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Resumo

Toxoplasma gondii ¢ um parasito intracelular obrigatdrio, causador da toxoplasmose. A
infeccdo pelo parasito pode apresentar-se assintomatica, contudo, manifestagdes clinicas
podem ocorrer, principalmente em individuos imunocomprometidos e em fetos devido a
transmissdo congénita. Em gestantes, a infec¢do pode causar abortos, prematuridade e/ou
anomalias fetais. Na interface materno-fetal varios tipos de células e moléculas
contribuem para o desenvolvimento fetal, regulacdo do sistema imune e defesa contra
microorganismos. Galectina-3 (Gal-3) ¢ uma lectina ligante de residuos B-galactosideos-
expressa em células do microambiente placentério, incluindo células trofoblésticas. Esta
lectina estd envolvida em varios processos bioldgicos, dentre eles, regulagdo do
crescimento, diferenciacdo e migragdo celular, apoptose, modula¢do da atividade de
células do sistema imune, reconhecimento de patdégenos e controle de infec¢des por
parasitos intracelulares, como 7. gondii. Contudo, ainda pouco é compreendido sobre o
papel da Gal-3 na infec¢do por 7. gondii no microambiente placentario. Dessa forma, este
trabalho teve como objetivo geral investigar o efeito da Gal-3 na infec¢do de células
trofoblasticas da linhagem BeWo por 7. gondii. Para isso, neste estudo, foram utilizadas
células BeWo cuja expressdo de Gal-3 foi silenciada por meio da utilizagdo de RNA de
interferéncia (RNAi) (BeWo Gal-3 KD; KD: knockdown) e células ndo — silenciadas
(BeWo Gal-3); posteriormente, foram determinados (i) as taxas de proliferacao
intracelular, adesdo e invasao do parasito; (ii) produ¢do de citocinas e de espécies reativas
de oxigénio (ROS) em células BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD. Os resultados obtidos
mostraram que Gal-3: (i) controla a proliferagdo intracelular de 7. gondii, (ii) diminui a
adesdo de T. gondii; (iii) diminui a invasdo de 7. gondii; (iv) aumenta a producdo da
citocina IL-6 independentemente da infec¢do por 7. gondii; (v) ndo interfere sobre a
producdo de ROS em células BeWo. Assim, Gal-3 parece ter um papel pro-inflamatorio
em células BeWo o que pode explicar o menor parasitismo observado nas células que
expressam Gal-3. Esse foi o primeiro trabalho a mostrar a influéncia de Gal-3 no controle

de 7. gondii em células trofoblasticas.

Palavras chave: Galectina 3; Toxoplasma gondii; 1L-6; células trofoblasticas



Abstract

Toxoplasma gondii is na intracellular parasite that causes toxoplasmosis. Infection by the
parasite may be asymptomatic, however, clinical manifestations may occur, especially in
immunocompromised individuals and in fetuses due to congenital transmission. In
pregnant women, the infection can cause miscarriages, prematurity and / or fetal
abnormalities. At the maternal-fetal interface, several types of cells and molecules
contribute to fetal development, regulation of the immune system and defense against
microorganisms. Galectin-3 (Gal-3) is a f-galactoside residue-binding lectin expressed in
cells of placental microenvironment, including trophoblastic cells. This lectin is involved
in several biological processes, including growth regulation, cell differentiation and
migration, apoptosis, modulation of immune cell activity, pathogen recognition and
infection control by intracellular parasites, such as 7. gondii. However, little is known
about the role of Gal-3 in the placental microenvironment during 7. gondii infection.
Thus, this work aimed to investigate the effect of Gal-3 on 7. gondii infection in BeWo
trophoblastic cells. For this, Gal-3 expression was sileced in BeWo cells by interference
RNA (RNAIi) (BeWo Gal-3 KD; KD: knockdown) or not (non-silenced cells (BeWo Gal-
3)); subsequently, (i) intracellular proliferation, adhesion and invasion of the parasite; (i)
production of cytokines and reactive oxygen species (ROS) were determined in BeWo
Gal-3 and BeWo Gal-3 KD cells. The results obtained showed that Gal-3: (i) controls the
intracellular proliferation of T. gondii; (ii) decreases the adhesion of T. gondii; (iii)
decreases the invasion of T. gondii; (iv) increases the production of the cytokine IL-6
regardless T. gondii infection; (v) does not interfere on ROS production in BeWo cells.
Thus, Gal-3 appears to have a pro-inflammatory role in BeWo cells, which may be related
to the lower parasitism observed in cells that express Gal-3. This was the first study to

show the influence of Gal-3 on T. gondii control in trophoblastic cells.

Keywords: Galectin-3; Toxoplasma gondii; IL-6; trophoblastic cells



1. Introducio

1.1. Toxoplasmose

A toxoplasmose ¢ uma doenga parasitaria que acomete seres humanos e outros
animais. Ela é causada pelo protozoario intracelular obrigatorio Toxoplasma gondii. A
doenga acomete cerca de um ter¢o da populagdo mundial (SASAI & YAMAMOTO,
2019). O parasito apresenta ciclo de vida heteroxeno, cujo hospedeiro definitivo sdo os
felinos e os hospedeiros intermedidrios mamiferos e aves (SASAI & YAMAMOTO,
2019). Ao longo de seu ciclo de vida, T. gondii possui trés estagios evolutivos taquizoitas,
bradizoitas e esporozoitas (KOTA & SHABBIR, 2020).

Os taquizoitas sdo encontrados na fase aguda da infeccdo e se multiplicam
rapidamente (KOTA & SHABBIR, 2020). Nesse estagio, o parasito ¢ capaz de infectar
varios tecidos, como cérebro, retina e placenta e pode desencadear manifestacdes clinicas
nos hospedeiros (ANDER et al, 2018; KOCHANOWSKY & KOSHY, 2018;
PORTILLO etal., 2019; KOTA & SHABBIR, 2020). Com o inicio da resposta imune do
hospedeiro, o parasito consegue estabelecer uma infec¢do cronica pela conversao dos
taquizoitas em bradizoitas, que ¢ a fase de lenta multiplicacdo do parasito (WATTS et al.,
2015; BLADER et al., 2015; KATO, 2018). Os bradizoitas ficam no interior de cistos
teciduais em locais que sdo bem oxigenados como cérebro e musculatura (KOTA &
SHABBIR, 2020). Os oocistos representam a fase de resisténcia do parasito no ambiente,
e sdo liberados no ambiente pelas fezes dos felinos (KOTA & SHABBIR, 2020).

A infeccdo por 7. gondii pode ocorrer pela ingestdo de carne crua ou mal cozida
contendo cistos, ingestdo de 4gua ou alimento contaminados com oocistos, transfusdes de
sangue ou 0rgdos, acidentes laboratoriais e passagem placentaria de taquizoitas (DUBEY
et al. 2012). Os felinos se infectam pela ingestao de taquizoitas, oocistos no ambiente ou
cistos contendo os bradizoitas (ROBERT-GANGNEUX & DARDE, 2012; DUBEY et
al. 2012). As formas infectantes penetram no intestino delgado do felino e 14 se
multiplicam por esquizogonia, processo em que ocorre divisdo nuclear sem haver
separacao citoplasmatica, formando esquizontes. Posteriormente, os niicleos migram para
por¢ao basal do esquizonte e vao sendo individualizados pela membrana plasmatica,
formando os merozoitas que iniciam a formagao dos gametas. Os microgametas (gametas
masculinos) saem das células onde estdo e se locomovem até as células onde estdo os

macrogametas (gametas femininos), fecundando-os. Forma-se o zigoto que passa a ser



envolto por uma parede dupla, dando origem aos oocistos que sdo liberados pelas fezes
(KOCHANOWSKY & KOSHY, 2018; DELGADO et al., 2019).

Os hospedeiros intermedidrios ingerem os oocistos contendo os esporozoitas, que
penetram no intestino, caem na corrente sanguinea e invadem varios tipos celulares, onde
irdo se multiplicar intensamente formando os taquizoitas e, assim, podem atingir varios
orgdos. Em decorréncia da pressao do sistema imune do hospedeiro, o parasito pode se
converter em bradizoitas envoltos por cistos, forma de resisténcia do parasito no
hospedeiro (WATTS et al., 2015; SUZUKI et al., 2020). Colocar as formas de infec¢ao

A infec¢do em adultos imunocompetentes saudaveis € assintomatica em cerca de
50% dos casos, embora também possa causar uma doenga leve inespecifica que apresenta
sinais e sintomas como febre, mal-estar, erupcdo maculopapular, cefaleia, fadiga e
linfadenopatia  sensivel (KOTA & SHABBIR, 2020). Em individuos
imunocomprometidos e, causa uma infec¢ao grave que pode desencadear graves sequelas,
como, retinocoroidite, encefalite, doencas mentais (BLADER et al, 2015;
KOCHANOWSKY & KOSHY, 2018; KOTA & SHABBIR, 2020). A toxoplasmose
congénita, como resultado da transmissdo vertical de maes infectadas, ¢ causa
significativa de morbidade e mortalidade em fetos, neonatos e criangas a medida que
avancam para a idade adulta. Como a infec¢ao assintomatica ¢ mais comum, o diagndstico
pode ser feito prontamente por meio de testes sorologicos (KHAN & KHAN, 2018;
KOTA & SHABBIR, 2020).

O tratamento da toxoplasmose ¢ indicado para os individuos
imunocomprometidos e gestantes. O tratamento padrao ¢ a associagdo de sulfadiazina,
pirimetamina e acido folinico (DUNAY et al. 2018). Nas gestantes esse tratamento ¢é
utilizado caso tenha a confirmacao da infec¢do fetal, porém ele ndo ¢ utilizado antes do
terceiro més de gestacdo pelo efeito teratogénico que a pirimetamina apresenta. Assim,
caso o feto ndo tenha sido acometido pela infecc¢do e antes do terceiro més de gestagdo, a
gestante ¢ tratada com espiramicina (DUNAY et al. 2018). Apesar desses tratamentos
serem utilizados, o uso deles, principalmente durante a gestacdo podem gerar efeitos
colaterais indesejaveis e comprometer o desenvolvimento do feto. Assim, vdrias
pesquisas buscam alternativas para o tratamento da toxoplasmose. A azitromicina ¢ um
desses tratamentos alternativos que ja foi estudada em células de linhagem humana e
explantes placentdrios humanos mostrando eficacia contra a infeccdo (FRANCO et al.,

2014; RIBEIRO et al., 2017; FRANCO et al. 2019).



Além de ser importante encontrar uma nova terapia medicamentosa com menor
efeito colateral, estudos que visam esclarecer os mecanismos envolvidos na infec¢io sao
muito importantes, pois podem levar a descoberta de possiveis alvos para intervengao
farmacologica, principalmente durante a gestacao. Nesse contexto, compreender o papel
de moléculas envolvidas na infec¢do, principalmente no microambiente materno-fetal
torna-se muito importante. Uma molécula que ja foi estuda em modelos murinos e
demonstrou ter importancia na infec¢ao pelo parasito ¢ a Galectina-3 (Gal-3) (ALVES et
al. 2010; ALVES et al., 2013), porém ainda nao existem estudos suficientes sobre o papel

no curso da infecgao.

1.2. Toxoplasma gondii

T. gondii ¢ um protozodrio parasito intracelular obrigatorio pertencente ao filo
Apicomplexa (KOCHANOWSKY & KOSHY, 2018). O parasito possui forma alongada
com as extremidades arqueadas. A regido anterior do parasito ¢ caracterizada pela
presenca do complexo apical composto por elementos do citoesqueleto , como os anéis
polares e o conoide, uma estrutura em forma de cone oco, formada por trés anéis de
microtubulos, e organelas secretorias, como micronemas ¢ roptrias (BLADER et al.,
2015; KOCHANOWSKY & KOSHY, 2018; PACHECO et al. 2020). Essas organelas,
juntamente com os granulos densos, sdo importantes nos processos de adesdo e invasao
das células hospedeiras, bem como manuten¢do do parasito no interior das mesmas
(SUAREZ et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

Micronemas sdo pequenas estruturas em forma de bastdo, encontradas na
extremidade anterior do protozoario, delimitadas por membrana e com conteudo
eletrondenso, composto por grande numero de proteinas produzidas no reticulo
endoplasmatico e glicosiladas no complexo de Golgi (SOUZA et al., 2010). As proteinas
secretadas a partir das micronemas (MICs) sdo importantes nos eventos de
reconhecimento, adesdo e invasao das células hospedeiras pelo protozoario (MEISSNER
et al. 2002; BLADER et al., 2015; KOCHANOWSKY & KOSHY, 2018). Durante o
contato do polo apical do parasito com a superficie da célula hospedeira, as micronemas
liberam MICs que facilitam a adesdo do protozoario a célula hospedeira por meio do
reconhecimento de receptores na superficie dessas células e, portanto, sdo essenciais nos
estagios iniciais da invasdo (MEISSNER et al. 2002; SOUZA et al., 2010; HARKER et

al., 2015). Algumas proteinas secretadas a partir das micronemas contém diferentes
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dominios de adesao, semelhantes a proteinas adesivas em células eucariotas, por exemplo,
dominios do tipo integrinas (MIC2), tipo trombospondina (MIC 1 e 2), tipo EGF (fator
de crescimento epidermal) (MIC 6, 7, 8 e 9) e tipo lectinas (MIC3 e MIC 8), os quais
medeiam interagdes com componentes da superficie da célula hospedeira (DOWSE et al.
2004; SOUZA et al., 2010). Cabe ressaltar que a proteina MIC-2 ¢ expressa em todos os
estagios invasivos do parasito e consegue ligar-se as moléculas de adesdo do hospedeiro,
como a molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1), permitindo ao parasito migrar até
os tecidos imunologicamente privilegiados, como cérebro, retina e placenta
(BARRAGAN, HITZIGER, 2008; HARKER et al., 2015; MUNOZ, LIESENFELD,
HEIMESA, 2011).

Roptrias sdo organelas maiores que as micronemas localizadas na regido apical
dos taquizoitos de 7. gondii. As roptrias apresentam uma regido basal mais larga e outra
afilada voltada para a regido apical do parasito, conhecida como pescoco da organela. As
proteinas armazenadas nas roptrias distribuem-se nas porc¢des basal (ROPs; Rhoptry body
proteins) e apical (RONSs; rhoptry neck proteins) (SOUZA et al., 2010; ZHU et al., 2019).
O processo de invasdo da célula hospedeira requer secre¢do coordenada e sequencial de
proteinas das micronemas e roptrias (ZHU et al., 2019). Além disto, as roptrias estdo
associadas a sintese do vacuolo parasitoforo (TAHARA et al., 2016; KOCHANOWSKY
& KOSHY, 2018). Os granulos densos sao organelas esféricas distribuidas ao longo do
corpo do parasito e contém grande concentracdo de proteinas (proteinas dos granulos
densos: GRAs) (SOUZA et al., 2010). Estas organelas descarregam seu conteudo
proteico, principalmente dentro do vactiolo parasitdéforo, permitindo a manutencao do
parasito no mesmo, ja que as glicoproteinas desses granulos impedem a fusdo de
lisossomos ao vacutolo parasitoforo (MERCIER & CESBRON-DELAUW, 2015;
SOUZA et al., 2010; NAM et al., 2009).

Como T. gondii nao necessita de um receptor especifico da célula hospedeira para
invadir a célula, o parasito é capaz de infectar uma vasta gama de células em diferentes
hospedeiros, incluindo o homem (KOCHANOWSKY & KOSHY, 2018). Dentre as
formas de infecgdo estdo a ingestdo de alimento ou dgua contaminados com oocistos,
liberados na natureza por meio das fezes de felinos; ingestdo de carne mal cozida
contendo cistos; transfusdes de sangue ou 6rgados infectados, acidentes laboratoriais e a
transmissao vertical MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ELMORE et al., 2010).

T. gondii apresenta trés linhagens clonais que foram isoladas na Europa e América

do Norte classificadas como tipos I, [T e Il (HOWE & SIBLEY, 1995). As trés linhagens
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sdao muito semelhantes geneticamente, mas diferem quanto a viruléncia. Cepas do tipo I,
como RH, s3o mais virulentas e letais em camundongos do que as do tipo I (ME49) e 111
(VEQG). Essas sdo consideradas de viruléncia moderada e podem estabelecer uma infec¢ao
cronica, pois as formas taquizoitas se multiplicam lentamente, se comparadas com as
cepas do tipo I, e a formacgao de cistos teciduais ¢ mais rapida (SAELJ et al., 2005).

Estudos demonstram que existem diferencas nas manifestacdes clinicas da
infeccdo por 7. gondii e, provavelmente estejam associadas ao tipo de cepa (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012; HILL; SU, 2012; HASSAN et al. 2019). Em humanos, os
trés tipos de cepas clonais sdao capazes de causar toxoplasmose, no entanto, as cepas do
tipo I geralmente estdo associadas a manifestacdes clinicas graves da doenga, como
toxoplasmose ocular. Ja as cepas tipo II s@o mais comumente isoladas de infecgdes
crOnicas e congénitas e em pacientes imunocomprometidos, como portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (XIAO; YOLKEN, 2015). As cepas do tipo III sdo mais
comuns em animais ¢ ndo estdo associadas a manifestacdo de sintomas, sendo que os
poucos casos encontrados em humanos estdo relacionados com imunodeficiéncia do
hospedeiro (SIBLEY; AJIOKA, 2008).

Além dessas trés linhagens clonais, varios estudos mostram que ha uma grande
variedade de cepas que ndo pertencem a nenhuma dessas linhagens clonais (SIBLEY et
al, 2009; KHAN et al., 2011; SU et al., 2012). Essas cepas atipicas sdo denominadas
recombinantes ou exoticas e sio encontradas principalmente na Africa e América do Sul
(BOUGHATTAS et al. 2011; RAJENDRAN; DUBEY, 2012; FRANCO et al., 2014;
GALAL etal., 2019). No Brasil, ha uma grande diversidade, dentre elas, estdo duas cepas
que foram isoladas na cidade de Uberlandia-MG que foram denominadas Udil-CHOS5 e
Udi2-CHOS5 que sdo cepas que apresentam uma maior viruléncia se comparadas com as
cepas de linhagem clonal (SALOMAO et al. 2007; FRANCO et al., 2014; FRANCO et
al., 2015).

1.3. Resposta imune a 7. gondii

A invasao de T. gondii nas células do hospedeiro desencadeia respostas do sistema
imune inato e adaptativo (SASAI et al. 2018; FISCH et al. 2019). Receptores do tipo Toll
(TLRs) em células hospedeiras sdo importantes durante a resposta imune inata porque sao
capazes de reconhecer ligantes expressos pelo parasito (YAROVINSKY, 2014). A

interacao de 7. gondii com esses receptores, induz a producgdo de Interleucina-12 (IL-12)
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pelas células da imunidade inata do hospedeiro, como células natural killer (NK), células
dendriticas e macréfagos (YAROVINSKY, 2014; ISMAIL et al. 2017; IVANOVA et al.,
2019). Dentre as fungdes de IL-12 estd a indugao da produgdo de Interferon gamma (IFN-
v) (MA et al. 2015; IVANOVA et al., 2019).

A citocina IFN-y ¢ o maior mediador de resisténcia a infec¢ao por 7. gondii e
promove varios mecanismos intracelulares para inibir a replicacdo e eliminar o parasito
(DUPONT et al., 2012; YAROVINSKY, 2014). Essa citocina favorece a conversao de
taquizoitas em bradizoitas e, a0 mesmo tempo, previne a ruptura dos cistos teciduais,
impedindo a reagudizagao da infec¢ao no hospedeiro (MILLER et al., 2009). Além disso,
IFN-y ativa macréfagos que sdo células fagociticas importantes tanto na imunidade inata
quanto adaptativa, uma vez que além de secretarem citocinas pro-inflamatorias,
fagocitam e destroem patdogenos (SILVA; LANGONI, 2009; SHAPOURI-
MOGHADDAM et al., 2018).

Outra citocina que exerce papel importante na prote¢ao inicial contra a infecgdo ¢
TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa). Véarios tipos celulares, como macrofagos,
neutréfilos, células T e células dendriticas produzem esta citocina, a qual aumenta a
capacidade microbicida de macréfagos e induz as células NK a produzirem IFN-y
(FILISETTI; CANDOLFI, 2004; KONER et al., 2010). IFN-y e TNF-o0, induzem a
expressao da molécula de adesdo ICAM-1 (JULIANO et al., 2006). Essa molécula ¢
importante em respostas imunes inata e adaptativa porque estd envolvida na migracdo
transendotelial de leucocitos para os sitios de inflamacao, assim como em interagdes entre
as células apresentadoras de antigeno (APC) e os linfécitos T (LAWSON; WOLF, 2009).

Apds a resposta inicial da imunidade inata, os linfocitos tornam-se ativados e
passam a produzir outras citocinas. A imunidade adquirida ¢ representada pela atividade
de linfécitos TCD4+ e TCDS8+, portanto, a imunidade mediada por células ¢
predominante durante a infec¢ao por 7. gondii, quando macréfagos, linfocitos T, células
“natural killers” (NK) e leucdcitos polimorfonucleares sdo funcionalmente ativos em
hospedeiros imunocompetentes (FILISETTI; CANDOLFI, 2004; SILVA; LANGONI,
2009). A IL-12 leva a diferenciagdo de células T CD4 naives em células TCD4+
auxiliares do tipo 1 (Thl), que irdo produzir citocinas inflamatorias (YU et al. 2015). IL-
12 também estimula a produgdo IFN-y por linfocitos TCD8*. Além disso, essas células
produzem enzimas proteoliticas capazes de romper a membrana de parasitos livres ou
provocar o rompimento das células infectadas, exercendo, assim, importante papel na

protecdo do hospedeiro contra o parasito (HWANG, KHAN, 2015).
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A producdo de IFN-y e TNF-a a partir de células Thl e TCD8+ intensifica a
funcdo dos macréfagos e promove o controle do patégeno (GIGLEY et al., 2011;
MUNOZ et al., 2011). Assim, a infec¢@o por 7. gondii provoca uma resposta imunologica
do tipo Thl, com consequente producao de citocinas pro-inflamatorias que protegem o
hospedeiro contra o parasito. Entretanto, 7. gondii é capaz de induzir varias mudancgas na
transcri¢ao de genes do hospedeiro, incluindo os que estdo envolvidos no metabolismo
energético, resposta imune e sinaliza¢do, conseguindo, dessa forma, evadir da resposta
imune desencadeada pelo hospedeiro e estabelecer seu nicho como parasito intracelular

(HUNTER; SIBLEY, 2012; LIMA et al., 2019).

1.4. Galectina 3

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas naturais, derivadas de plantas ou animais,
ligantes de acucares (MISHRA, et al., 2019). De modo geral, as associagdes entre lectinas
e glicanos sdo essenciais na regulagdo de interagdes entre células, entre células e
componentes da matriz extracelular, bem como entre células e patégenos (THAN et al.,
2015).

Galectinas sdo um subgrupo de lectinas que contém um ou dois dominios de
reconhecimento de carboidratos (carbohydrate-recognition domains;, CRDs) com
afinidade por glicanos que contém beta-galactosideo (B-galactosideo) (CHOU et al.
2018). Atualmente, existem 15 tipos de galectinas descritas com diversas fungdes
biologicas importantes, tais como regulacdo dos eventos de crescimento, proliferacdo e
diferenciagdo celular, apoptose, transdu¢ao de sinal, bem como interagdes célula-célula e
célula-matriz extracelular (CHOU et al. 2018), Além disso, galectinas participam de
respostas imunes, como em processos inflamatorios agudos e cronicos, na regulagao da
tolerancia imune e, também, em respostas associadas a interagdes hospedeiro — patdgenos
(BLOIS et al., 2007; RABINOVICH et al., 2009; SATO et al., 2009; LIU et al., 2010).
Estudos também sugerem a participagdo das galectinas na regulacdo da angiogénese e de
tumores (GRIFFIOEN et al., 2014; BLOIS et al., 2015). Na interface materno-fetal, tem
sido descrita a expressdo marcante de algumas galectinas (THAN et al., 2015), cuja
expressao desregulada tem sido associada a complicagdes gestacionais (THAN et al.,
2015). As galectinas sdo classificadas em trés grupos de acordo com sua estrutura:
galectinas prototipicas, que apresentam apenas um CRD (galectina 1, galectina 2,

galectina 5, galectina 7, galectina 10, galectina 11, galectina 13, galectina 14, galectina
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15); as galectinas tipo “tandem”, com dois CRDs (galectina 4, galectina 6, galectina 8,
galectina 9 e galectina 12); e do tipo quimérica com um CRD e uma extensao N-terminal
que aumentam a avidez de ligacdo ao ligante beta-galactosideo (galectina 3)
(BRINCHMANN et al. 2018; CHOU et al. 2018).

A galectina 3 (Gal-3) foi primeiramente descrita na superficie de macrofagos em
1982 por Ho e Springer. Desde entdo, varios estudos vém demonstrando que esta proteina
estd presente em varios tipos celulares, como células do sistema imune (mondcitos,
neutréfilos, células dendriticas, mastdcitos, eosindfilos), fibroblastos e células endoteliais
(LIU, 2005; PAPASPYRIDONOS et al., 2008; LU et al., 2016; BAMBOUSKOVA et al.,
2016). Além disso, Gal-3 ¢ encontrada em alguns tecidos, incluindo epitélio respiratorio,
gastrointestinal, rins e placenta humana (NITA-LAZAR et al., 2015; PARK et al., 2016;
CHEN, KUO, 2016; HUTTER et al., 2016; XIAO et al., 2019). Predominantemente, Gal-
3 esta localizada no citoplasma e no nucleo das células, mas pode ser encontrada também
na superficie celular e na matriz extracelular, dependendo de alguns fatores, dentre eles o
tipo celular e fase de proliferagdo em que a célula se encontra (SCIACCHITANO et al.,
2018).

Por ser encontrada em varios locais na célula, Gal-3 desempenha algumas fungdes
importantes. Gal-3 relaciona-se com a diferenciagdo celular, como a diferenciacdao de
osteoblastos, osteoclastos, linfocitos B, linfocitos T, oligodendrocitos (IACOBINI et al.,
2018; OLIVEIRA etal., 2018; GILSON et al., 2019; THOMAS et al., 2020). Além disso,
Gal-3 esta envolvida na migracdo e ativagdo de alguns tipos celulares, como mastdcitos
e macrofagos (DRAGOMIR et al., 2012; BAMBOUSKOVA et al., 2016; CASSAGLIA
et al., 2020). Estudos demostram que Gal-3 também tem papel importante em algumas
doencgas, podendo inclusive ter potencial terapéutico em algumas delas. Em alguns
tumores, como no endométrio, nos ovarios, na mama e nos pulmaoes, Gal-3 estd envolvida
com aumento de metastase, ja que as células tumorais apresentam maior capacidade de
invasdo e migragdo (PEREIRA et al. 2019; JIANG et al., 2019; LUK et al. 2020;
HISRICH et al. 2020). Ademais, a expressdo de Gal-3 também ¢ maior em doengas, como
lupus eritematoso sistémico e artrite reumatoide, exercendo papel inflamatério importante
também no curso dessas doengas (SHI et al., 2015; HU et al., 2016). No microambiente
placentario, as galectinas 1, 3 ¢ 9 sdo amplamente expressas durante a embriogénese em
humanos e camundongos (THAN et al., 2015).

Para desempenhar suas fun¢des dentro da célula, Gal-3 ativa varias vias de

sinalizacdo intracelulares. Por exemplo, no nucleo da célula, a ativacdo de importantes
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vias, como das MAP quinases, demonstra o papel de Gal-3 na regulacdo do ciclo celular,
na proliferagao celular, no processamento de RNAm dentre outras fungdes. Além disso,
no citoplasma, dependendo do estimulo, Gal-3 pode induzir ou inibir a apoptose celular
(YANG et al., 2011; DUMIC, DABELIC, FLOGEL, 2006). Ao se ligar no receptor CD-
95, Gal-3 ativa caspases que estdo relacionadas com a apoptose. Por outro lado, Gal-3
esta relacionada com a ativacdo de MAP quinases, especialmente ERK, promovendo
inibicdo da via apoptotica (DUMIC, DABELIC, FLOGEL, 2006). Assim, Gal-3 tem um
importante papel na regulagdo de eventos que acontecem intracelularmente.

Durante processos infecciosos, galectinas citosolicas podem ser passivamente
liberadas ou secretadas ativamente por células inflamatorias. As galectinas podem, entdo,
ligar, por meio dos CRDs, a uma ampla variedade de patégenos, os quais exibem ligantes
em sua superficie, por exemplo, bactérias Gram-positivas (Streptococcus pneumoniae),
Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae,
Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Porphyromonas gingivalis,
Escherichia coli), virus envelopados (human immunodeficiency virus [HIV]-1, influenza
virus A), fungos (Candida albicans) e parasitos (Toxoplasma gondii, Leishmania major,
Schistosoma mansoni, Trypanosoma cruzi, € Trichomonas vaginalis) (DEBIERRE-
GROCKIEGO et al., 2010; SATO et al., 2012; SATO et al., 2014; THAN et al., 2015;
CHENG et al., 2017; VERMA et al., 2019).

No aparelho reprodutor feminino, a galectina mais estudada ¢ Gal-3. Células
epiteliais ndo-ciliadas das tubas uterinas expressam Gal-3 na sua membrana apical. Neste
sentido, estudo sugere que a galectina pode ligar-se a lipooligossacarideos em Neisseria
gonorrhoeae ¢ facilitar a invasdo das células epiteliais Gal-3 positivas (JOHN et al.,
2002). Além disto, a produ¢do aumentada de TNF-a em resposta a essa infec¢do induz
apoptose em células ndo expressando Gal-3 (Gal-3 negativas). Assim, uma vez que a
infec¢do ¢é principalmente limitada as células positivas para Gal-3, a galectina favorece a
sobrevivéncia do patdégeno (JOHN et al., 2002). Na infeccao por Trichomonas vaginalis,
Gal-3, e Gal-1, sdo capazes de ligarem-se a lipofosfoglicano na superficie do parasito
(RYAN et al., 2011). Essas galectinas liberadas por células do epitélio vaginal modulam
respostas inflamatorias por ativagdo de células imunes residentes (FICHOROVA et al.,
2009). Além disto, Gal-3 estimula a migracao de células fagociticas, como neutréfilos,
para o sitio de infeccdo (SATO et al., 2002; FOWLER et al., 2006). Esses eventos
contribuem para a eliminacdo do patégeno (SATO et al., 2002; FOWLER et al., 2006;
FICHOROVA et al., 2009).
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Recente estudo com macréfagos de camundongos infectados com Trypanosoma
cruzi mostrou que células que expressam Gal-3 conseguem sobreviver mais tempo,
permitindo que os parasitos se proliferassem e conseguissem infectar novas células
(CHAIN et al., 2020). Além disto, foi demonstrado que em células HelLa expressando
Gal-3, a porcentagem de células infectadas foi maior quando comparadas com células que
ndo tinham Gal-3, evidenciando que Gal-3 parece favorecer a infec¢ao por esse parasito
(CHAIN et al., 2020). Contudo, estudo anterior sugeriu que Gal-3 est relacionada com
a sobrevivéncia, proliferagdo e migracdo de células mesenquimais e, portanto, teria
potencial terap€utico em cardiomiopatias relacionadas a doenga de Chagas (SOUZA et
al., 2017).

Na infec¢do por Toxoplasma gondii, Gal-3 aumenta a viabilidade e ativacdo de
neutrofilos infectados in vitro com o parasito (ALVES et al. 2010). Além disso, Gal-3 ¢
importante para a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em neutrofilos
peritoneais de camundongos infectados pela cepa RH de 7. gondii (ALVES et al., 2013).
Ainda, na infec¢do oral de camundongos por 7. gondii, foi observado que houve inducao
da expressao da Gal-3 em leucdcitos infiltrantes no intestino, pulmdes, figado e cérebro.
Em animais geneticamente modificados, com expressao diminuida da Gal-3 e infectados
observou-se uma resposta inflamatoria reduzida no intestino, figado e cérebro e maior
carga parasitaria no cérebro nos animais, quando comparados aos animais Gal-3 positivos
e infectados. Além disto, células dendriticas dos animais com expressdo diminuida da
Gal-3 exibiram maior produgdo de IL-12 e os animais mostraram acentuada resposta
imune com perfil Thl. Assim, Gal-3 exerce papel na imunidade inata, por gerar uma
resposta pro inflamatoria, e também por apresentar um papel regulador em células
dendriticas, capaz de interferir na imunidade adaptativa (BERNARDES et al., 2006).

Diante do exposto acima, Gal-3 participa, por meio de mecanismos distintos, das
respostas imunes na defesa contra varios microrganismos patogénicos. Contudo, ainda
ndo dispomos de informagdes acerca das contribuigdes dessa galectina na interface

materno-fetal em condic¢des de infeccao pelo parasito 7. gondii.
1.5. Células trofoblasticas e resposta imune na gestacio
O trofoblasto ¢ uma barreira celular de origem fetal que se interpdem entre a

circulacao materna e fetal, constituindo uma ferramenta essencial no sucesso da gestacao

(POLLHEIMER, KNOFLER, 2012). Essas células sdo responsaveis por romper a
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barreira epitelial uterina, promovendo a implantacao do blastocisto no endométrio. Além
disto, o trofoblasto ainda permite nutricdo do embrido, regulacdo hormonal, fagocitose de
elementos sanguineos maternos e formacao da parte fetal da placenta (KOGA; ALDO;
MOR, 2009).

Células trofoblasticas expressam receptores que sao capazes de reconhecer a
presenca de bactérias, virus, parasitos, células em apoptose e tecidos danificados. Apos
este reconhecimento, o trofoblasto secreta citocinas especificas, como IL-10, TGF-f,
TNF, IL-12 e IL-6, as quais vao atuar sobre as células presentes na decidua, influenciando
aresposta frente ao patogeno (SHARMA, GODBOLE, MODI, 2016; CHAU et al., 2016;
KOGA; ALDO; MOR, 2009).

Um balanco entre citocinas de perfil Thl e Th2 é necessario para o sucesso da
gestacdo (MAUBON et al., 2008; CHALLIS et al.,2009). Os processos de invasdao do
trofoblasto e implantagdo requerem um microambiente inflamatério. A implantagdo do
blastocisto no endométrio estd associada a um aumento na produ¢do de quimiocinas e
citocinas pro-inflamatorias (WU et al. 2012). Além disso, citocinas de perfil Th1 mantém
a decidua e contribuem na modificagao das artérias espiraladas, permitindo maior fluxo
sanguineo para o embrido (SHARMA, GODBOLE, MODI, 2016).

Apesar desse perfil pro inflamatério ser necessario para a implantagdo, durante a
gestacdo ocorre uma polarizagdo para a resposta imunolégica do tipo Th2, a qual ¢
responsavel pela produgdo de citocinas anti-inflamatdrias, tais como IL-4, IL-5, IL-10 e
TGF-B1 (Fator de crescimento tumoral 1), as quais favorecem o desenvolvimento do
feto semi-alogénico. Citocinas anti-inflamatorias sao liberadas por células maternas como
células NK uterinas, linfocitos, macrofagos, e por células fetais, como o trofoblasto
(CHAU et al., 2016; CHALLIS et al., 2009). Porém, esse perfil anti-inflamatério pode
favorecer a infec¢do por patdgenos, como 7. gondii. Desse modo, um perfil de reposta
Thl, como o desencadeado pela infeccdo por 7. gondii, pode causar desequilibrio no
microambiente placentario podendo levar a complicagdes na gestagdo (SILVA;
LANGONI, 2009).

A transmissao transplacentaria de 7. gondii pode ocorrer em qualquer periodo
gestacional, mas a gravidade dos danos fetais depende significativamente da idade
gestacional em que ocorreu a transmissdo. Caso a gestante se infecte primariamente por
T. gondii no primeiro trimestre da gravidez, o processo inflamatorio desencadeado pela
presenca do parasito aumenta a probabilidade de aborto, além de possiveis alteragdes

neurologicas fetais. Entretanto, se a primo infec¢do ocorrer no terceiro trimestre de
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gestagdo a taxa de aborto ¢ significativamente menor, contudo, a possibilidade da
transmissdo do patdogeno para o feto ¢ maior, porém com menores danos ao feto
(HAMPTOM, 2015; BOJAR, SZYMANSKA, 2010).

Estudos que tentam esclarecer os processos imunoldgicos e bioquimicos
desencadeados por células trofoblasticas para favorecer a gestagao, mesmo na presenca
de patogenos, sdo frequentes. Dentre as células utilizadas para esses estudos estdo as
células BeWo. Essas células foram isoladas de um coriocarcionoma humano em 1968 por
Pattillo e Grey. Células BeWo apresentam propriedades de células trofoblasticas humanas
nao tumorais. Secretam os hormonios gonadotrofina corionica humana (hCG) e hormdnio
lactogénico placentario, além de citocinas como IL-6, IL-8 e IL-10 (RAMOS et al., 2008;
FUJISAWA et al., 2000; ORENDI et al., 2011). Além disso, Tsui e colaboradores (2004)
demonstraram que a producdo de progesterona nessas células ¢ semelhante aquela
encontrada em células trofoblasticas de primeiro trimestre. Assim, considerando que a
literatura dispde de estudos nos quais células BeWo foram utilizadas como modelo
experimental para infec¢@o por 7. gondii (BARBOSA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2017,
SILVA et al., 2017), podemos inferir que células BeWo infectadas com esse parasito

representam uma estratégia para estudo acerca dessa infec¢do na interface materno-fetal.

1.6. Galectina 3 e gestacio

Virios estudos descrevem a expressao de Gal-3 em tecidos placentarios, incluindo
as células trofoblasticas da linhagem BeWo (BOZIC et al., 2004; DALTON et al, 2007;
YANG et al., 2011; HUTTER et al., 2016). Gal-3 tem um papel importante na interagao
do embrido com o endométrio durante a implanta¢do ja que estd aumentada na fase
secretora do ciclo menstrual por influéncia hormonal, além disso, sua expressdao nas
células endometriais é regulada por HCG (gonadotrofina coridonica humana
(UNVERDORBEN et al., 2016; MIYAUCHI et al., 2018). A diminui¢do da expressdo de
Gal-3 no endométrio esta associada a disturbios gestacionais, por exemplo, a restricdo do
crescimento fetal por insuficiéncia placentaria (FREITAG et al., 2020).

Ja foi demonstrado que 17B-estradiol (E2), progesterona ¢ HCG induzem a
expressao e secrecdo de Gal-3 em células BeWo e que 17-estradiol participa do processo
de diferenciagdo das células trofoblasticas regulando a expressao de Gal-3 (YANG et al.,
2011). Além disso, HCG relaciona-se com a regulacao de Gal-3 para preparar o embrido

para implanta¢cdo no endométrio (YANG et al., 2013).
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Trofoblastos extravilosos expressam Gal-3 e quando a expressao da molécula
nessas células ¢ silenciada, observa-se uma diminuicdo da capacidade de migragdo e
invasdo (BOJIC-TRBOIJEVIC et al., 2019). A falta de Gal-3 durante a gestagio
compromete o desenvolvimento do embrido, ja que estudo em trofoblasto extraviloso de
placenta de restri¢ao de crescimento intrauterino apresentou menor expressao de Gal-3,
quando comparado a placentas com desenvolvimento normal (HUTTER et al. 2016).
Outro papel importante da Gal-3 durante a gestacdo esta relacionado com a apoptose de
células trofoblasticas. A baixa expressao de Gal-3 nas células trofoblasticas aumenta a
apoptose dessas células, o que pode estar relacionado com aborto (XIAO et al. 2019).
Assim, Gal-3 ¢ uma molécula expressa nos tecidos placentdrios, importante no
desenvolvimento da gestagdo, porém, ainda ndo dispomos de dados sobre o papel da Gal-
3 para c¢lulas do microambiente placentario, bem como a prote¢ao ou nao frente a uma

infeccdo por 7. gondii durante a gestagao.
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2. Justificativa

Dentre as formas de transmissdo de 7. gondii, a transmissao vertical ¢ uma das
mais graves, uma vez que pode levar ao aborto e a mal formagdes fetais. A manutencao
da gestacao, exige uma perfeita modulacao do perfil imune materno para assegurar a nao
rejeicdo do feto semi-alogénico. As células trofoblésticas t€ém papel preponderante na
secrecao de mediadores quimicos envolvidos nesta modulagdo. Além disso, a Gal-3 em
células trofoblasticas tem importante papel nas interagdes celulares na interface materno
fetal e estd relacionada com o controle da infeccdo por diferentes patdgenos em outras
populagdes celulares e modelos experimentais. Apesar de ser uma lectina abundante em
células trofoblasticas humanas e no microambiente placentario, ndo ha estudos que
mostrem a participac¢do funcional da Gal-3 na transmissdo vertical de 7. gondii. Assim, o
presente trabalho visa contribuir para a melhor compreensao da importancia da referida
lectina no curso da infec¢do por 7. gondii em células trofoblasticas (linhagem BeWo),
bem como a sua participagdo nos mecanismos imunomoduladores operantes na

toxoplasmose congénita.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Investigar os efeitos da Gal-3 na infeccao de células da linhagem BeWo por Toxoplasma

gondii.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a expressdo e imunolocalizacao de Gal-3 nas células BeWo

¢ Quantificar os indices de adesdo, invasdo e proliferagcdo intracelular de 7. gondii em

c¢lulas BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD (Knockdown);

e Avaliar o efeito de Gal-3 sobre o perfil de producdo de citocinas por células BeWo

Gal-3 e BeWo Gal-3 KD infectadas com 7. gondii;
e Analisar a producdo de ROS em BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD infectadas com T.
gondi;
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4. Material e Métodos

4.1. Manutencio de células BeWo em cultura

Células da linhagem de coriocarcinoma humano (linhagem BeWo) provenientes do
American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) foram mantidas em cultura no
Laboratdrio de Imunofisiologia da Reproducao da Universidade Federal de Uberlandia.
As células foram descongeladas e cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? contendo
meio RPMI 1640 suplementado com 25 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, 3 mM de
bicarbonato de sodio, antibioticos (penicilina G a 100 U/mL e estreptomicina a 100
png/mL) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e soro fetal bovino (SFB) (10%)
(Cultilab, Campinas, Brasil; inativado a 56°C / 30 min) e incubadas em estufa a 5% de
CO2 a37°C.

As culturas de células foram mantidas por meio de passagens seriadas a cada dois
dias. no momento do repique, a monocamada celular foi acrescida de meio de cultura
novo e removida com tripsina. Em seguida, as células foram transferidas para tubos falcon
de 15 ml e centrifugadas a 720 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante
foi descartado ¢ o sedimento foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultura e distribuido

em novas garrafas de cultura (BARBOSA et al., 2008).

4.2. Manutencao de Toxoplasma gondii

Taquizoitas de T. gondii, clone 2F1, derivados da cepa RH e que expressam [3-
galactosidase citoplasmatica, foram gentilmente cedidos pelo Dr. Vern Carruthers,
Medicine School of Michigan University (USA). Os taquizoitas foram mantidos por meio
de passagens seriadas em células BeWo mantidas em garrafas de cultura de 25 cm?
contendo meio RPMI suplementado com antibidticos (penicilina G a 100 U/mL e
estreptomicina a 100 pg/mL) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e 2% SFB em
estufa a 5% de CO; a 37°C. Apos infeccdo e lise das células, os taquizoitas livres nos
sobrenadantes de cultura foram transferidos para tubos falcon de 15 ml, centrifugados a
720 x g por 5 minutos em temperatura ambiente e o sedimento foi ressuspenso em 1 mL
de meio RPMI e distribuido em novos frascos de cultura contendo células BeWo nao

infectadas (BARBOSA et al., 2015).
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4.3. Inibicao da expressao de Gal-3 nas células BeWo

A expressdo de Gal-3 em células BeWo foi diminuida usando-se RNA de
interferéncia (RNAi) (shRNA (h) Lentiviral Particles: SC-155994-V, Santa Cruz
Biotechnology, INC), seguindo as instru¢des do fabricante. Brevemente, 1x10° células
foram plaqueadas em placas de cultura de 6 pogos e incubadas a 37 °C e 5% de CO; por
24 h. Em seguida, as células foram tratadas com meio de cultura (1 mL/pogo) contendo
Polybrene (5 pg/mL; sc-134220) e infectadas com 20 pl de particulas lentivirais contendo
o plasmidio shRNA. Posteriormente, as células foram incubadas overnight em estufa a
5% de CO2 e 37 °C. Apds o periodo de incubagdo, as células foram lavadas com meio
RPMI e tratadas com 25 pg/mL de Puromicina (sc-108071)para selecionar os clones
expressando shRNA. Os clones selecionados foram expandidos e testados para
determinar a expressdo estavel de shRNA usando-se a técnica de Western Blotting. Os
clones de células que tiveram a expressao de Gal-3 silenciada foram denominadas BeWo
Gal-3 knock-down (BeWo Gal-3 KD) e as células com a expressdo de Gal-3 preservada
foram nomeadas de células BeWo Gal-3. Ambas as células foram armazenadas em freezer

a— 80 °C até a data de utilizacdo nos experimentos deste estudo.

4.4. Western Blotting para Gal-3

Para confirmar se a expressao de Gal-3 foi silenciada, realizamos o ensaio de Western
blotting. Células BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD (1 x 10° células/1000 puL/poco) foram
cultivadas em placas de cultura de seis pogos em meio RPMI e 10% de SFB por 24hs.
Em seguida, as células foram coletadas e tratadas com tampao de lise [SO mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% (w/v) deoxiocolato de sddio e 0,1% (w/v) dodecil
sulfato de sodio (SDS), pH 7,5] suplementado com inibidor de protease (Complete, Roche
Diagnostic, Mannheim, Germany), 1mM de ortovanadato de sodio (Na3VOs) e fluoreto
de sodio (NaF) (Sigma) e logo em seguida, as células foram submetidas a trés ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37 °C. Estes
procedimentos permitiram a obtengdo do lisado celular para quantificagdo das proteinas
e detecgdo da Gal-3 por Western Blotting. As proteinas totais foram centrifugadas (21,000
x g 10 min, 4°C) e mensuradas pelo ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976). Em
seguida, 150 pg de proteinas foram separadas de acordo com seu tamanho molecular por
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE), utilizando-se como controle um

Padrao de peso molecular. Posteriormente, as proteinas foram eletrotransferidas para



24

membrana de PVDF (Fluoreto de Polivinilideno; Thermo Scientific, Rockford, IL, USA).
A membrana foi bloqueada para sitios inespecificos com 4% de leite desnatado em
solucdo salina tamponada com TRIS (TBS: 25 mM TRIS and 0.15 M NaCl, pH 7.4) por
1 h, e incubada overnight com o anticorpo monoclonal anti-Gal-3 (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) ou anticorpo monoclonal anti-beta-actina (1:1000,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) diluidos em TBS, a temperatura
ambiente. Apos a incubagdo, a membrana foi lavada trés vezes, sob suave agitagdao, com
solucao salina tamponada com TRIS e, entdo, incubada com o anticorpo secundario IgG
anti-mouse conjugado com HRP (horseradish peroxidase) (1:3000, Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA) em TBS com 2% de leite
desnatado por 2 h em temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi novamente
lavada trés vezes e revelada usando-se o kit de quimioluminescéncia (Thermo Scientific)
no ChemiDoc MP Imaging System (BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)
para detec¢ao da Gal-3. A quantificagdo da Gal-3 foi determinada por meio da
densitometria das membranas. A expressdao de B-actina foi utilizada como controle.

(BARBOSA et al. 2015).

4.5. Imunofluorescéncia para Gal-3

Apo6s confirmagdo de que as células BeWo submetidas a técnica do RNAi estavam
silenciadas quanto a expressao da Gal-3, a expressdo de Gal-3 nas células BeWo Gal-3 e
BeWo Gal-3 KD também foi verificada por imunofluorescéncia. As células foram
plaqueadas sobre laminulas de vidro em placas de 24 pogos (3x10%200 pl/poco) e
incubadas em estufa a 5% de COz e 37 °C por 24 h. Posteriormente, as células sobre as
laminulas foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido 4% por 1 h em
temperatura ambiente, seguido de novas lavagens e incubagdo overnight com o anticorpo
monoclonal anti-Gal-3 (1:50 em PGN 0,01% em solugdo de saponina, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, United States) no escuro a 4 °C. Apo6s o periodo de
incubagdo, as laminulas foram lavadas com PBS e incubadas com IgG anti-mouse
conjugado com Alexa Fluor 488 (fluorocromo verde) e TO-PRO-3 (fluorocromo azul)
(Invitrogen  Califérnia, EUA) (1:500 em PGN-0.01% de solucdo de saponina)
simultaneamente por 1 h no escuro a 4 °C para marcar Gal-3 e o nucleo, respectivamente.
As laminulas foram montadas sobre laminas de vidro e as imagens capturadas em

microscopio de fluorescéncia invertido (Zeiss Axiovert 200 M). As imagens foram
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analisadas usando-se software de microscopia de fluorescéncia confocal (Zeiss, LSM 510

Meta, Germany) (COSTA et al. 2019).

4.6. Ensaios de invasio e proliferacio intracelular de 7. gondii

As células BeWo Gal-3 ¢ BeWo Gal-3 KD (3x10* células/200 uL/pogo) foram
cultivadas em microplacas de cultura de 96 pocos contendo meio RPMI e 10 % de SFB e
mantidas por 24 h em estufa a 37°C e 5% de COz. Em seguida, as células foram infectadas
na propor¢ao de 5 taquizoitas do clone 2F1 da cepa RH de 7. gondii por célula em meio
RPMI e 2% de SFB por 3 h, para avaliar a invasao de 7. gondii (BARBOSA et al., 2012)
ou por 24 h para avaliar a proliferacdo intracelular de 7. gondii (CASTRO et al. 2013).
Ap6s o periodo de infecgdo, as placas foram centrifugadas (720 x g, 10 min, 25 °C) e os
sobrenadantes livres de células foram coletados e armazenados em freezer a — 80 °C para
posterior analise do perfil de citocinas. As células foram, entdo, lisadas e a proliferagao
intracelular foi quantificada através do ensaio colorimétrico da B-galactosidase (TEO et
al., 2007; CASTRO et al., 2013; BARBOSA et al., 2015). Nesse ensaio, apds a lise
celular, os parasitos da cepa 2F1 de 7. gondii livres no sobrenadante sdo expostos ao
reagente CPRG. A enzima citoplasmatica -galactosidase, expressa pelos taquizoitos do
clone 2F1, converte o substrato CPRG (clorofenol red — B — D — galactopiranosideo;
Roche) de coloragdo amarelo-laranja em galactose e o cromoéforo vermelho clorofenol,
desenvolvendo-se uma coloragdo vermelho-escuro no meio. A intensidade de cor
corresponde, portanto, a atividade enzimatica da -galactosidase e constitui uma medida
indireta para a determinacdo quantitativa do nimero de parasitos.

A proliferacao e invasdo intracelular de 7. gondii (nimero total de taquizoitas) foi
obtida relacionando-se o nuimero de taquizoitas obtidos com uma curva padriao de
referéncia contendo taquizoitas livres (1x10° a 15.6 x 10%). Os dados foram expressos
como numero de taquizoitas e foram realizados trés experimentos independentes com

nove replicadas.

4.7. Ensaio de adesao de 7. gondii as células BeWo nio ¢ infec¢cio — entrou em
contato com parasito

Para verificar se Gal-3 interfere na adesdo de 7. gondii nas células BeWo, fizemos
o ensaio de adesao de acordo com OLIVEIRA et al, 2006 e BORGES et al., 2016, com

algumas alteragdes. Para o ensaio de adesdo, células BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD
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(3x10%/200 pl/pogo) foram plaqueadas sob laminulas redondas de 13 mm em placas de
24 pocos por 24 hs. Depois de aderidas, as células foram fixadas com paraformoldeido
(4%) por 30 minutos em temperatura ambiente e depois lavadas com PBS 1x. Em seguida,
as c¢lulas foram infectadas na proporcao de 5 taquizoitas do clone 2F1 da cepa RH de T.
gondii por célula em meio RPMI e 2% de SFB por trés horas. Os taquizoitas que nao
aderiram nas células foram removidos apds lavar a placa com PBS 1x e as laminulas
foram incubadas “overnight” com o anticorpo primario monoclonal anti-Toxoplasma
gondii (SAG1/p30) (diluido na concentracdo de 1:500 em solugdo de PGN-0,01 %
saponina). As laminulas foram lavadas com PBS 1x e incubadas com IgG anti-mouse
conjugado com Alexa Fluor 488 (diluido na concentragao de 1:500 em solu¢do de PGN-
0,01 % saponina) e com TO-PRO-3 (Invitrogen Califérnia, EUA) (1:500 em PGN-0.01%
de solu¢do de saponina) for 1 h no escuro a 4 °C para marcar T. gondii e o nicleo,
respectivamente. As laminulas foram montadas sobre ldminas de vidro e as imagens
capturadas em microscopio de fluorescéncia invertido (Zeiss Axiovert 200 M). Foram
contados a quantidade de células com parasitos aderidos em 60 campos capturados de
forma aleatoria e esse dado foi expresso na forma de porcentagem de adesdo de 7. gondii,
relacionando-se a quantidade de células com parasitos aderidos pela quantidade total de

c¢lulas em cada campo analisado.

4.8. Deteccao de citocinas

Os sobrenadantes coletados apds a infec¢do das células e armazenados a — 80 °C
foram utilizados para quantifica¢do de citocinas pelo ensaio imunoenzimatico ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Microplacas foram incubadas com anticorpos
monoclonais anti-IFNy, anti-IL-6, anti-IL-8 e anti-IL-10 (R&D Systems Mineapolis,
EUA), overnight a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas com TBS-
Tween 0,05% e o bloqueio dos sitios inespecificos foi feito pela adi¢do de PBS contendo
1% de soro fetal bovino (SFB) e incubagdo por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida,
as placas foram novamente lavadas e incubadas com os sobrenadantes das células por 2
h a temperatura ambiente. Depois de lavadas, as placas foram incubadas com os
respectivos anticorpos de deteccdo para as citocinas analisadas por 2 h a temperatura
ambiente. Apods o ultimo ciclo de lavagens, as placas foram reveladas com a adi¢ao do
substrato enzimatico (H202 0,03% e tetrametilbenzidina [TMB]). (Polyscience Ink,
Warrington, PA). A DO foi determinada em leitora de microplacas (Titerket® multiskan

plus) a 450 nm e os valores de DO obtidos foram convertidos em pg/mL de acordo com
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a curva padrdo, utilizando-se o software Microplate Manager PC versdo 4.0 (Bio-Rad

Laboratories Inc., Hercules, EUA).

4.9. Mensuracio da produciao de ROS

Para quantificar a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), células BeWo
Gal-3 e Bewo Gal-3 KD foram cultivadas em placas de 6 pogos (1x10° células/1000
uL/pogo) por 24 h em meio RPMI contendo 10% de SFB em estufa a 37 °C e 5% de COs.
Em seguida, as células foram infectadas ou ndo com taquizoitas de 7. gondii (5 parasitos
por célula) e incubadas novamente por 24 h em meio RPMI a 10% SFB em estufa a 37
°C e 5 % de COa. Posteriormente, as células foram removidas dos pogos, centrifugadas a
2500 g, 5 min. Ap6s serem lavadas com PBS, as células foram incubadas com 20 uM
5-(-6)-chloromethyl-2’,7'dichlorodihydrofluoresceina diacetato acetyl ester (CM-
H2DCFDA) (Invitrogen) por 30 min no escuro ¢ mantidas em estufa a 37 °C e 5% de
COz. Para verificar se as células que produziram ROS estavam vidveis ou mortas, 2 pL.
de PI (iodeto de propidio) (10 pg/mL) foram adicionados as amostras. A produgdo de
EROs foi analisada por citometria de fluxo, em citdmetro Cytoflex (Backman Coulter,
EUA) com contagem minima de 10.000 eventos por amostra (BeWo Gal-3 ou BeWo Gal-
3 KD infectadas ou ndo). Os dados foram obtidos pelo software FlowJo (versdo 7.6.3) e

expressos como porcentagem de células marcadas (COSTA et al. 2019).

4.10. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + SEM (erro padrao da média; mean
standard error) e as diferencas entre os grupos foram analisadas com os testes ¢ de
Student, One-Way ANOVA e pés teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis quando
apropriado. Todos os dados foram analisados no software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, EUA). Diferencas estatisticas foram consideradas significantes

quando P < 0,05.
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5. Resultados

5.1. Silenciamento da expressao da Gal-3 em células BeWo

Apos a técnica de shRNAI, a redugdo da expressdo de Gal-3 foi verificada por
Western Blotting e confirmada pela imunofluorescéncia. Os dados obtidos mostraram que
a expressao de Gal-3 foi reduzida em células BeWo submetidas a técnica do RNAI,
quando comparamos com as cé¢lulas BeWo nio silenciadas (Figura 1A). A redugdo da
expressdao da Gal-3 também foi verificada por imunofluorescéncia (Figuras 1B — C).
Dessa maneira, neste estudo foram utilizadas células BeWo com expressao reduzida de

Gal-3 (células BeWo Gal-3 KD) e células BeWo expressando Gal-3 (BeWo Gal-3).

5.2. Gal-3 diminui a proliferacio intracelular de 7. gondii em células BeWo

Para verificar se Gal-3 interfere na proliferagdo intracelular de 7. gondii em células
BeWo, ambas as linhagens de células, BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD, foram infectadas
e a proliferagdo intracelular avaliada pelo ensaio da 3-galactosidase. Foi observado que a
proliferacdo intracelular de 7. gondii foi menor em células BeWo Gal-3, quando
comparadas com as células BeWo Gal-3 KD (Figuras 2). Estes dados sugerem que Gal-

3 pode estar envolvida no controle da prolifera¢ao de 7. gondii em células BeWo.

5.3. Gal-3 diminui a invasio e adesio de 7. gondii nas células BeWo

Para ao efeito de Gal-3 sobre a proliferacdo intracelular de 7. gondii, em células
BeWo, avaliamos as taxas de adesdo e invasdo de 7. gondii em células BeWo Gal-3 e
BeWo Gal-3 KD. por imunofluorescéncia e reacdo de -galactosidase, respectivamente,
apos 3 h de infec¢do. Os dados obtidos mostraram que a porcentagem de parasitos
aderidos as células BeWo Gal-3 ¢ menor que nas células BeWo Gal-3 KD (Figuras 3A
e 6), como pode ser observado nas imagens de imunofluorescéncia, nas quais verifica-se
menor quantidade de taquizoitas na superficie das células BeWo Gal-3 (Figura 3C), em
comparac¢ao as células BeWo Gal-3 KD (Figura 3D). Em relacdo a taxa de invasdo, o
mesmo fendmeno foi observado, ou seja, a taxa de invasdo foi menor em células BeWo
Gal-3 (Figura 3B). As menores taxas de adesdo e de invasdao em células BeWo Gal-3
sugerem que Gal-3 controla a proliferacao intracelular de 7. gondii, pelo menos em parte,

interferindo com o mecanismo de entrada do parasito na célula hospedeira.
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5.4. Gal-3 interfere no perfil de citocinas produzidas por células BeWo

O perfil de citocinas inflamatorias (IFN-y, IL-6, IL-8) e anti-inflamatorias (IL-10)
produzidas por células BeWo Gal-3 ¢ BeWo Gal-3 KD foi avaliado para verificar
possiveis diferengas relacionadas a presenca da Gal-3, as quais poderiam explicar o efeito
desta lectina sobre a proliferacdo intracelular de 7. gondii. Niveis significativos de IFN-
v, IL-8 e IL-10 foram detectados apenas em sobrenadantes de células BeWo Gal-3 KD;
ao contrario, apos infeccao com 7. gondii, células BeWo Gal-3 apresentaram maior
producdo dessas citocinas, quando comparadas as células BeWo Gal-3 KD. (Figuras 4A,
4C e 4D).

Por outro lado, os niveis de IL-6 foram significativamente maiores em
sobrenadantes das células BeWo Gal-3, comparados as células BeWo Gal-3 KD,
independentemente da infeccdo com 7. gondii (Figura 4B). Juntos, esses achados
indicam que na auséncia de infec¢do por 7. gondii, Gal-3 estd associada a um baixo nivel
de ativagdo das células BeWo, com produgao basal de citocinas. Entretanto, em células
BeWo infectadas, Gal-3 parece contribuir para a secre¢do de citocinas importantes na

resposta imune celular contra o patégeno.

5.5. Gal-3 nao altera a producio de ROS em células BeWo

A geracao de ROS representa uma ferramenta celular com potencial microbicida
importante na eliminagdo de patdgenos. Assim, a produgdo de ROS em células BeWo foi
analisada para verificar se Gal-3 modula esta via metabolica como parte do mecanismo
para controle da infec¢do por 7. gondii nessas células. Os dados obtidos mostraram que
em ambas as linhagens, células BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD, a producao de ROS foi
menor em células infectadas (Figuras SA e 5B). Quando comparamos a producio de
ROS entre células BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD, ndao houve diferenca estatistica
significativa. Assim, a redu¢do da producao de ROS em c¢lulas BeWo infectadas parece
estar relacionada com mecanismos modulados pelo parasito, independentemente de Gal-

3.
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6. Discussao

Gal-3 ¢ uma lectina de mamiferos ligante de PB-galactosideos com diversas
funcdes nas células, dentre elas, a manutencdo e sucesso da gestacdao, uma vez que esta
envolvida na implantagdo, embriogénese e formacao da placenta (YANG et al., 2011;
YANG et al., 2013). Além disso, ja foi verificado que Gal-3 apresenta papel importante
durante infec¢des por protozoarios como 7. gondii e T. cruzi (ALVES et al., 2010;
ALVES et al.,, 2013; SILVA et al., 2017; CHAIN et al., 2020). Infec¢des por patdégenos
intracelulares, como 7. gondii, podem comprometer o equilibrio entre respostas pro e
anti-inflamatdrias necessario durante a gestacdo (MAUBON et al., 2008; CHALLIS et
al.,2009). Nesse sentido, faz-se mister identificar ¢ compreender o papel de possiveis
moléculas envolvidas no controle de infecgdes intracelulares durante o periodo
gestacional, as quais podem comprometer o desenvolvimento fetal e o sucesso da
gestacdo. Assim, este € o primeiro estudo a investigar o papel da Gal-3 durante a infecgdo
por T. gondii utilizando uma linhagem de células da placenta humana, derivadas de
coriocarcinoma (células BeWo) (PATTILLO & GREY, 1968), como modelo
experimental que, pelo menos em parte, mimetiza a interface materno-fetal.

Os achados obtidos neste estudo mostraram que Gal-3 em células BeWo esta
associada a taxas reduzidas de adesdo, invasao e proliferacdo intracelular de 7. gondii. A
literatura tem revelado que Gal-3 reconhece glicoproteinas e glicolipidios expressos na
superficie de patdégenos, como Neisseria gonorrhoeae, Leishmania major, Schistosoma
mansoni € Trypanosoma cruzi (PELLETIER & SATO, 2002; VAN DEN BERG et al.,
2004; KOHATSU et al., 2006; PINEDA et al., 2015). Gal-3 ¢ responsavel por reconhecer
lipofosfoglicanos presentes na superficie de L. major, sugerindo que a molécula pode
contribuir para uma resposta imune especifica contra leishmaniose (PELLETIER &
SATO, 2002). Outro estudo demonstrou que Gal-3 reconhece glicanos presentes em S.
mansoni, 0 que pode ser um padrdo para o reconhecimento imunoldgico do parasito
mediado por essa galectina (VAN DEN BERG et al., 2004). Além disso, Gal-3 reconhece
o parasito 7. cruzi e dessa forma proporciona a morte do parasito. Essa molécula aparenta
ter tanta importancia no controle de 7. cruzi que o proprio parasito, para evadir dos
mecanismos imunologicos desencadeados por Gal-3 durante a infeccdo, altera a estrutura
molecular da galectina, anulando assim os mecanismos de sinalizacdo associados a
imunidade inata que sdo desencadeados por esta leucina (PINEDA et al., 2015; PINEDA
et al., 2020).
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Durante a infecgcdo por 7. gondii, Gal-3 expressa em macrofagos reconhece
glicosilfosfatidilinositols (GPIs) na superficie do protozoario, uma interacdo necessaria
para gerar uma resposta imune contra o parasito (DEBIERRE-GROCKIEGO et al.,
2010). A ligagao de Gal-3 aos GPIs de T. gondii, induz a producdo de TNF-a nos
macrofagos infectados pelo parasito e, além disso, Gal-3 pode agir como um co-receptor,
apresentado os GPIs para TLRs em macréfagos (DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2010).
Apos a infec¢do com a cepa ME-49 de T. gondii, camundongos Gal3 ~/~ exibem uma
carga parasitaria maior, recrutamento diminuido de monécito/macrofagos e neutréfilos,
resposta inflamatéria retardada no sistema nervoso central e concentragdes
significativamente maiores de IL-12p40 e IFNy no soro em comparagdo com os de
camundongos Gal3 */", sugerindo que Gal-3 é uma molécula importante no curso de uma
resposta imune para controle da proliferacdo de 7. Gondii (BERNARDES et al., 2006).
A expressdao de Gal-3 estd aumentada em células de microglia de camundongos e esta
relacionado as respostas imunes Th2 e M1 / M2, em camundongos C57BL / 6 infectados
com 7. gondii e a imunidade Th1 e M2 em camundongos BALB / ¢ com infec¢do cronica
por T. gondii. Assim, Gal-3 pode desenvolver uma resposta imune diferente de acordo
com o modelo experimental adotado (LIU et al., 2018). Estudos também demonstraram
que a viabilidade de neutrofilos peritoneais de camundongos aumenta apds infec¢do in
vitro com T. gondii, a0 mesmo tempo em que parametros de citotoxicidade associada a
infeccdo diminuem, tais como a liberacdo das enzimas lactato desidrogenase (LDH) e
lisozima, bem como a geragdo de ROS induzida por PMA (phorbol myristate acetate)
(ALVES et al., 2010). Diante do exposto acima, os resultados encontrados neste trabalho
corroboram com aqueles da literatura, uma vez que em células BeWo com expressao
reduzida de Gal-3 houve aumento da proliferagdo intracelular de 7. gondii, sugerindo
entdo que essa lectina exerce um papel importante no controle da infec¢do pelo parasito
na interface materno-fetal.

Para verificar se Gal-3 exerce alguma influéncia no perfil da resposta imune em
células BeWo, algumas citocinas foram analisadas. Observamos que a infec¢do por 7.
gondii induz a producdo de IFN-y em células BeWo expressando Gal-3, contudo, na
auséncia desta lectina, apds a infec¢do, ndo houve producdo de IFN-y. Uma correlagdo
entre a expressao de Gal-3 e os niveis de IFN-y durante a infec¢do por 7. gondii ja foi
demonstrada em modelo experimental in vivo. Camundongos com expressao fisioldgica
da Gal-3 apresentaram maior expressdo de IFN-y quando estavam infectados por 7. gondii

(LIU et al., 2018). A citocina IFN-y ¢ uma das mais importantes envolvida na resposta
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imune contra 7. gondii (LANG et al., 2007; DENKERS et al., 2010). No entanto, ja foi
demonstrado que em células BeWo essa citocina ndo é capaz de controlar o parasitismo
(OLIVEIRA et al., 2006; BARBOSA et al., 2008). Assim, provavelmente a menor
proliferagao intracelular de 7. gondii, observada em células BeWo infectadas nao esta
relacionada com IFN-y. Contudo, vale ressaltar que esta foi a primeira demonstragao da
importancia da Gal-3 para a produgdo dessa citocina em células trofoblasticas humanas
infectadas por 7. gondii.

IL-8 ou CXCL-8 esta relacionada a migragao, proliferacdo celular e associada a
resposta imune inata contra patdégenos intracelulares, como 7. gondii (CASTILLO et al.,
2017; KANY et al., 2019; PARK et al., 2019). No presente estudo, células BeWo Gal-3
infectadas com 7. gondii aumentaram a producao de IL-8. Este achado corrobora com
varios estudos, in vivo e in vitro, os quais demonstraram que durante a infec¢cdo por 7.
gondii, a expressao de IL-8 ¢ aumentada (MACHADO et al., 2020; MILIAN et al., 2019;
PEREIRA et al., 2019; PARK et al., 2019). Isso também ¢ observado durante a gestacao,
j4 que mulheres gravidas infectadas com 7. gondii apresentaram niveis aumentados de
IL-8 (NEJAD etal.,2011). De modo semelhante, a infec¢ao por 7. gondii também induziu
aproducdo de IL-8 em explantes de vilos placentarios humanos (CASTILLO et al., 2017).
Além disso, o trofoblasto extraviloso infectado pelo parasito aumenta a produgao de IL-
8 (MILIAN et al., 2019). Interessantemente, Gal-3 também pode induzir a expressdo de
IL-8, como demonstrado em estudo utilizando células HTR-8 e, apos o tratamento com
Gal-3 exodgena, a expressdo do mRNA para IL-8 foi aumentada (MIYAUCHI et al.,
2018). No presente trabalho, Gal-3 aumentou a producdo de IL-8 somente em células
BeWo Gal-3 infectadas, uma vez que na auséncia de infec¢do, niveis maiores de IL-8
foram detectados em sobrenadantes de células BeWo Gal-3 KD. Desta maneira, a redugao
da producdo de IL-8 em células BeWo Gal-3 KD infectadas com 7. gondii, como
evidenciado em nossos resultados, pode estar relacionada a reducao da expressao da Gal-
3 nas células.

Em células BeWo, Gal-3 também € necessaria para aumento da expressao de IL-
6, ja que na sua auséncia os niveis dessa citocina sdo reduzidos, independentemente de
infeccdo. IL-6 tem papel importante em processos inflamatdrios, promove a diferenciacdo
de linfécitos T e B, esta envolvida em inflamagdo ocular e no controle de infec¢des por
parasitos intracelulares como Trypanosoma cruzi e Leismania major (MIRPURI &
YAROVINSKY, 2012; TANAKA et al., 2014; GHASEMI et al.,2017; SANMARCO et
al., 2017; OUALHA et al., 2019). Além disso, essa citocina ¢ importante durante a



33

invasdo e implantacdo do embrido no tutero, sendo expressa em citotrofoblasto e em
trofoblasto extraviloso (CHAPION et al., 2012). Estudo prévios demonstraram também
que IL-6 estd aumentada em células infectadas por 7. gondii e que ¢ importante para
prevenir a transmissao vertical do parasito (BARBOSA et al., 2015; SILVA et al., 2017,
GOMES et al., 2018).

Em camundongos infectados por 7. gondii ja foi observada que existe uma
correlagdo entre a presenga de Gal-3 e maior expressdo de RNAm para IL-10 (LIU et al.,
2018). Neste estudo, niveis aumentados de IL-10 foram encontrados em sobrenadantes
de células BeWo Gal-3 KD na auséncia de infec¢do. Ao contrario, apds infec¢ao por 7.
gondii, células BeWo Gal-3 secretam quantidades maiores de IL-10. Como ja foi
demonstrado que em células BeWo IL-10 favorece uma maior proliferagdo intracelular
de T. gondii (BARBOSA et al. 2008; BARBOSA et al. 2015), a maior proliferagdo
intracelular do parasito observada na auséncia de Gal-3 em células BeWo parece ndo estar
relacionada com essa citocina.

A expressdo da Gal-3 em células BeWo ndo influenciou a producdo de ROS. No
entanto, apds a infeccdo houve uma reducao da produgdo de ROS em ambas as linhagens
celulares, BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD. Gal-3 ¢ essencial para produ¢do de ROS em
neutrofilos peritoneais de camundongos infectados in vitro por T. gondii (ALVES et al.,
2013), porém isto ndo foi observado neste trabalho com células trofoblasticas. A produgao
de ROS ¢ um dos mecanismos pelos quais a via das MAPKs (mitogen-activated protein
kinases) ¢ ativada e, assim, as quinases ERK, JNK e p38 ativam a via do NF-«xB (factor
nuclear kappa B), a qual, por sua vez, induz a expressdo de moléculas pro-inflamatorias,
dentre elas IL-1f, IL-6, IL-8, MMP-9 ¢ COX-2 (JALMI & SINHA, 2015; AGGARWAL
et al., 2019). Dessa forma, provavelmente a reducdo na geracdo de ROS observada em
células BeWo infectadas trata-se de um mecanismo do parasito para evitar a resposta
imune inflamatéria do hospedeiro. Isso ja foi demonstrado em células de retina humana,
nas quais a infecgao por 7. gondii é capaz de ativar vias que levam a reducao da produgao
de ROS para favorecer sua permanéncia e proliferacdo nas células (ZHOU et al., 2013).

Diante do exposto, de modo geral, durante infec¢do por patdogenos intracelulares,
como 7. gondii, Gal-3 tem importante papel pro-inflamatério, na ativagao de células da
defesa inata e no controle da proliferacdo intracelular do parasito (BERNARDES et al.,
2006; ALVES et al., 2013; LIU et al., 2018). Na interface materno-fetal, Gal-3 esta
presente em células trofoblasticas e contribui para o desenvolvimento da gestacdo

(YANGetal., 2011; HUTTER et al., 2016; FREITAG et al., 2020). Nesse sentido, nossos
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resultados mostraram pela primeira vez que Gal-3 modula eventos de adesao, invasao e
proliferacdo, bem como perfil de citocinas secretadas em células trofoblasticas da
linhagem BeWo durante a infec¢@o por 7. gondii e, portanto, influencia no controle do
parasitismo (Figura 6). Contudo, ainda sao necessarios estudos que investiguem quais
mecanismos essa lectina utiliza para desempenhar esse papel no microambiente
placentario a fim de que possamos compreender a sua fun¢@o no controle da transmissao

vertical do parasito.
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7. Conclusoes

Os dados obtidos em nosso trabalho sugerem que:

- Gal-3 esta relacionada ao controle da proliferacao intracelular de 7. gondii em células
BeWo;

- Gal-3 proporciona diminui a adesdo e invasdo de 7. gondii em células BeWo;

- Gal-3 esté relacionada aos niveis aumentados de IL-6 em sobrenadantes das células
BeWo, independentemente da infeccao por 7. gondii;

- Gal-3 nao induz a produgao de ROS em células BeWo, independentemente de infecg¢ao

por T. gondii.
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Legendas

Figura 1. Expressao de Gal-3 em células BeWo submetidas ou ndo a técnica de shRNA.
A expressdo foi verificada por Western Blotting (A) e por Imunofluorescéncia (B - C).
(A) Células (1 x 10°/1000 uL) foram cultivadas em placas de 6 pogos e mantidas por 24
h em meio RPMI 10%. Em seguida, as células foram lisadas e 150 pg de proteina foram
separadas por SDS-PAGE. Posteriormente, as proteinas foram eletrotransferidas para
membrana de PVDF e posterior deteccdo da Gal-3 com anticorpo monoclonal anti-Gal-
3. Western Blotting. A expressao de B-actina foi utilizada como controle. (B - C) Células
(3 x 10*/200 pL) foram cultivadas em placas de 24 pogos sobre laminulas de vidro em
meio RPMI 10%. Apods 24 horas, as células foram fixadas com paraformaldeido e
incubadas com anticorpo monoclonal anti-Gal-3, seguido de incubagdo com IgG anti-
mouse conjugado com Alexa Fluor 488. (B) Células BeWo Gal-3; (C) Células BeWo
Gal-3 KD. *Gal-3 foi marcada pelo fluorocromo verde e o ntcleo foi marcado usando-se

To-PRO3 (azul).

Figura 2. Proliferagdo intracelular de 7. gondii em células BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3
KD. Células (3 x 10*/200 uL) foram cultivadas em placas de 96 pocos em meio RPMI
10% por 24 h. Em seguida, as células foram infectadas com 7. gondii na proporg¢ao de 5
parasitos por célula (5:1) em meio RPMI 2%. Apos 24 h, as células foram lisadas e o
numero de taquizoitas de 7. gondii foi quantificado por meio da reagdo colorimétrica da
B-galactosidase. Foram realizados trés experimentos em nonoplicata. Os dados estdo
expressos como média = SEM e sdo representativos de trés experimentos independentes
realizados em nonoplicatas. * Comparacao entre a proliferacdo de 7. gondii em células

BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD (teste ¢ de Student, P < 0,05)

Figura 3. Porcentagem de adesao e taxa de invasdo de 7. gondii em células BeWo Gal-3
e BeWo Gal-3 KD. Células (3 x 10%/200 puL) foram cultivadas em placas, de 24 pocos
sobre laminulas para avaliar a adesdo ou em placas de 96 pogos para avaliar a taxa de
invasdo por 24 h em meio RPMI 10%. Em seguida, as células foram infectadas com 7.
gondii na proporg¢ao de 5 parasitos por célula (5:1) e mantidas a 5% de CO2 e 37°C por 3
h. A porcentagem de adesdo dos parasitos as células BeWo foi determinada por meio de
ensaio de imunofluorescéncia e contagem dos parasitos aderidos as células BeWo Gal-3
e BeWo Gal-3 KD (A). As imagens de fluorescéncia representam o parasito marcado com

fluorocromo verde, os filamentos de actina marcados com fluorocromo vermelho e o
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nucleo em azul nas células BeWo Gal-3 (C) e BeWo Gal-3 KD (D). A taxa de invasao
(taquizoitos intracelulares) foi determinada por meio da reacdo da B-galactosidase. Os
dados estdo expressos como média £ SEM. *Comparagdo entre as células BeWo Gal-3 e

BeWo Gal-3 KD (teste ¢ de Student, P <0,05).

Figura 4. Produc¢do de citocinas por células BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD infectadas
ou ndo com T. gondii. Células (3 x 10*/200 pL) foram cultivadas em placas de 96 pogos
em meio RPMI 10% por 24 h. Em seguida, as células foram infectadas com 7. gondii na
propor¢ao de 5 parasitos por célula (5:1). Apos 24 h, os sobrenadantes foram coletados e
utilizados para a dosagem de IFN-y (A), IL-6 (B), IL-8 (C), IL-10 (D) por ELISA. Os
dados estdo expressos como média + SEM. As comparacdes entre os grupos foram
realizadas pelos testes Kruskal-Wallis ou One-Way ANOVA, seguido do teste de
Bonferroni,quando apropriado. +— Comparacdes entre BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD
infectadas ou ndo (P < 0,05). * Comparagdes entre BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 T. gondii
ou entre BeWo Gal-3 KD e BeWo Gal-3 KD T. gondii (P < 0,05).

Figura 5. Producdo de ROS em células BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 KD infectadas ou
ndo por T. gondii. Células (1x 10°/1000uL) foram cultivadas em placas de 6 pogos por
24 h em meio RPMI 10%. Em seguida, as células foram infectadas com 7. gondii na
proporcao de 5 parasitos por célula (5:1). Apds 24 h, as células foram incubadas com 2
UM 5-(and-6)-chloromethyl-2’,7'dichlorodihydrofluoresceina diacetato acetyl ester (CM-
H2DCFDA) e a producao de ROS foi quantificada por citometria de fluxo, com contagem
minima de 10.000 eventos por amostra. A produ¢ao de ROS estd representada como
porcentagem da populagdo celular expressando ROS (A). Os histogramas representam a
porcentagem de células que produzem ROS (B). Os dados estdo expressos como média +
SEM. A comparagdo entre os grupos foi realizada pelo teste One-Way ANOVA e pos-
teste de Bonferroni. — Comparagao entre células BeWo Gal-3 e BeWo Gal-3 + T. gondii
ou entre BeWo Gal-3 KD e BeWo Gal-3 KD + 7. gondii (P < 0,05).

Figura 6. Desenho esquemadtico representando o papel de Gal-3 em células BeWo
infectadas com 7. gondii. Células BeWo Gal- 3 (A), quando comparadas as células BeWo
Gal-3 KD (B), apresentaram apresentaram taxas de adesdo, invasdo e proliferacdo
intracelular do parasito diminuidas e aumento da producdo das citocinas IFN- vy, IL-8, IL-

10 e IL-6.
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