). Em contrapartida, outros estudos apontam que a 

expressão de TLR2, TLR4 e TLR10 é fortemente presente em trofoblastos, além da 

produção de citocinas pró-inflamatórias. Acredita-se que a ativação dos TLRs pelo 

trofoblasto seja significativamente importante na gravidez (SCHATZ et al., 2012; 

TANGERAS et al., 2014). Citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto expressam TLR2, 

TLR3, TLR4, TLR6 e TLR9, sendo que a transcrição dos genes de TLR6 não acontece 

no primeiro trimestre da gestação, sendo assim dependente do tempo para sua ativação. 

Se por intervenção de estímulos externos, em células trofoblásticas houver uma 

expressão limitada de TLRs, as células iniciais mostram-se menos capazes de lidar com 

infecções externas do que aquelas que já se diferenciaram. Sendo assim, os receptores 

do tipo Toll são extremamente importantes para garantir uma proteção materno fetal no 

período gestacional (WUJICKA et al., 2014). 

A escolha de células trofoblásticas para o estudo de receptores do tipo Toll é 

fundamental, sendo uma ferramenta importante para o estudo da placenta e de infecção 

desencadeada por T. gondii na interface materno-fetal e qual o papel de receptores do 
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tipo Toll nesta interação. Uma variedade de linhagens celulares é utilizada atualmente 

como modelos in vitro de células trofoblásticas humanas, como BeWo e JEG-3, que se 

comportam como citotrofoblasto, e HTR-8 que é derivada de trofoblasto extraviloso, 

dentre outras. Estudos demonstram que a linhagem de células BeWo expressa nove dos 

dez RNAm de TLR, enquanto que JEG- 3 expressa oito dos dez tipos de TLRs. Em 

adição, células HTR-8 expressam os receptores Toll do tipo TLR 1, TLR3, TLR4 e 

TLR5 (EQUILS et al., 2006; GIERMAN et al., 2015). Assim, visto que as células 

trofoblásticas expressam quase todos os dez tipos de TLRs, podemos considerar estas 

células como componentes da resposta imune inata na interface materno-fetal, portanto 

são células que estão potencialmente envolvidas na resposta imunológica contra 

patógenos como T. gondii durante a gestação. Sabe-se que a placenta humana expressa 

os dez TLRs conhecidos atualmente, e que alguns influem diretamente no trabalho de 

parto, como exemplo TLR2 e TLR5 (PUDNEY et al., 2016) e que além disso são 

amplamente expressos entre a 6-12° semana de gestação. Além do mais, foi identificado 

em placentas pré-termo e a termo a proteína TLR2 e/ou TLR4 (PATNI et al., 2009), 

entretanto foi observado expressão preferencial de TLR4 nesse modelo ex vivo 

(BEIJAR et al., 2006; PATNI et al., 2009). 

Considerando que a resposta imune contra T. gondii é preferencialmente pró-

inflamatória e dependente de TLRs (MELO et al., 2011; DUPONT et al., 2012), que 

existe uma ampla expressão de TLRs na interface materno-fetal, especialmente nas 

células trofoblásticas (GIERMAN et al., 2015), e que a forma congênita da 

toxoplasmose é um grave problema de saúde pública no Brasil e em outras regiões do 

mundo (DUBEY et al., 2012), torna-se extremamente necessário investigar o papel de 

TLRs, principalmente TLR4, na infecção por T. gondii em células trofoblásticas 

humanas. Ainda não tem nada esclarecido na literatura científica se TLR4 executa uma 

função protetora contra T. gondii em células trofoblásticas, ou se o próprio parasito 

pode manipular a resposta desencadeada por TLR4 com o propósito de evadir dessa 

resposta imune. Os resultados obtidos com este projeto poderão propiciar 

conhecimentos essenciais na elaboração de futuras formas terapêuticas contra T. gondii 

na gestação, reduzindo significativamente as taxas de toxoplasmose congênita e 

impactando consideravelmente na qualidade de vida das crianças e recém-nascidos 

infectados congenitamente. 
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2. OBJETIVO 

Avaliar e comparar a influência da via de Toll-like receptor 4 em células trofoblásticas 

de três linhagens diferentes, BeWo e JEG-3 representantes de trofoblasto viloso, e 

HTR-8/SVneo representante de trofoblasto extraviloso, e em explantes de vilos 

humanos coriônicos. 

 

2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar a proliferação intracelular de T. gondii em células e explantes ativados 

com LPS de Escherichia coli; 

 Avaliar a produção de citocinas em células e explantes infectados ou não e 

tratados com LPS; 

 Avaliar a proliferação intracelular de T. gondii em células e explantes tratados 

com inibidores da via de TLR4 (MyD88 e TRIF). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Cultura de células BeWo, JEG-3 e HTR-8/SVneo 

Células trofoblásticas humanas (BeWo, JEG-3 e HTR8/SVneo) foram adquiridas 

do American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA) e mantidas em 

frascos de cultura em meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado 

com 100 U / mL de penicilina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), 100 μg / 

mL de estreptomicina (Sigma) e 10% de soro bovino fetal (FBS) (Cultilab) em uma 

incubadora umidificada a 37°C e 5% de CO2
 (DA SILVA et al., 2017). O Comitê de 

Ética da Universidade Federal de Uberlândia, MG, Brasil, comunica que estudos 

realizados com linhagens celulares adquiridos comercialmente não necessitam de 

aprovação ética por este comitê (Protocolo nº 13/2012). 

3.2. Amostras de placenta humana e cultura de explantes vilosos coriônicos 

Placentas humanas de terceiro trimestre (n=5) foram adquiridas de pacientes 

grávidas após partos cesarianos eletivos (36-40 semanas de gestação) no Hospital de 

Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia (HC-UFU), MG, Brasil. Os tecidos 

placentários foram coletados somente se as gestantes não apresentassem evidências de 

pré-eclâmpsia, hipertensão, doença cardíaca, diabetes, doenças infecciosas como 

toxoplasmose e outras manifestações que pudessem interferir nos resultados deste 

estudo. A coleta do tecido placentário foi autorizada de acordo com o Comitê de Ética 

da Universidade Federal de Uberlândia, MG, Brasil (Número de Aprovação: 

2.360.812). 

Após a coleta, o tecido placentário foi lavado com solução salina tamponada 

com fosfato (PBS) estéril para remover qualquer excesso de sangue, e a dissecção das 

vilosidades foi realizada usando um estereomicroscópio. Em seguida, vilosidades 

coriônicas flutuantes terminais foram coletadas, colocados em placas de 96 poços (uma 

por poço) e cultivadas em 200 µl de RPMI 1640 suplementado com 10% de FBS, 

penicilina e estreptomicina para 24 h a 37°C e 5% de CO2. O volume dos explantes 

vilosos foi de aproximadamente ~ 10 mm3 (DA SILVA et al., 2017). 

3.3. Manutenção de taquizoítos de T. gondii (clone 2F1) 

Taquizoítos de T. gondii (clone 2F1), derivados da cepa RH altamente virulenta 

e expressando o gene da β-galactosidase, foram gentilmente cedidos pelo Dr. Vern 

Carruthers da Escola de Medicina da Universidade de Michigan (EUA). O parasita foi 
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mantido em frascos de cultura contendo células BeWo em meio RPMI 1640 

suplementado com penicilina, estreptomicina e 2% de FBS a 37°C e 5% de CO2 (DA 

SILVA et al., 2017). 

3.4. Ativação de TLR4 por LPS e infecção por T. gondii em células trofoblásticas 

humanas BeWo, JEG-3 e HTR-8/SVneo 

Células BeWo, JEG-3 ou HTR-8/SVneo foram adicionadas separadamente em 

placas de 96 poços (3x104/200 µL/poço) em meio RPMI 1640 com 10% de FBS a 37°C 

e 5% de CO2. Após 6h em cultura, as células foram tratadas com lipopolissacarídeo 

(LPS) (InvivoGen, San Diego, CA, EUA), um ativador clássico da via de TLR4, a 

1µg/mL em meio a 10%. Após 24 h, as células foram infectadas com taquizoítos de T. 

gondii (clone 2F1), na proporção de 3 parasitos por célula (3:1), e novamente tratadas 

com 1 µg/mL de LPS em meio RPMI com 2% de FBS a 37°C e 5% de CO2 por 

adicionais 24 h, totalizando 24 h de infecção por T. gondii e 48 h de tratamento com 

LPS (LPS 48h + T. gondii).  Em paralelo, células BeWo, JEG-3 ou HTR-8/SVneo 

foram cultivadas em placas de 96 poços (3x104/200 µL/poço) por 24h, infectadas por T. 

gondii (3:1) e tratadas com 1 µg/mL de LPS em meio RPMI com 2% de FBS a 37°C e 

5% de CO2 por mais 24h, totalizando 24 h de infecção por T. gondii e 24 h de 

tratamento com LPS (LPS 24h + T. gondii). Como controle, as células foram infectadas 

e não tratadas com LPS (meio + T. gondii), ou não infectadas e tratadas com LPS (LPS 

24h), ou não infectadas e não tratadas (meio).  

Após 24 h de infecção e/ou tratamento com LPS por 24 ou 48h, os 

sobrenadantes livres de células foram coletados e congelados a -80°C para posterior 

dosagem de citocinas por ELISA. Paralelamente, as células foram processadas para o 

ensaio de proliferação intracelular de T. gondii pela reação colorimétrica de β-

galactosidase, conforme nossos estudos prévios (BARBOSA et al., 2015, DA SILVA et 

al., 2017). A proliferação intracelular de T. gondii foi apresentada como número de 

taquizoítos obtido de acordo com uma curva padrão contendo taquizoítos livres (1 × 106 

a 15,6 × 103). Três experimentos independentes em  doze replicatas foram realizados. 

3.5. Ativação de TLR4 por LPS e infecção por T. gondii em explantes de vilos 

coriônicos humanos  

A proliferação intracelular de T. gondii foi também investigada em explantes 

vilosos tratados ou não com LPS.  
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Os vilos coriônicos humanos foram coletados e cultivados em placas de 96 

poços (um por poço) em meio RPMI 1640 com 10% de FBS a 37°C e 5% de CO2, 

conforme descrito anteriormente. Após 6h em cultura, os vilos foram tratados com LPS 

a 1 µg/mL em meio a 10%. Após 24 h, os vilos foram infectados com 1x106 taquizoítos 

de T. gondii (clone 2F1) e novamente tratados com 1 µg/mL de LPS em meio RPMI 

com 10% de FBS a 37°C e 5% de CO2 por adicionais 24 h, totalizando 24 h de infecção 

por T. gondii e 48 h de tratamento com LPS (LPS 48h + T. gondii).  Em paralelo, vilos 

foram cultivados em placas de 96 poços, infectados por T. gondii (1x106) e tratados com 

1 µg/mL de LPS em meio RPMI com 2% de FBS a 37 °C e 5% de CO2 por mais 24h, 

totalizando 24 h de infecção por T. gondii e 24 h de tratamento com LPS (LPS 24h + T. 

gondii). Como controle, os vilos foram infectados e não tratados com LPS (meio + T. 

gondii), ou não infectados e tratados com LPS (LPS 24h), ou não infectados e não 

tratados (meio).  

Após 24h de infecção e/ou tratamento com LPS por 24 ou 48h, os sobrenadantes 

livres foram coletados e congelados a -80 °C para posterior dosagem de citocinas por 

ELISA. Para avaliar a proliferação intracelular de T. gondii nas amostras de explantes 

de vilos, estes foram lisados pela adição de 150 μL de tampão RIPA [Tris-HCl 50 mM, 

NaCl 150 mM, 1% Triton X-100, 1% desoxicolato de sódio (p/ v) e 0.1% (p/v) dodecil 

sulfato de sódio (SDS), pH 7,5] suplementado com coquetel de inibidor de protease 

(Complete, Roche Diagnostic, Mannheim, Alemanha) e homogeneizados em nitrogênio 

líquido para extração de proteína total. O homogeneizado foi centrifugado a 15.000 rpm 

por 15 min a 4 °C e o sobrenadante foi coletado para mensurar a proteína total (μg/mL) 

usando o ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976). Alíquotas de 20 μL de cada amostra 

foram utilizadas para determinar a proliferação intracelular de T. gondii por ensaio de β-

galactosidase, conforme descrito anteriormente. Em seguida, os dados do número de 

taquizoítos foram normalizados de acordo com a concentração proteica de cada vilo, 

mostrando o número de taquizoítos por μg de tecido (DA SILVA et al., 2017). Quatro 

amostras de placentas diferentes foram coletadas e quatro experimentos independentes 

foram realizados em dezesseis replicatas. 

3.6. Tratamento com inibidores de MyD88 ou TRIF em células trofoblásticas 

humanas BeWo, JEG-3 e HTR-8/SVneo e infecção por T. gondii 

Após avaliar o efeito da ativação clássica de TLR4 por LPS na modulação da 

carga parasitária nas três linhagens celulares BeWo, JEG-3 e HTR-8/SVneo, nós 
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buscamos verificar qual das vias dependentes de TLR4 estariam envolvidas nesta 

modulação da infecção por T. gondii, MyD88 e/ou TRIF.   

Com este propósito, as células foram cultivadas em placas de 96 poços 

(3x104/200 µL/poço) por 24 h em meio RPMI 1640 com 10% de FBS a 37°C e 5% de 

CO2. Posteriormente, as células foram pré-incubadas com peptídeos inibidores da via de 

TLR4, peptídeo Pepinh-MYD (InvivoGen, San Diego, CA, EUA) ou peptídeo Pepinh-

TRIF (InvivoGen) na concentração de 5 µM, na presença ou ausência de LPS (1µg/ml) 

em meio RPMI com 10% de FBS a 37°C e 5% de CO2. Como controle da inibição de 

MyD88 ou TRIF, as células foram tratadas com 5 µM de peptídeos controles 

(InvivoGen) correspondentes a cada peptídeo inibidor, ou foram tratadas apenas com 

meio RPMI com 10% de FBS. Após 6 h de tratamentos, as células foram infectadas 

com taquizoítos de T. gondii (3:1) e mantidas por adicionais 24 h em cultura. 

Finalmente, as células foram coletadas e processadas para o ensaio de proliferação 

intracelular de T. gondii pela reação colorimétrica da β-galactosidase, conforme descrito 

anteriormente (Barbosa et al., 2014, DA SILVA et al., 2017). A proliferação intracelular 

de T. gondii foi demonstrada como número de taquizoítos obtido de acordo com uma 

curva padrão de referência contendo taquizoítos livres (de 1 × 106 a 15,6 × 103). Foram 

realizados dois experimentos independentes em seis replicatas. 

3.7. Tratamento com inibidores de MyD88 ou TRIF em explantes de vilos 

coriônicos humanos e infecção por T. gondii  

Após avaliar o efeito da ativação clássica de TLR4 por LPS na modulação da 

carga parasitária em explantes de vilos coriônicos humanos, nós também buscamos 

verificar qual das vias dependentes de TLR4 estariam envolvidas nesta modulação da 

infecção por T. gondii nos vilos, MyD88 e/ou TRIF.   

Com este propósito, os vilos foram cultivados em placas de 96 poços (um por 

poço) por 24 h em meio RPMI 1640 com 10% de FBS a 37°C e 5% de CO2. 

Posteriormente, os vilos foram pré-incubados com peptídeos inibidores da via de TLR4, 

Pepinh-MYD ou peptídeo Pepinh-TRIF na concentração de 5 µM, na presença ou 

ausência de LPS (1µg/ml) em meio RPMI com 10% de FBS a 37°C e 5% de CO2. 

Como controle da inibição de MyD88 ou TRIF, os vilos foram tratados com 5 µM de 

peptídeos controles correspondentes a cada peptídeo inibidor, ou foram tratados apenas 

com meio RPMI com 10% de FBS. Após 6 h de tratamentos, os vilos foram infectados 

com taquizoítos de T. gondii (1x106) e mantidos por adicionais 24 h em cultura. 
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Finalmente, os vilos foram coletados e processados para o ensaio de proliferação 

intracelular de T. gondii pela reação colorimétrica da β-galactosidase, conforme descrito 

anteriormente (DA SILVA et al., 2017). A proliferação intracelular de T. gondii foi 

demonstrada como número de taquizoítos obtido de acordo com uma curva padrão de 

referência contendo taquizoítos livres (de 1 × 106 a 15,6 × 103). Os dados do número de 

taquizoitos foram normalizados de acordo com a concentração proteica de cada vilo, 

mostrando o número de taquizoítos por μg de tecido. Foi realizado um experimento em 

seis replicatas. 

3.8. Reação de β-galactosidase 

 Amostras de taquizoítos de T. gondii (2F1) e células BeWo, JEG-3 e HTR-

8/SVneo infectadas, provenientes das diversas condições experimentais acima descritas, 

foram lisadas com 100 µl de tampão de lise RIPA [50mM de Tris-HCL, 150 Mm de 

NaCl, 1% de Triton X-100, 1% (peso/volume) de deoxicolato de sódio e 0,1% 

(peso/volume) de dodecil sulfato de sódio (SDS), pH 7,5)] durante 30 minutos e 

incubados com 100µl de tampão de ensaio (PBS a 100 mM pH 7,3; 9 mM de MgCl2 e 

102 mM de β-mercaptoetanol) e 40 µL de CPRG (chlorophenol red-D-

galactopyranoside; Roche Diagnostic, Manhein, Alemanha) a 6,25 mM por adicionais 

30 minutos. Após esse período, a atividade enzimática da β-galactosidade foi mensurada 

a 570 nm usando leitor de microplacas (Titertek Multisak Plus, Flow Laboratories) e os 

dados foram apresentados como índice de proliferação intracelular de T. gondii (β-gal – 

número total de taquizoítos) de acordo com as referências de curva padrão. 

Para os vilos coriônicos humanos, primeiramente foi adicionado tampão RIPA 

contendo inibidor de proteases (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha). Em 

seguida, os vilos foram macerados para extração de proteínas, sendo centrifugado a 

15.000 rpm por 10 minutos para posterior coleta de sobrenadante. Posteriormente foi 

dosado o nível proteico das amostras pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). 

Alíquotas de 20µl de cada amostra foram utilizadas para o ensaio de β-galactosidase, 

conforme acima descrito, com o objetivo de normalizar o índice de proliferação de T. 

gondii (número total de taquizoítos) de acordo com a quantidade de proteína total das 

amostras de vilos. 

3.9. Dosagem de citocinas por ELISA 

As citocinas humanas IL-6, IL-8, IFN-γ,TNF, MIF, IL-10  e TGF-β1 foram 

mensuradas nos sobrenadantes de cultura de células BeWo , JEG-3 e HTR-8/SVneo e 
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em explantes de vilos coriônicos provenientes das diversas condições experimentais 

descritas acima. As dosagens destas citocinas nos sobrenadantes foram realizadas 

usando o teste imunoenzimático ELISA, de acordo com as instruções dos fabricantes 

(BD Biosciences, San Jose, CA, EUA; R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). 

Os dados foram expressos em pg/mL para células BeWo, JEG-3 e HTR-

8/SVneo, enquanto que para explantes vilosos, os dados foram normalizados de acordo 

com a concentração protéica de cada vilo, conforme no item 3.8. Portanto, para 

explantes vilosos, os dados sobre citocinas foram obtidos pela razão entre a 

concentração de citocinas em pg/mL e a concentração de proteína total do ensaio de 

Bradford em μg/mL, resultando na dosagem de citocinas em pg/μg de tecido. Os limites 

de detecção foram determinados a partir das curvas padrão de cada citocina.  IL-6: 4,7 

pg/mL; IL-8: 3,125 pg/mL, IL-10: 7,8 pg/mL, IFN-y, 4,7 pg/mL TNF: 7,8 pg/mL; MIF: 

7,8 pg/mL e TGF-β1: 125 pg/mL. 

3.9.1. Análise estatística 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM) dos 

grupos experimentais utilizando o GraphPad Prisma Software 5.0 (GraphPad Software, 

Inc., San Diego, CA, EUA). As diferenças entre os grupos foram avaliadas por One-

Way ANOVA com o teste post-hoc de comparação múltipla de Bonferroni, ou 

Kruskall-Wallis com o teste post-hoc de comparação múltipla de Dunns, quando 

apropriado. Diferenças estatísticas foram consideradas significativas quando P <0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. A ativação de TLR4 por LPS reduziu a proliferação intracelular de T. gondii 

em células BeWo e em explantes de vilos coriônicos humanos 

Primeiramente, nós avaliamos se a ativação da via de TLR4 teria algum efeito 

significativo na proliferação intracelular de T. gondii em células BeWo, JEG-3 e HTR-

8/SVneo. Com este propósito, as células foram tratadas com LPS por 24 ou 48 h, 

processadas para o ensaio de β-galactosidase e analisadas quanto ao número total de 

taquizoítos.   Foi observado que o tratamento por 24 ou 48 h com LPS induziu 

significativa redução do número de taquizoítos em células BeWo quando comparado às 

células não tratadas (meio) (P < 0.05, Fig. 1A). Em células JEG-3, quando a via de 

TLR4 foi ativada por 24 h, não houve diferença estatística significante na replicação do 

parasito, porém, quando essas células foram tratadas com LPS por 48 h, houve aumento 

significativo na proliferação intracelular de T. gondii em relação às células não tratadas 

(P < 0.05, Fig. 1B). Por outro lado, células HTR-8/SVneo não demonstraram nenhuma 

alteração significativa no crescimento intracelular de T. gondii, independentemente do 

tempo de tratamento com LPS, quando comparado com células não tratadas (Fig. 1C).  

Em segundo momento, nós investigamos se a ativação da via de TLR4 teria 

algum efeito significativo na proliferação intracelular de T. gondii em vilos coriônicos 

humanos. Foi observada uma significativa redução do número de taquizoítos após 48 h 

de tratamento com LPS em vilos placentários se comparado aos vilos não tratados (P < 

0.05, Fig. 2).  

Portanto, estes dados demonstraram que células BeWo e vilos coriônicos, mas 

não células JEG-3 e HTR-8/ SVneo, responderam a ativação de TLR4 reduzindo a 

proliferação intracelular de T. gondii.  

4.2. LPS induz menor produção de TGF-β1, IL-10, TNF e maior secreção de IFN-γ 

em células BeWo infectadas por T. gondii 

Após observar a redução da proliferação intracelular de T. gondii em células 

BeWo tratadas com LPS, foi realizado o teste ELISA no sobrenadante de cultura destas 

células para verificar o perfil de produção de citocinas após ativação de TLR4 (Fig. 3).  

Células BeWo não tratadas com LPS e infectadas por T. gondii demonstraram 

maior produção de IL-10 e TNF, porém menor secreção de IFN, em comparação com 
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células não tratadas e não infectadas (P < 0.05, Fig. 3B-D). Entretanto, na ausência de 

infecção por T. gondii, células BeWo tratadas com LPS por 24 h aumentaram a 

produção de IL-10 e TNF (P < 0.05) e não alteraram significativamente os níveis de 

TGF-β1 e IFN, quando comparado às células não infectadas e não tratadas (P < 0.05, 

Fig. 3A-D).  

Com relação a células BeWo infectadas e tratadas com LPS, independentemente 

do tempo de tratamento, nós observamos uma significante redução na secreção de TGF-

β1 e IL-10 em relação às células não infectadas e não tratadas, não infectadas e tratadas 

com LPS, ou infectadas e não tratadas (P < 0.05, Fig. 3A-B). Em adição, células BeWo 

infectadas e tratadas por 48 h com LPS reduziram significativamente a secreção de IL-

10 quando comparado às células infectadas e tratadas com LPS por 24 h (P < 0.05, Fig. 

3A). O tratamento com LPS por 24 h em células BeWo infectadas induziu diminuição 

na produção de TNF e IFN se comparado às células não infectadas e tratadas ou 

infectadas e não tratadas (P < 0.05), ou não infectadas e não tratadas (P<0.05), 

respectivamente (Fig. 3C-D). Por outro lado, o tratamento por 48 h com LPS 

proporcionou redução de TNF e significativo aumento de IFN em comparação às 

células não tratadas e não infectadas, tratadas e não infectadas, não tratadas e infectadas, 

ou tratadas por 24 h e infectadas (P < 0.05, Fig. 3C-D).   

Finalmente, os níveis de IL-6, MIF e IL-8 foram maiores em células BeWo 

infectadas, independentemente da presença de tratamento por LPS, quando comparado 

às células não tratadas e não infectadas ou tratadas e não infectadas (Figura Suplementar 

1).  

Portanto, LPS foi capaz de induzir menor produção de TGF-β1, IL-10, TNF e 

maior secreção de IFN em células BeWo infectadas por T. gondii.  

4.3. LPS induz maior produção de TGF-β1, IL-10, TNF e IFN-γ em células JEG-3 

infectadas por T. gondii, em um modo tempo dependente 

Após verificar o aumento da proliferação intracelular de taquizoítos de T. gondii 

em células JEG-3 tratadas com LPS, foi realizado o teste ELISA no sobrenadante de 

cultura destas células para verificar o perfil de produção de citocinas após ativação de 

TLR4 (Fig. 4).  

Células JEG-3 não infectadas e tratadas com LPS por 24 h, ou células infectadas 

por T. gondii e não tratadas com LPS, apresentaram menor produção de IL-10 e TNF, 
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porém maior secreção de IFN, em relação a células não infectadas e não tratadas  (P < 

0.05, Fig. 4B-D).  

 Nós observamos também que células JEG-3 infectadas e tratadas com LPS por 

48 horas mostraram aumento na secreção de TGF-β1 quando comparado com todas as 

demais condições experimentais (P<0.05, Fig. 4A). Em relação a produção de IL-10, 

foi possível observar uma redução na sua produção em células JEG-3 infectadas e 

tratadas com LPS quando comparado às células não infectadas e não tratadas (P< 0.05), 

porém a infecção e o tratamento com LPS por 24 h promoveram maiores níveis de IL-

10 em relação às células infectadas e não tratadas (P<0.05, Fig. 4B). Em adição, o 

tratamento com LPS por 48 h em células infectadas induziu menor liberação de IL-10 se 

comparado com células não infectadas e tratadas ou infectadas e tratadas por 24 h (P < 

0.05, Fig. 4B).  Com relação a TNF, nós observamos que quando as células são 

infectadas e estimuladas com LPS por 48 h, houve maior produção dessa citocina 

quando comparado ao controle infectado, células não infectadas e tratadas, ou ainda 

células infectadas e tratadas por 24 h (P<0.05, Fig. 4C). Observou-se também que 

ocorreu aumento da secreção de IFN-γ em células JEG-3 infectadas e tratadas por 24 h 

em comparação com células não infectadas e tratadas (P< 0.05), enquanto que células 

infectadas e tratadas por 48 h promoveram maior secreção de IFN quando comparada às 

células não infectadas e tratadas, infectadas e não tratadas ou infectadas e tratadas por 

24 h (P < 0.05, Fig. 4D). 

Finalmente, os níveis de IL-6 e MIF foram maiores em células JEG-3 infectadas, 

independentemente da presença de tratamento por LPS, e não houveram alterações 

significativas nos níveis de IL-8, quando comparado às células não tratadas e não 

infectadas ou tratadas e não infectadas (Figura Suplementar 2). 

Portanto, maior produção de TGF-β1, IL-10, TNF e IFNγ foi induzida após 24 

e/ou 48 h de tratamento com LPS em células JEG-3 infectadas por T. gondii.  

4.4. LPS induz maior produção de IL-10, IFN-γ, MIF, e níveis reduzidos de TGF-

β1 e TNF em células HTR-8/SVneo infectadas com T. gondii 

 Após verificar que não houveram alterações significativas na proliferação 

intracelular de T. gondii em células HTR-8/SVneo tratadas em diferentes tempos com 

LPS, foi realizado o ELISA para averiguar os níveis de citocinas nos sobrenadantes 

coletados (Fig. 5). 
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Células HTR-8/SVneo infectadas por T. gondii e não tratadas com LPS 

demonstraram menor produção de IL-10 e maior secreção de IFN e MIF se comparado 

às células não infectadas e não tratadas (P < 0.05, Fig. 5B, D-E). No entanto, células 

não infectadas e tratadas com LPS por 24 h mostraram menores níveis de TGF-β1 e IL-

10, e maiores níveis de IFN-y em comparação com o meio sem infecção (P < 0.05, Fig. 

5A-B, D).  

Com relação a produção de TGF-β1 e IL-10 em células infectadas e tratadas com 

LPS por 24 h, nós observamos uma diminuição na produção dessas citocinas em relação 

ao meio não infectado (P<0.05, Fig. 5A-B). Em adição, células infectadas e tratadas 

com LPS por 48 h aumentaram a liberação de IL-10 quando comparado às células não 

infectadas e tratadas ou infectadas e não tratadas (P<0.05, Fig. 5B). Para as citocinas 

pró-inflamatórias, a infecção pelo parasito e o tratamento com LPS induziram menor 

produção de TNF e MIF se comparado às células não infectadas e não tratadas, não 

infectadas e tratadas, infectadas e não tratadas, ou às células somente infectadas e não 

tratadas, respectivamente (P<0.05, Fig. 5C, E). Finalmente, células infectadas e tratadas 

com LPS mostraram maiores níveis de IFN quando comparado às células não infectadas 

e tratadas ou infectadas e não tratadas (P<0.05, Fig.5D). Os níveis de IL-6 e IL-8 foram 

maiores em células HTR-8/SVneo infectadas, independentemente da presença de 

tratamento por LPS, quando comparado às células não tratadas e não infectadas ou 

tratadas e não infectadas (Figura Suplementar 3). 

Portanto, maior produção de IL-10, IFN e MIF, bem como níveis reduzidos de 

TGF-β1 e TNF, foram induzidos após 24 e/ou 48 h de tratamento com LPS em células 

HTR-R/SVneo infectadas por T. gondii.  

4.5. LPS induz maior produção de TGF-β1, IL-10 e IFN-γ em vilos coriônicos 

humanos infectados por T. gondii 

Após verificar a diminuição na proliferação intracelular de T. gondii em 

explantes de vilos coriônicos humanos de terceiro trimestre gestacional tratados com 

LPS, foi realizado o teste ELISA no sobrenadante dos vilos para verificar o perfil de 

secreção de citocinas (Fig. 6).  

Explantes de vilos coriônicos infectados por T. gondii e não tratados com LPS 

mostraram aumento apenas de TNF quando comparado aos vilos não infectados e não 

tratados (P < 0.05, Fig. 6C). Entretanto, aumento de IL-10 e IFN foram observados em 
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vilos apenas infectados em comparação com vilos não infectados e tratados com LPS 

por 24 h (P < 0.05, Fig. 6B, D). Em adição, vilos não infectados e tratados por 24 h com 

LPS demonstraram significante produção de IL-10 e TNF em comparação ao meio não 

infectado (P< 0.05, Fig. 6B-C). Vilos infectados e tratados com LPS por 48 h foram 

capazes de aumentar significativamente a secreção de TGF-β1, IL-10 e IFN em 

comparação com ao vilo não infectado e não tratado, infectado e não tratado ou ainda 

não infectado e tratado com LPS, exceto para IL-10 (P< 0.05, Fig. 6A-B, D). Por outro 

lado, vilos infectados e tratados por 48 h reduziram de modo significativo a produção de 

TNF em relação aos vilos não infectados e tratados, infectados e não tratados, ou ainda 

infectados e tratados por 24 h (P < 0.05, Fig. 6C). Também, vilos infectados e tratados 

por 24 h aumentaram os níveis de TNF e IFN-γ quando comparado ao meio não 

infectado ou ao vilo não infectado e tratado, respectivamente (P < 0.05, Fig. 6C-D). 

As citocinas IL-8 e MIF foram reduzidas em todas as condições experimentais 

em comparação a vilos não tratados e não infectados (P< 0.05), enquanto nenhuma 

alteração significativa foi observada para produção de IL-6 (Figura Suplementar 4).  

Portanto, LPS foi capaz de induzir maior produção de TGF-β1, IL-10 e IFN em 

vilos coriônicos humanos infectados por T. gondii.   

4.6. Os tratamentos com Pepinh-MYD e Pepihn-TRIF juntamente com LPS 

alteram o parasitismo em células BeWo e em vilos coriônicos humanos de terceiro 

trimestre gestacional infectados com taquizoítos de Toxoplasma gondii 

Numa terceira etapa de experimentos, após verificar susceptibilidade a infecção 

por T. gondii em células e vilos placentários mediante ativação de TLR4 por LPS, bem 

como a produção de citocinas consequente deste tratamento, nós buscamos avaliar quais 

papéis as vias intracelulares dependentes de TLR4 poderiam ter no parasitismo. Com 

este propósito, nós usamos peptídeos inibidores das proteínas intracelulares MyD88 e 

TRIF. Assim, o ensaio de β- galactosidase foi realizado com o objetivo de avaliar o 

índice de proliferação intracelular de T. gondii em células BeWo, JEG-3 e HTR-

8/SVneo, (Fig. 7) e vilos coriônicos humanos (Fig. 8), tratados com o peptídeo Pepinh-

MYD, inibidor da sinalização de MyD88 e consequentemente bloqueador da via de 

TLR4, ou o peptídeo Pepinh-TRIF, inibidor de TRIF e também de sinalização 

dependente de TLR4. Em paralelo, peptídeos controle (Controle Pepinh-MYD e 

Controle Pepinh-TRIF) foram utilizados para excluir qualquer efeito deste tratamento 

específico com peptídeos nos resultados obtidos.  
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Células BeWo tratadas com Controle Pepinh-MYD ou Controle Pepinh-TRIF 

não mostraram qualquer alteração significante na replicação de T. gondii quando 

comparado às células não tratadas (meio,Fig. 7A). No entanto, células BeWo tratadas 

com Pepinh-MYD reduziram significativamente a replicação do parasito quando 

comparado às células que receberam o respectivo peptídeo controle (Controle Pepinh-

MYD), independentemente da presença de LPS concomitante (P<0.05, Fig. 7A-B). 

Entretanto, quando o mesmo procedimento foi realizado com Pepinh-TRIF, ocorreu 

significativo aumento do número total de taquizoítos em comparação ao peptídeo 

controle (Controle-Pepinh-TRIF), independentemente do tratamento com LPS (P< 0.05, 

Fig. 7A-B). Estes dados demonstraram que a via de Myd88 não possuiu ação tão 

significativa ao combate do parasitismo no modelo de trofoblasto viloso BeWo, 

entretanto quando bloqueamos a via de TRIF, houve um aumento do parasitismo, nos 

levando a ressaltar que TRIF pôde exercer papel significativo ao combate do 

parasitismo em células BeWo. 

Com relação as células JEG-3, o tratamento com Pepihn-MYD ou Pepinh-TRIF 

não induziu qualquer diferença significante na proliferação de T. gondii em relação aos 

respectivos controles, independentemente do tratamento concomitante com LPS (Fig. 

7C-D). Estes dados mostraram que nenhuma das vias intracelulares ativadas por TLR4 

(MyD88 ou TRIF) influenciaram na susceptibilidade a infecção por T. gondii neste 

modelo de trofoblasto humano viloso, JEG-3. Nós observamos que, em células HTR-

8/SVneo, o tratamento com o peptídeo controle Controle Pepinh-TRIF ou inibidor 

Pepinh-TRIF induziu redução da replicação de T. gondii em relação às células não 

tratadas (meio, P< 0.05, Fig. 7E).  Em adição, nenhum efeito significativo foi observado 

para o peptídeo controle Controle Pepinh-MYD, entretanto o tratamento das células 

HTR-8/SVneo com o inibidor Pepihn-MYD reduziu significativamente a replicação 

parasitária quando comparado aos respectivos controles (meio e Controle Pepinh-MYD) 

na ausência de LPS (P< 0.05, Fig. 7E). Porém, na presença de LPS, nenhum efeito 

significativo dos inibidores de MyD88 ou TRIF foi observado em relação aos 

respectivos controles (Fig. 7F). 

Finalmente, com relação ao vilo coriônico humano, após 24 horas de tratamento, 

observou-se que não houve diferença significativa no parasitismo em nenhuma condição 

onde foram utilizados apenas os peptídeos Pepinh-MYD ou Pepinh-TRIF (Fig. 8A). 

Entretanto, observou-se que quando MyD88 foi bloqueado pelo peptídeo inibidor na 
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presença de LPS, um significante aumento na proliferação de T. gondii foi detectada 

quando comparado ao respectivo controle (P<0.05, Fig. 8B). Não foram observadas 

diferenças significantes entre o respectivo controle e o inibidor da via de TRIF com 

presença de LPS em vilos coriônicos humanos (Fig. 8B).  
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5. DISCUSSÃO 

Toll-like receptor (TLRs) são receptores que induzem a produção e liberação de 

citocinas pró-inflamatórias para desencadear uma resposta imune eficiente contra 

patógenos (ASHOUR et al., 2015). Estudos demonstram que TLR4 desempenha 

importante papel na patogênese de diversas doenças infecciosas como a hepatite B, 

desde que sua ativação é capaz de reprimir o vírus em diversas linhagens celulares 

(DAS et al., 2016). Em adição, TLR4 mostra-se também importante na artrite 

reumatoide (AR), quando sua ativação induz liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

(LI et al., 2014), ou na sepse grave e no choque séptico, onde a ativação de TLR4 e 

consequente fosforilação de NF-ҡb pode ocasionar exacerbada inflamação, tornando 

estes mediadores inflamatórios importantes alvos terapêuticos na terapia da sepse 

(WITTEBOLE et al., 2010). Portanto, neste presente estudo, nós avaliamos a 

participação funcional de TLR4 na infecção por T. gondii em células trofoblásticas 

humanas e em explantes de vilos humanos coriônicos de terceiro trimestre gestacional.  

Inicialmente, nós verificamos o efeito da ativação de TLR4 por LPS com 24 e 

48h em linhagens celulares humanas transformadas de citotrofoblasto, BeWo e JEG-3, e 

trofoblasto extraviloso, HTR-8/SVneo, além de explantes de vilos coriôncos humanos 

de terceiro trimestre gestacional infectados com taquizoítos de T. gondii. Nós 

observamos que a ativação de TLR4 por LPS em células BeWo, independentemente do 

tempo de tratamento, promoveu redução significante no número total de taquizoítos.  

Portanto, a ativação de TLR4 foi eficiente no controle da infecção nesta linhagem 

celular BeWo. Estes resultados estão de acordo com um estudo prévio que demonstrou 

que células BeWo expressam nove dos dez TLRs amplamente conhecidos, dentre eles 

TLR4 (GIERMAN et al., 2015). No entanto, em células JEG-3, não foi possível 

observar diferença significante na proliferação intracelular do parasito quando ás células 

foram tratadas com LPS por 24 h, mas quando a via de TLR4 foi estimulada por 48 h, 

houve significativo aumento do número total de taquizoítos. Assim, é possível concluir 

que a ativação de TLR4 em células JEG-3 não foi eficiente no controle do parasitismo. 

Esses resultados estão de acordo com um estudo prévio que demonstrou que células 

JEG-3 expressam níveis menores de TLRs (GIERMAN et al., 2015). Nós verificamos 

também que células HTR-8/SVneo não demonstraram diferença no crescimento de T. 

gondii em nenhum dos tratamentos com LPS, sugerindo que a via de TLR4 não foi 

ativada nesse tipo de linhagem celular. Estudos corroboram com nossa hipótese, pois foi 
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relatado que linhagens celulares que são transfectadas com o vírus SV40, como a HTR-

8/SVneo, são mais restritas na expressão de TLRs quando comparado às linhagens de 

trofoblasto derivadas de coriocarcinoma. Em adição, o mesmo estudo relatou que LPS 

não estimula uma resposta eficiente na modulação de citocinas nesse tipo celular HTR-

8/SVneo (GIERMAN et al., 2015). Considerando os dados de proliferação de T. gondii 

nestas três linhagens celulares humanas de trofoblasto, pode-se concluir que BeWo 

responde a ativação de TLR4 reduzindo a replicação de T. gondii, e HTR-8/SVneo e 

JEG-3 não ativam eficientemente TLR4, uma vez que não alteraram ou aumentaram o 

crescimento do parasito, respectivamente. Estes resultados demonstram que linhagens 

celulares humanas de trofoblasto podem responder distintamente à infecção por T. 

gondii quando submetidas aos mesmos tratamentos e/ou estímulos para ativação de 

TLR4.  

Em uma segunda etapa de experimentos, nós buscamos avaliar o efeito da 

ativação de TLR4 na proliferação de T. gondii em vilos coriônicos humanos de terceiro 

trimestre gestacional. O tratamento com LPS induziu significativo decréscimo na 

replicação do parasito, principalmente no tempo de 48h. Portanto, a ativação de TLR4 

se mostra importante no controle da infecção por T. gondii em vilos placentários de 

terceiro trimestre.  Estudos demonstram que TLR4 é altamente expresso em vilosidades 

coriônicas periféricas, de modo que a expressão TLR4 pode ser interpretada, pelo 

menos em parte, como um mecanismo de proteção inata da interface materno-fetal 

contra invasão de microorganismos patogênicos durante o período gestacional 

(HOLMLUND et al., 2002). Além do mais, a ativação de TLR4 na placenta resulta em 

uma resposta imune clássica, caracterizada pela indução da produção de uma variedade 

de citocinas (ABRAHAMS et al., 2004). 

Após observarmos os diferentes índices de proliferação intracelular de T. gondii 

em células trofoblásticas vilosas (BeWo e JEG-3), extravilosas (HTR-8/SVneo) e 

explantes de vilos coriônicos humanos de terceiro trimestre gestacional tratados com 

LPS, foi possível concluir que modelos experimentais diferentes de células 

trofoblásticas respondem distintamente a LPS. Isto significa que linhagens celulares 

humanas que se comportam como trofoblasto viloso ou extraviloso apresentam 

respostas diferentes à ativação de TLR4. No intuito de aprimorar o modelo experimental 

de ativação de TLR4 durante infecção por T. gondii em trofoblasto humano, nós usamos 

vilos placentários de terceiro trimestre como o melhor modelo de interface materno-
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fetal e verificamos redução da infecção. Portanto, células BeWo correspondem a uma 

linhagem celular trofoblástica que mais se assemelha a resposta observada em vilos 

coriônicos, tornando-as como melhor modelo experimental de trofoblasto para se 

avaliar ativação de TLR4 e infecção por Toxoplasma.  

Numa terceira etapa de experimentos, após verificar o efeito de LPS no 

parasitismo nos quatro modelos experimentais de interface materno-fetal, foi realizado o 

ensaio ELISA no sobrenadante das células e vilos para avaliar o perfil de citocinas 

induzido pelaativação de TLR4.  Nossos resultados demonstraram que houve 

diminuição de TGF-β1 e IL-10 em células BeWo, aumento de TGF-β1 e redução de IL-

10 em células JEG-3 e vilos placentários, bem como redução de TGF-β1 e aumento de 

IL-10 em células HTR-8/SVneo. Estudos demonstram que diferentes isoformas de 

TGF-β são expressas na interface materno-fetal, sendo a isoforma TGF-β1 a mais 

abundante no citotrofoblasto humano (SAITO, 2000). Nossos estudos prévios 

mostraram que células BeWo tratadas com as formas recombinantes de TGF-β1 e IL-10 

aumentaram significativamente a invasão e proliferação de T. gondii (BARBOSA et al., 

2008), de um modo dependente das vias de sinalização intracelulares desencadeadas por 

Smad-3 e STAT-3, respectivamente (BARBOSA et al., 2015).  Outros estudos com 

células BeWo também sugeriram que IL-10 está envolvida no curso da infecção por T. 

gondii (JEONG et al.,2016). Fenoy e colaboradores (2012) demonstraram que T. gondii 

é capaz de gatilhar os efeitos imunomodulatórios de TGF- β1 para evadir da resposta 

imune do hospedeiro. Em adição, alguns estudos comprovam que modificações 

genéticas no gene de IL-10 podem ocasionar aumento nos riscos de transmissão 

congênita da infecção por T. gondii (WUJCICKA et al.,2018).   Portanto, TGF- β1 e IL-

10 são citocinas regulatórias consideradas potenciais fatores de risco durante uma 

infecção por T.gondii na interface materno-fetal (ZARE-BIDAKI et al., 2016). Portanto, 

é possível especular que os níveis reduzidos de TGF- β1 e IL-10 em células BeWo, bem 

como a menor produção de IL-10 em vilos placentários, podem estar envolvidos no 

controle da infecção por T. gondii nestes dois modelos experimentais.  

Sabe-se que concentrações balanceadas de TNF são essenciais o para o sucesso 

gestacional, auxiliando, por exemplo, na angiogênese. Entretanto, altos níveis séricos 

dessa citocina estão associados a várias complicações durante a gestação, como 

hipertensão gestacional e diabetes mellitus gestacional (SIWETZ et al., 2016). 

Observamos em nossos resultados que houve redução na secreção de TNF em células 
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BeWo e HTR-8/SVneo, bem como em explantes de vilos coriônicos humanos tratados 

com LPS e, ao mesmo tempo, nossos dados mostraram menor crescimento do parasito 

em BeWo e vilos. Já é amplamente aceito que TNF é uma citocina pró-inflamatória 

importante na patogênese de diversas doenças (BRADLEY et al., 2008). TNF é crítico 

para o combate de patógenos como Francisella tularensis (COWLEY et al., 2007) e T. 

gondii (DONAHOE et al., 2017), inclusive em células BeWo (BARBOSA et al., 2015). 

A menor secreção de TNF não proporcionou maior susceptibilidade à infecção nestes 

modelos experimentais BeWo e vilos, podendo ser, portanto, um mecanismo de   

proteção ao trofoblasto na tentativa de evitar uma resposta pró-inflamatória exacerbada, 

preservando o perfil imunológico tolerante durante a gestação. Alguns estudos 

demonstram que o aumento de TNF afeta a biologia do trofoblasto, incluindo atividade 

migratória, sincicialização e função endócrina (BAUER et al., 2004). Yui e 

colaboradores (1994) mostraram que um aumento de TNF ocasiona maior índice de 

apoptose e citotoxicidade do trofoblasto, inibindo a sua capacidade invasiva. Além do 

mais, quando TNF está aumentado em placentas provenientes de mulheres com pré-

eclâmpsia pode contribuir para o estresse oxidativo, levando a complicações graves 

durante a gestação (WANG et al., 1996). Portanto, esses inúmeros estudos corroboram 

com nossos resultados, uma vez que houve uma diminuição de TNF em BeWo e vilos, 

nos levando a concluir que esse é um mecanismo protetor utilizado pelo trofoblasto para 

amortecer os processos inflamatórios causados pela infecção por T. gondii no espaço 

materno-fetal. 

Por outro lado, sabe-se que IL-1 é um potente indutor de TNF em células 

citotrofoblásticas, sendo IL-1β altamente expressa no primeiro trimestre gestacional, 

mas produzida em baixos níveis pelo trofoblasto no terceiro trimestre, entretanto, 

quando esse microambiente sofre algum estímulo, como uma infecção por algum 

patógeno, por exemplo  T.gondii, pode-se induzir grandes quantidades de TNF por IL-1, 

podendo aumentar as reações inflamatórias, bem como os efeitos citotóxicos dessa 

citocina no trofoblasto (KNÖFLER et al., 1997; TAVAKKAOL et al., 2016). Esses 

achados condizem com nossos resultados, caracterizando aumento de TNF na ativação 

da via de TLR4 em células JEG-3, podendo este ser um mecanismo do trofoblasto em 

tentar controlar a parasitemia. Entretanto, devemos considerar que células JEG-3 

também produziram altas quantidades de TGF-β1 em paralelo a TNF, o que tornou 

ineficiente o combate do parasitismo nesse modelo celular. 
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Nossos resultados mostraram também que, quando a via de TLR4 é ativada, 

houve um aumento da produção de IFN-γ em todas as linhagens celulares e no vilo 

coriônico humano. Sabe-se que essa citocina desempenha importante papel em diversos 

processos celulares, incluindo a ativação da resposta imune inata e adaptativa, sendo 

também crucial na resposta imune contra diversos patógenos (MURPHY et al., 2009), 

incluindo T. gondii durante o estágio agudo da infecção (SUZUKI et al., 2011). 

Macrófagos ativados por IFN-γ inibem a replicação do parasita através de vários 

mecanismos microbicidas potentes, como os mecanismos oxidativos (HUGHES et al., 

1988), estando relacionado também com a apoptose em células trofoblásticas infectadas 

por T. gondii, entretanto, seu papel é crucial para a regulação da parasitemia (ZHANG 

et al., 2016). Assim, de acordo com nossos resultados, e com estudos anteriores, o 

aumento da secreção de IFN-γ após a ativação da via de TLR4 é fundamental para o 

combate do parasitismo, entretanto, pode causar prejuízos na relação materno-fetal.  

Considerando todos os dados de produção de citocinas mediante ativação de 

TLR4 por LPS, é possível concluir que TLR4 é ativado em células BeWo e vilos 

coriônicos reduzindo os níveis de IL-10 ou TGF-β, e aumentando as concentrações de 

IFN-γ, proporcionando menor proliferação de T. gondii, entretanto menor liberação de 

TNF pode amenizar os efeitos deletérios de uma reação pró-inflamatória exacerbada. 

Assim, pode-se considerar células BeWo e vilos placentários os modelos experimentais 

de interface materno-fetal mais fidedignos em estudos de ativação de TLRs e infecção 

por T. gondii na gestação. Por outro lado, mesmo com produção estimulada de 

citocinas, células JEG-3 e HTR-8/SVneo não controlam a replicação parasitária 

mediante estímulo de receptores da imunidade inata. 

 Em nossos resultados, foi observado também aumento de IL-6, MIF e IL-8 em 

células BeWo, aumento de IL-6 e IL-8 em HTR-8/SVneo, aumento de IL-6 e MIF em 

JEG-3 e diminuição de IL-8 e MIF em vilos coriônicos, independente da presença de 

LPS.   IL-6 e MIF são citocinas envolvidas no controle da infecção por T.gondii em 

vários tipos celulares, como macrófagos e monócitos (PEREIRA et al., 2019), e 

trofoblastos humano e murino (GOMES et al., 2011; BARBOSA et al., 2014, 

BARBOSA et al., 2015, DA SILVA et al., 2017). IL-6 também está associada a 

diversos mecanismos chaves para a regulação da reposta imune, incluindo inflamação, 

proliferação, migração e apoptose, sendo essenciais para o desenvolvimento placentário 

e para uma gestação normal (NAKA et al., 2002, DA SILVA et al., 2017).  Em suma, é 
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possível especular que MIF e IL-6 foram importantes no combate do parasitismo em 

células BeWo. Já em células JEG-3 houve aumento considerável dessas citocinas, 

entretanto, não foram capazes de ser efetivas ao combate do parasitismo. E, apesar da 

menor secreção de MIF em vilos, a resposta imune destes vilos à infecção não foi 

prejudicada. IL-8 é uma citocina com papel pró-inflamatório, estando presente em 

mulheres com distúrbios gestacionais como a pré-eclâmpsia (SUN et al., 2016). Estudos 

sugerem que a liberação de IL-8 é uma importante resposta da célula hospedeira contra 

a infecção ativa por T. gondii. (DENNEY et al., 1999). Esses resultados nos levam a 

concluir que a presença de IL-8 em células BeWo, mas não em células JEG-3 e em vilos 

coriônicos, foi um importante mediador afim de tentar controlar a parasitemia nessas 

linhagens.  

Finalmente, nós buscamos avaliar quais papéis as vias intracelulares 

dependentes de TLR4 poderiam ter no parasitismo quando estas vias fossem 

bloqueadas. Sabe-se que TLR4 é singular entre a família dos TLRs, sendo capaz de 

ativar tanto a sinalização de Myd88 quanto a de TRIF (KAGAN et al., 2008).  

Nossos resultados sugeriram que, em células BeWo, a via de Myd88 não possui 

ação tão significativa ao combate de T. gondii uma vez que, quando essa via foi 

bloqueada, houve diminuição do parasitismo. Entretanto, quando a via de TRIF foi 

inibida, o crescimento parasitário aumentou significativamente em células BeWo, 

sugerindo que nesse modelo celular a via de TRIF foi mais eficiente ao combate da 

infecção. Vários estudos demonstram a eficiência da sinalização de TRIF na transcrição 

de vários fatores importantes para a resposta imune, como a transcrição de NF-ҡB, IRF-

3 e AP-1 levando a produção de citocinas como IFN do tipo 1 e a maturação de células 

dendriticas mielóides (OSHIUMI et al., 2003). Em adição, a sinalização dependente de 

TLR4 e TRIF possui a capacidade de amenizar doenças alérgicas das vias aéreas 

(SHALABY et al., 2017), tem ação eficiente contra a infecção pelo vírus da influenza 

H5N1 (SHINYA et al., 2012), e promove resposta inflamatória intra-ocular contra a 

infecção bacteriana causada por Bacillus cereus, (PARKUNAN et al., 2015). Todos 

esses achados nos sugerem que, na infecção por T. gondii em células BeWo, a via de 

sinalização TLR-4-TRIF, mas não TLR4-Myd88, foi mais eficiente ao controle do 

parasitismo. Em células JEG-3 os resultados nos mostraram que não houve indução de 

qualquer diferença significante na proliferação de T.gondii, e esses dados estão de 

acordo com um estudo que demonstrou que células JEG-3 expressam níveis reduzidos 
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de TLR4 (GIERMAN et al., 2015). Em células HTR-8/SVneo, nenhuma das vias de 

TLR4 (Myd88/TRIF) influenciou de modo significativo no controle da infecção por 

T.gondii. Um estudo mostrou que células que são transfectadas com o vírus SV40, 

como a linhagem utilizada, são mais restritas ao gene de expressão para TLR4, e mais 

responsivas ao gene TLR3 (GIERMAN et al., 2015). Outro estudo demonstra que 

células trofoblásticas apresentam susceptibilidade variável a infecção por T. gondii, 

pode ser que a via de TLR4 influencia nessas células a maior ou menos susceptibilidade 

a infecção (ANDER et al., 2018). 

Contrariamente ao observado para as linhagens celulares, explantes de vilos 

coriônicos demonstraram que a via de Myd88 foi essencial ao controle da parasitemia, e 

não a via de TRIF. Sabe-se que TLR4 está presente na interface materno-fetal (BEIJAR 

et al., 2006; YUEHONG et al., 2006), e que a sinalização de Myd88 é fundamental para 

uma resposta imune eficiente contra alguns patógenos, como Plasmodium, quando 

Myd88 se torna fundamental na resposta imunológica inata durante malária placentária 

(BARBOZA et al., 2019). Além do mais, TLR-4-Myd88 pode ser usado como um 

biomarcador para avaliar o prognóstico e orientar o tratamento de pacientes com câncer 

de mama (WU et al., 2018), ou seja, nossos resultados corroboram com estudos 

anteriores, que afirmam que a via de Myd88 é fundamental para uma resposta imune 

eficiente. Em suma, vilos placentários e células BeWo respondem a ativação de TLR4 

por vias intracelulares diferentes, sendo dependentes de MyD88 e TRIF, 

respectivamente, apesar de induzirem significativo controle da infecção por T. gondii. 

Portanto, é possível concluir que a interface materno-fetal responde ativamente a 

Toxoplasma por intermédio de receptores de reconhecimento padrão, como TLR4, 

podendo ser considerada um elemento chave da resposta imune inata ou inicial contra 

patógenos invasores.  

A toxoplasmose congênita pode ser estudada através de vários modelos 

experimentais in vitro e ex vivo. Estudos in vitro podem ser recriminados por serem 

muito diferentes do ambiente natural, no entanto apresentam diversas vantagens, como 

pesquisar o papel funcional de um tipo celular ou tecidual específico sem a interferência 

sistêmica do organismo (MOLEIRO et al.,2017). Cultura celulares são exemplos 

notórios de estudos in vitro, um estudo recente de nosso grupo de pesquisa mostrou que 

dois medicamentos, enrofloxacina e toltrazuril, são capazes de controlar a infecção por 

T. gondii em células BeWo e também em modelos ex vivo, os explantes de vilos 
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coriônicos humanos (DA SILVA et al., 2017), o que reforça que células BeWo são os 

modelos celulares de trofoblasto mais próximos das condições ex vivo, como visto com 

relação a resposta a ativação de TLR4 neste presente trabalho. Outro estudo do nosso 

grupo, também em modelos de células BeWo, demonstrou que essas células apresentam 

alta infectividade por T.gondii quando tratadas com IL-10, TGF-β1 e IFN-γ, sugerindo 

que essas citocinas desencadeiam modulações negativas que amortecem uma resposta 

imune contra T. gondii (BARBOSA et al., 2015). Todos esses achados demonstram que 

estudos in vitro são importantes e que trazem resultados satisfatórios, porém apenas 

mimetizam o ambiente fisiológico. Com isso, ressalta-se a importância de estudos ex 

vivo para uma melhor compreensão daquilo que é estudado, fazendo uso, por exemplo, 

dos vilos placentários em paralelo às linhagens celulares. Vários modelos ex vivo são 

utilizados, e atualmente, vários estudos com placenta humana são realizados, afim de 

trazer uma ampla compreensão das relações materno-fetal. Um estudo recente 

demonstrou que a infecção ex vivo de explantes de vilos coriônicos humanos por 

Trypanossoma cruzi e T. gondii induziu a ativação de diferentes TLRs, além de perfis 

de citocinas e quimiocinas, demonstrando a diferença das susceptibilidades da placenta 

para ambos os parasitas (CASTILLO et al., 2017). Em conjunto, nossos achados 

demonstram que a via de TLR4 foi essencialmente importante para o controle da 

proliferação de T. gondii no modelo celular BeWo e em vilos coriônicos humanos, 

entretanto modelos in vitro responderam a TLR4 diferentemente de modelos ex vivo 

com relação a produção de citocinas e ativação de vias intracelulares. Em adição, 

receptores do tipo TLR4 podem ser futuros alvos para formas alternativas de tratamento 

e/ou prevenção da toxoplasmose congênita. 
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6. CONCLUSÕES 

A análise sintética de nossos dados nos permite concluir que: 

 Toll-like receptor 4 é um receptor da imunidade inata importante no controle da 

proliferação de T. gondii em trofoblasto humano; 

 Células transformadas comportam-se diferentemente uma das outras, entretanto, 

células BeWo são modelos experimentais que mais se assemelham de vilos 

placentários; 

 Modelos in vitro responderam a TLR4 diferentemente de modelos ex vivo com 

relação a produção de citocinas e ativação de vias intracelulares; 

 As citocinas anti-inflamatórias como TGF-β e IL-10 tiveram papel fundamental 

na modulação da parasitemia. 
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7. FIGURAS 

Figura 1. Proliferação intracelular de T. gondii (linhagem RH, clone 2F1) em células 

BeWo, JEG-3 e HTR-8 / SVneo tratadas ou não com LPS. 

Células BeWo (A), JEG-3 (B) e HTR-8 / SVneo (C) foram cultivadas em placas de 96 

poços, tratadas ou não com LPS por 24 h, infectadas por T. gondii e tratadas ou não 

novamente com LPS , totalizando 24 h de infecção e 24 h de tratamento com LPS (LPS 

24h) ou 24 h de infecção e 48 h de tratamento com LPS (LPS 48h). As células foram 

submetidas ao ensaio de proliferação intracelular de T. gondii (ensaio de β-

galactosidase). Os dados foram expressos como média ± SEM do número total de 

taquizoítos em relação à curva padrão dos taquizoítos livres. As diferenças entre os 

grupos foram analisadas pelo One-Way ANOVA com o teste post-hoc de comparação 

múltipla de Bonferroni. Diferenças significativas em relação às células infectadas e não 

tratadas (média) (*P<0,05). Três experimentos independentes foram realizados em doze 

repetições. 
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Figura 2. Proliferação intracelular de T. gondii (linhagem RH, clone 2F1) em explantes 

de vilosidades coriônicas humanas tratadas ou não com LPS. 

As vilosidades foram coletadas e cultivadas em placas de 96 poços, tratadas ou não com 

LPS por 24 h, infectadas por T. gondii e tratadas ou não novamente com LPS, 

totalizando 24 h de infecção e 24 h de tratamento com LPS (LPS 24h) ou 24 h infecção 

e 48 h tratamento com LPS (LPS 48h). Os explantes vilosos foram macerados e 

submetidos ao ensaio de β-galactosidase. Os dados foram expressos como média ± SEM 

do número total de taquizoítos em relação à curva padrão dos taquizoítos livres. As 

diferenças entre os grupos foram analisadas pelo One-Way ANOVA com o teste post-

hoc de comparação múltipla de Bonferroni. Diferença significativa em relação às 

células não tratadas e infectadas (T. gondii) (*P <0,05). Quatro experimentos 

independentes foram realizados em dezesseis repetições. 
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Figura 3. Produção de citocinas em células BeWo infectadas por T. gondii e tratadas ou 

não com LPS. 

Células BeWo foram cultivadas em placas de 96 poços, tratadas ou não com LPS por 24 

h, infectadas por T. gondii e tratadas ou não novamente com LPS, totalizando 24 h de 

infecção e 24 h de tratamento com LPS (LPS 24h + T. gondii) ou 24 h de infecção e 48 

h de tratamento com LPS (LPS 48h + T. gondii). Como controle, as células BeWo não 

foram infectadas e não tratadas com LPS (meio), ou não infectadas e tratadas com LPS 

por 24 h (LPS 24h). Subsequentemente, os sobrenadantes foram recolhidos para 

medição de citocinas por ELISA. As citocinas medidas foram TGF-β1 (A), IL-10 (B), 

TNF (C) e IFN-γ (D). Os resultados foram 25 expressos em pg/mL de acordo com a 

curva padrão para cada citocina analisada. Diferenças significativas em relação às 

células não tratadas e não infectadas (meio, *P <0,05), células infectadas e não tratadas 

(meio + T. gondii, # P <0,05), não infectadas e células tratadas com LPS (LPS 24h, & P 

<0,05), ou infectadas e células tratadas com LPS por 24 h (LPS 24h + T. gondii, 

$P<0,05). As diferenças entre os grupos foram analisadas pelo One-Way ANOVA com 

o teste post-hoc de comparação múltipla de Bonferroni, ou Kruskall Wallis quando 

apropriado. Três experimentos independentes foram realizados em doze repetições. 
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Figura 4: Produção de citocinas em células JEG-3 infectadas por T. gondii e tratadas ou 

não com LPS. 

Células JEG-3 foram cultivadas em placas de 96 poços, tratadas ou não com LPS por 24 

h, infectadas por T. gondii e tratadas ou não novamente com LPS, totalizando 24 h de 

infecção e 24 h de tratamento com LPS (LPS 24h + T. gondii ) ou infecção de 24 h e 48 

h de tratamento com LPS (LPS 48h + T. gondii). Como controle, as células JEG-3 não 

foram infectadas e não tratadas com LPS (meio), ou não infectadas e tratadas com LPS 

por 24 h (LPS 24h). Subsequentemente, os sobrenadantes foram recolhidos para 

medição de citocinas por ELISA. As citocinas medidas foram TGF-β1 (A), IL-10 (B), 

TNF (C) e IFN-γ (D). Os resultados foram expressos em pg/mL de acordo com a curva 

padrão para cada citocina analisada. Diferenças significativas em relação às células não 

tratadas e não infectadas (meio,*P <0,05), células infectadas e não tratadas (meio + T. 

gondii, # P <0,05), não infectadas e células tratadas com LPS (LPS 24h, &P<0,05), ou 

infectadas e células tratadas com LPS por 24 h (LPS 24h + T. gondii, $ P <0,05). As 

diferenças entre os grupos foram analisadas pelo One-Way ANOVA com o teste post-

hoc de comparação múltipla de Bonferroni ou Kruskall Wallis quando apropriado. Três 

experimentos independentes foram realizados em doze repetições. 
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Figura 5: Produção de citocinas em células HTR-8/SVneo infectadas por T. gondii e 

tratadas ou não com LPS. 

Células HTR-8/SVneo foram cultivadas em placas de 96 poços, tratadas ou não com 

LPS por 24 h, infectadas por T. gondii e tratadas ou não novamente com LPS, 

totalizando 24 h de infecção e 24 h de tratamento com LPS (LPS 24h + T gondii) ou 24 

h de infecção e 48 h de tratamento com LPS (LPS 48h + T. gondii). Como controle, as 

células HTR-8/SVneo não foram infectadas e não tratadas com LPS (meio), ou não 

infectadas e tratadas com LPS por 24 h (LPS 24h). Subsequentemente, os sobrenadantes 

foram recolhidos para medição de citocinas por ELISA. As citocinas medidas foram 

TGF-β1 (A), IL-10 (B), TNF (C), IFN-γ (D) e MIF (E). Os resultados foram expressos 

em pg/mL de acordo com a curva padrão para cada citocina analisada. Diferenças 

significativas em relação às células não tratadas e não infectadas (meio, *P <0,05), 

células infectadas e não tratadas (meio + T. gondii ,# P<0,05), não infectadas e células 

tratadas com LPS (LPS 24h,&P <0,05). As diferenças entre os grupos foram analisadas 

pelo One-Way ANOVA com o teste post-hoc de comparação múltipla de Bonferroni ou 

Kruskall Wallis quando apropiado. Três experimentos independentes foram realizados 

em dezesseis repetições. 
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Figura 6. Produção de citocinas em explantes vilosos humanos infectados por T. gondii 

e tratados ou não com LPS. 

Os explantes vilosos humanos foram cultivados em placas de 96 poços, tratados ou não 

com LPS por 24 h, infectados por T. gondii e tratados ou não novamente com LPS, 

totalizando 24 h de infecção e 24 h de tratamento com LPS (LPS 24h + T. gondii) ou 24 

h de infecção e 48 h de tratamento com LPS (LPS 48h + T. gondii). Como controle, as 

vilosidades humanas não foram infectadas e não foram tratadas com LPS (meio), ou não 

infectadas e tratadas com LPS por 24 h (LPS 24h). Subsequentemente, os sobrenadantes 

foram recolhidos para medição de citocinas por ELISA. As citocinas medidas foram 

TGF-β1 (A), IL-10 (B), TNF (C) e IFN-γ (D). Os resultados foram expressos em pg / 

μg de acordo com a curva padrão para cada citocina analisados. Diferenças 

significativas em relação às vilosidades não tratadas e não infectadas (médias,*P <0,05), 

vilosas infectadas e não tratadas (médias + T. gondii, #P<0,05), não infectadas e tratadas 

com LPS (LPS 24h, &P<0,05) ou infectadas e vilosidades tratadas com LPS por 24 h 

(LPS 24h + T. gondii, $P<0,05). As diferenças entre os grupos foram analisadas pelo 

One-Way ANOVA com o teste post-hoc de comparação múltipla de Bonferroni ou 

Kruskall Wallis quando apropriado. Quatro experimentos independentes foram 

realizados em dezesseis replicatas 
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Figura 7. Proliferação intracelular de T. gondii em células BeWo, JEG-3 e HTR-

8/SVneo tratadas ou não com inibidores de LPS e MyD88 ou TRIF. 

Células BeWo (A, B), JEG-3 (C, D) e HTR-8/SVneo (E, F) foram cultivadas em placas 

de 96 poços, tratadas ou não com peptídeos LPS e inibidores (Pepinh-MYD ou Pep- 

TRIF) ou os respectivos controles (Control Pepinh-MYD ou Control Pepinh-TRIF). 

Após 6 h, as células foram infectadas com taquizoítos de T. gondii e mantidas em 

cultura por mais 24 h. Posteriormente, as células foram submetidas ao ensaio de 

proliferação intracelular de T. gondii (ensaio de β-galactosidase). Os dados foram 

expressos como média ± SEM do número total de taquizoítos em relação à curva padrão 

dos taquizoítos livres. As diferenças entre os grupos foram analisadas pelo One-Way 

ANOVA com o teste post-hoc de comparação múltipla de Bonferroni e Kruskall Wallis 

quando apropriado. Diferenças significativas em relação às células infectadas e não 

tratadas (médio) (*P<0,05), ou células tratadas com inibidores e o respectivo controle 

(#P<0,05). Dois experimentos independentes foram realizados em seis repetições. 
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Figura 8. Proliferação intracelular de T. gondii em explantes vilosos humanos tratados 

ou não com inibidores de LPS e MyD88 ou TRIF. 

Os explantes vilosos humanos foram cultivados em placas de 96 poços, não tratados (A) 

ou tratados (B) com LPS e inibidores peptídicos (Pepinh-MYD ou Pepinh-TRIF) ou os 

respectivos controles (Control Pepinh-MYD ou Control Pepinh-TRIF). Após 6 h, as 

vilosidades foram infectadas com taquizoítos de T. gondii e mantidas em cultura por 

mais 24 h. Posteriormente, as vilosidades foram submetidas ao ensaio de proliferação 

intracelular de T. gondii (ensaio de β-galactosidase). Os dados foram expressos como 

média ± SEM do número total de taquizoítos em relação à curva padrão dos taquizoítos 

livres. As diferenças entre os grupos foram analisadas pelo One-Way ANOVA com o 

teste post-hoc de comparação múltipla de Bonferroni ou Kruskall Wallis quando 

apropriado. Diferenças significativas em relação às vilosidades infectadas e não tratadas 

(média) (*P<0,05), ou vilosidades tratadas com inibidores (I) e o respectivo controle (C) 

(#P <0,05). Um experimente independente foi realizado em seis repetições. 
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8. FIGURAS SUPLEMENTARES 

Figura suplementar 1: Produção de citocinas em células BeWo infectadas por T. 

gondii e tratadas ou não com LPS. 

Células BeWo foram cultivadas em placas de 96 poços, tratadas ou não com LPS por 24 

h, infectadas por T. gondii e tratadas ou não novamente com LPS, totalizando 24 h de 

infecção e 24 h de tratamento com LPS (LPS 24h + T. gondii) ou 24 h de infecção e 48 

h de tratamento com LPS (LPS 48h + T. gondii). Como controle, as células BeWo não 

foram infectadas e não tratadas com LPS (meio), ou não infectadas e tratadas com LPS 

por 24 h (LPS 24h). Subsequentemente, os sobrenadantes foram recolhidos para 

medição de citocinas por ELISA. As citocinas medidas foram IL-6 (A), MIF (B) e IL-8 

(C). Os resultados foram expressos em pg/mL de acordo com a curva padrão para cada 

citocina analisada. Diferenças significativas em relação às células não tratadas e não 

infectadas (meio,* P<0,05), ou células não infectadas e tratadas com LPS (LPS 24h, 

&P<0,05). As diferenças entre os grupos foram analisadas pelo One-Way ANOVA com 

o teste post-hoc de comparação múltipla de Bonferroni e Kruskall Wallis quando 

apropriado. Três experimentos independentes foram realizados em doze repetições. 
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Figura suplementar 2: Produção de citocinas em células JEG-3 infectadas por T. 

gondii e tratadas ou não com LPS. 

Células JEG-3 foram cultivadas em placas de 96 poços, tratadas ou não com LPS por 24 

h, infectadas por T. gondii e tratadas ou não novamente com LPS, totalizando 24 h de 

infecção e 24 h de tratamento com LPS (LPS 24h + T. gondii) ou infecção de 24 h e 48 

h de tratamento com LPS (LPS 48h + T. gondii). Como controle, as células JEG-3 não 

foram infectadas e não tratadas com LPS (meio), ou não infectadas e tratadas com LPS 

por 24 h (LPS 24h). Subsequentemente, os sobrenadantes foram recolhidos para 

medição de citocinas por ELISA. As citocinas medidas foram IL-6 (A), MIF (B) e IL-8 

(C). Os resultados foram expressos em pg/mL de acordo com a curva padrão para cada 

citocina analisada. Diferenças significativas em relação às células não tratadas e não 

infectadas (meio, * P<0,05), ou células não infectadas e tratadas com LPS (LPS 24h, 

&P<0,05). As diferenças entre os grupos foram analisadas pelo One-Way ANOVA com 

o teste post-hoc de comparação múltipla de Bonferroni e Kruskall Wallis quando 

apropriado. Três experimentos independentes foram realizados em doze replicatas. 
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Figura suplementar 3: Produção de citocinas em células HTR-8/SVneo infectadas por 

T. gondii e tratadas ou não com LPS. 

Células HTR-8/SVneo foram cultivadas em placas de 96 poços, tratadas ou não com 

LPS por 24 h, infectadas por T. gondii e tratadas ou não novamente com LPS, 

totalizando 24 h de infecção e 24 h de tratamento com LPS (LPS 24h + T gondii) ou 24 

h de infecção e 48 h de tratamento com LPS (LPS 48h + T. gondii). Como controle, as 

células HTR-8/SVneo não foram infectadas e não tratadas com LPS (meio), ou não 

infectadas e tratadas com LPS por 24 h (LPS 24h). Subsequentemente, os sobrenadantes 

foram recolhidos para medição de citocinas por ELISA. As citocinas medidas foram IL-

6 (A) e IL-8 (B). Os resultados foram expressos em pg / mL de acordo com a curva 

padrão para cada citocina analisada. Diferenças significativas em relação às células não 

tratadas e não infectadas (meio, *P<0,05), ou células não infectadas e tratadas com LPS 

(LPS 24h, &P<0,05). As diferenças entre os grupos foram analisadas pelo One-Way 

ANOVA com o teste post-hoc de comparação múltipla de Bonferroni e Kruskall Wallis 

quando apropriado. Três experimentos independentes foram realizados em doze 

repetições. 
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Figura suplementar 4: Produção de citocinas em explantes vilosos humanos infectados 

por T. gondii e tratados ou não com LPS.  

Os explantes vilosos humanos foram cultivados em placas de 96 poços, tratados ou não 

com LPS para 24 h, infectados por T. gondii e tratados ou não novamente com LPS, 

totalizando 24 h de infecção e 24 h de tratamento com LPS (LPS 24h + T. gondii) ou 24 

h de infecção e 48 h de tratamento com LPS (LPS 48h + T. gondii). Como controle, 

vilosidades humanas não foram infectados e não tratados com LPS (meio), ou não 

infectados e tratados com LPS por 24 h (LPS 24h). Subsequentemente, os 

sobrenadantes foram recolhidos para medição de citocinas por ELISA. As citocinas 

medidas foram IL-6 (A), IL-8 (B) e MIF (C). Os resultados foram expressos em pg / µg 

de acordo com a curva padrão cada citocina analisada. Diferenças significativas em 

relação às vilosas não tratadas e não infectadas (média, *P<0,05). As diferenças entre os 

grupos foram analisadas pelo One-Way ANOVA com o teste post-hoc de comparação 

múltipla de Bonferroni e Kruskall Wallis quando apropriado. Três experimentos 

independentes foram realizados em doze repetições. 
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