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Resumo

Toxoplasma gondii € um protozoario parasito intracelular obrigatdrio capaz de infectar
uma grande variedade de células. Este parasito apresenta uma grande habilidade de
explorar diversas moléculas presentes na superficie das células e ultrapassar diferentes
barreiras bioldgicas, e finalmente alcancar os tecidos considerados imunologicamente
privilegiados, como a placenta. Embora esse 6rgdo represente uma formidavel barreira
contra a infeccdo por T. gondii, a transmissdo deste para o feto pode ocorrer em alguns
casos. Entretanto, os mecanismos envolvidos na transmissao do parasito pela placenta
ainda sdo mal compreendidos. Assim, o presente trabalho teve dois objetivos gerais: (i)
avaliar o papel de ICAM-1 na passagem transplacentaria de T. gondii em modelos animais
murinos C57BL/6 WT e ICAM-1 knockouts (ICAM-17); e (ii) caracterizar células
trofoblasticas mesenquimais humanas (TSCT) para avaliar se elas recapitulam a
sensibilidade de células trofoblésticas primarias humanas frente a infecgéo por T. gondii,
bem como avaliar a expressdo diferencial de genes entre células citotrofoblésticas
(TS®YT) e sinciciotroblasticas (TSSYN) ap6s a infeccdo. Para responder ao primeiro
objetivo, fémeas WT e ICAM-1" foram acasaladas e ap6s a deteccdo do inicio da
gestacdo, os animais foram infectados com 5 cistos da cepa ME-49 de T. gondii e
divididos em diferentes grupos de acordo com o dia de infeccdo e eutanésia (8dg/8di,
14dg/7di, 19dg/12di e 19dg/8di). Fémeas prenhes ndo infectadas foram usadas como
controles (8dg/ni, 14dg/ni, 19dg/ni). Em todos os animais foram avaliados o nimero de
sitios de implantacdo, e de reabsorcdo. Além do mais, foi coletado o soro para analise de
citocinas por CBA; os 6rgdos maternos, incluindo cornos uterinos, e embrides/fetos e
placentas foram coletados para avaliagdo do parasitismo por gPCR. Os resultados
mostraram que fémeas ICAM-1"" infectadas no inicio da gestac&o (8dg/8di) e no final do
terco médio de gestacdo (19dg/8di) tiveram maior comprometimento do sucesso
gestacional se comparado as fémeas WT. Em relacio ao parasitismo, fémeas ICAM-17
8dg/8di e 14dg/7di apresentaram maior taxa de infec¢do por T. gondii no corno uterino
gravidico e na placenta, respectivamente, ao comparar com fémeas WT. Por outro lado,
ndo foram verificadas diferencas significativas na carga parasitaria no bago e figado entre
as fémeas ICAM-1"" e WT nos grupos 8dg/8di e entre os tecidos fetais dos animais
ICAM-17 e WT nos grupos 14dg/7di. Adicionalmente, a dosagem de citocinas mostrou
que IFN-y, TNF- a, IL-6 e IL-10 foram moduladas pela infeccao dependendo do tempo

gestacional. Para a realizagdo do segundo capitulo, células TS®YT foram cultivadas em



cultura e diferenciadas em TSSYN e infectadas ou mock infectadas (apenas meio) com T.
gondii. Em seguida, foi avaliada a porcentagem de diferenciagdo em células TSSYN, bem
como a taxa de infeccdo entre as células TSCYT e TSSYN por meio ensaio de RT-qgPCR. O
sobrenadante foi coletado para dosagem da quimiocina CCL22. Em seguida, células
infectadas e mock infectadas foram coletadas e submetidas a analise pelo sequenciamento
de RNA. Os dados mostraram que TSS'N foram altamente refratarias a adesdo e
replicacdo de T. gondii quando comparado com as células TSCYT. Além do mais, os
resultados mostraram que ambas as células ndo foram capazes de produzir CCL22 em
reposta a infeccdo pelo parasito. Também, os dados de RNA-seq mostraram diferencas
no transcriptoma entre TSSYN e TSCYT apés a infecgdo com T. gondii, evidenciando que
vias relacionadas ao metabolismo e ao ciclo celular foram reguladas negativamente em
células TSSYN em comparacio com TSCYT, Finalmente, o perfil transcricional de T. gondii
identificou diferencas significativas na expressdo de genes em parasitos que
infectaram/ou estavam associados as células TSSYN em relagdo as células TSCYT,
evidenciando alteragGes nos genes envolvidos na replicagcdo do DNA e no metabolismo,
principalmente nas vias relacionadas com a sintese de acidos graxos. Em conjunto, nossos
dados indicaram que células TSCT representam um promissor modelo no estudo das
interacbes T. gondii/placenta, além disso, os resultados sugerem que a resisténcia das
células TSSYN pode estar associada ao baixo metabolismo celular e baixa producéo de
nutrientes por tais células, conferindo um ambiente estressante para o desenvolvimento

do parasito.

Palavras chave: ICAM-1, Toxoplasma gondii, transmissdo transplacentaria,

células trofoblasticas mesengquimais humanas e C57BL/6.



Abstract

Toxoplasma gondii is an intracellular protozoan parasite that is able to infect a wide
variety of cells. This parasite has a great ability to explore various molecules present on
the surface of cells and overcome different biological barriers, and finally reach the
tissues considered immunologically privileged, such as placenta. Although this organ
represents a formidable barrier against a T. gondii infection, its transmission to the fetus
can occur. However, the mechanisms involved in the transmission of the parasite through
the placenta are still poorly understood. Therefore, the present work had two major goals:
(1) evaluate the role of ICAM-1 in the transplacental passage of T. gondii in murine animal
models C57BL/6 WT and ICAM-1 knockouts (ICAM-17); and (ii) characterize human
mesenchymal trophoblastic cells (TSCT) to assess whether they recapitulate the sensitivity
of primary human trophoblastic cells by T. gondii infection, as well as to evaluate the
differential gene expression between cytotrophoblastic (TSCYT) and synciciotroblastic
cells (TSSYN) after the infection. To answer the first objective, WT and ICAM-17 mice
were mated and after detecting the first day of pregnancy, the animals were infected with
5 cysts of ME-49 strain of T. gondii and divided in different groups according to the day
of infection and euthanasia (8dg / 8di, 14dg / 7di, 19dg / 12di and 19dg / 8di). Uninfected
pregnant females were used as controls (8dg/ni, 14dg/ni, 19dg/ni). The number of
implantation and resorption sites was evaluated. In addition, serum was collected for
cytokine analysis; maternal organs, including uterine horns, and embryos/fetus and
placentas were collected to assess the parasitism by gPCR. The results showed that
ICAM-1"- females infected at the beginning of pregnancy (8dg/8di) and at the end of the
middle third of pregnancy (19dg/8di) had a greater impairment of gestational success
compared to the WT females. Regarding to the parasitism, ICAM-1" 8dg/8di and
14dg/7di presented higher rates of infection in uterine horns and in the placenta,
respectively, compared to WT. On the other hand, no significant differences were seen in
the parasitism in the spleen and liver between ICAM-17-and WT in the 8dg/8di groups,
and between fetal tissues of ICAM-17 and WT animals in the group 14dg/7di.
Additionally, the cytokines IFN-y, TNF-a, IL-6 and IL-10 were modulated by infection
depending on the gestational time. For the second chapter, TSCYT cells were cultured and
differentiated into TSSYN and infected or mock infected (only medium) with T. gondii.
Then, the percentage of differentiation in TSSYN cells was evaluated, as well as the
infection rate between TS®YT and TSSYN cells through the RT-gPCR assay. The



supernatant from the different experimental conditions was collected to measure the
chemokine CCL22. Then, infected and mock infected cells were collected and subjected
to analysis by RNA sequencing. The data showed that TSSYN were highly refractory to
the adhesion and replication of T. gondii when compared with TSCYT cells. Furthermore,
the results suggested that both cells are not able to produce CCL22 in response to the
parasite infection. Evaluating the RNA-seq data, we observe a huge difference in the
transcriptome between TSSYN and TSCYT after the infection by T. gondii, showing that
pathways related to metabolism and the cell cycle are negatively regulated in TSSYN cells
compared to TSCYT. Finally, the transcriptional profile of T. gondii identified differences
in gene expression in the parasites that infected/or were associated with TSSYN cells in
relation to TSCYT cells, showing differences in genes involved in DNA replication and
metabolism pathways, especially those related to the biosynthesis of fatty acids. Together,
our data indicate that TSCT cells represent a promising model in the study of T.
gondii/placenta interactions; moreover, we suggest that the resistance of TSSYN cells may
be associated with low cell metabolism and low nutrient production by such cells,

providing a stressful environment for the development of the parasite.

Keywords: ICAM-1, Toxoplasma gondii, transplacental transmission, human
trophoblast stem cells and C57BL/6.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Toxoplasma gondii e caracteristicas gerais

Toxoplasma gondii € um protozoario parasito intracelular obrigatério responsavel
pela toxoplasmose (BUXTON et al.,, 2007; SMITH et al., 2020). Pertence ao filo
Apicomplexa a classe Sporozoa, a subclasse Coccidia, a Ordem Eucoccidida e a Familia
Sarcocystidae (SMITH et al., 2020). T. gondii é a Unica espécie do género Toxoplasma,
mas esté intimamente relacionado com Hammondia hammondi e Neospora caninum, com
0s quais compartilha caracteristicas morfoldgicas, moleculares e do ciclo de vida
(SOKOL-BORRELLI; COOMBS; BOYLE, 2020).

Este protozoério foi descrito simultaneamente no ano de 1908 na Tunisia por
Nicolle e Manceaux, os quais descreveram T. gondii em um roedor (Ctenodactylus
gundi), e no Brasil, por Splendore, que relatou a presenca do parasito em uma espécie de
coelho (Oryctolagus cuniculus) (DUBEY et al., 2008). A infec¢do por T. gondii pode
ocorrer em uma vasta gama de animais vertebrados, como aves e mamiferos, incluindo
0s seres humanos. Estima-se que um ter¢o da populacdo humana é acometida por esta
infeccdo, e por esta razdo, este é considerado um dos parasitos mais bem adaptados capaz
de infectar os seres humanos (KUL et al., 2013; PINTO-FERREIRA et al., 2019). A
prevaléncia da infeccdo varia entre diferentes paises, dentro de um mesmo pais e também
no interior de uma mesma regido. E varios fatores sdo responsaveis por essas variacdes
de prevaléncia, como habitos alimentares e culturais, condi¢cbes socioecondmicas e
qualidade do saneamento basico (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS, 2009; ROBERT-
GANGNEUX, 2014; FOROUTAN-RAD et al., 2016; TEWELDEMEDHIN et al., 2019).

Toxoplasma gondii € um parasito unicelular eucarionte e se assemelha as demais
células eucariontes, possuindo nucleo, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e
mitocondrias (ATTIAS et al., 2020). Além de organelas tipicas de organismos
eucariontes, 0 protozoario apresenta organelas secretdrias apicais, localizadas na porcéo
apical, chamadas de micronemas e roptrias, envolvidas nos processos de adesao e invasdo
do parasito a célula hospedeira. Um terceiro tipo de organela secretéria, os granulos
densos que sdo distribuidos ao longo da estrutura do parasito (BLADER; SAEIJ, 2009;
JIMENEZ-RUIZ et al., 2016; ATTIAS et al., 2020).

As micronemas sdo organelas secretdrias apicais mais abundantes e contém uma
grande quantidade de proteinas que sdo responsaveis por varias funcées bioldgicas como
adesdo, motilidade e invasdo na célula hospedeira, secrecdo de roptrias e evasdo do
vacuolo parasitéforo (DUBOIS; SOLDATI-FAVRE, 2019). Durante o processo de
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adesdo, motilidade do parasito e a invasao na célula hospedeira, é gerada uma cascata de
sinais que desencadeia a secrecdo de adesinas, também conhecidas como micronemas
(MICs), resultando no desenvolvimento de proteinas micronemais transmembranicas na
superficie do parasito, onde ira formar sitios de ligacdo com as células hospedeiras
(SOLDATI-FAVRE, 2008; SOUZA et al., 2010; JIMENEZ-RUIZ et al., 2016; ATTIAS
et al., 2020). Adicionalmente, durante a exocitose, as micronemas liberam outras
proteinas, como complexos de adesinas e perforinas que auxiliam a saida do parasito das
células infectadas (SOLDATI; DUBREMETZ; LEBRUN, 2001).

Sdo descritas muito tipos de proteinas pelas micronemas (BLADER; SAEIJ,
2009), sendo a proteina de micronema tipo 2 (MIC2) a mais bem caracterizada. Tal
proteina é expressa em todos os estagios invasivos do parasito e consegue se ligar as
moléculas de adesdo do hospedeiro, como a molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1),
permitindo ao parasito migrar até os tecidos imunologicamente privilegiados, como
cérebro, retina e placenta (BARRAGAN; HITZIGER, 2008; MUNOZ; LIESENFELD;
HEIMESA et al., 2011). Um estudo mostrou que a delecdo de MIC2 comprometeu a
fixacdo do parasito e consequentemente reduziu a motilidade e a invasdo da célula
hospedeira em modelos in vitro (GRAS et al., 2017). MIC1 foi descrito por reconhecer
os glicanos da célula hospedeira via dominio de repeticdo adesinas de micronemas
(MAR), os quais se ligam em dominios de micronemas tipo 3 (MIC3), facilitando a
adesdo na célula hospedeira (CEREDE et al., 2005; HARKER; UENO; LODOEN, 2015).
Durante a divisdo celular e formacéo de novas células filhas, as micronemas sdo formadas
através da sintese de novo e através da reciclagem das proteinas de micronemas secretadas
pela célula mde em uma rota endocitica (JIMENEZ-RUIZ et al., 2016; PERIZ et al.,
2019). Os mecanismos envolvidos na reciclagem de proteinas de micronemas sao
dependentes de uma rede de F-actina altamente dindmica, porém a sintese de novo parece
ser independente de F-actina (PERIZ et al., 2019).

Roptrias estdo associadas a invasao do parasito na célula hospedeira e a formacao
do vacuolo parasitoforo (SOUZA et al., 2010). A liberacdo de proteinas derivadas de
roptrias (ROPs), ROP2, ROP4, ROP5 e ROP8 associam-se para formar um complexo
capaz de transportar o parasito para o interior da célula hospedeira (SOUZA et al., 2010).
As proteinas de roptrias podem ser direcionadas para o espaco do vacuolo parasitoéforo
que estd em desenvolvimento, para a membrana do vactolo parasitoforo, para o
citoplasma ou ndcleo da célula hospedeira (VENUGOPAL; MARION, 2018). As

proteinas da familia ROP2 sdo um exemplo de ROPs direcionadas a membrana do
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vacuolo parasitoforo, envolvidas na protecdo do parasito contra a degradacdo pelo
hospedeiro (VENUGOPAL; MARION, 2018). A pseudoquinase ROP5 ativa a quinase
ROP18, que fosforila GTPases imuno-relacionadas (IRGs) do hospedeiro, impedindo
assim a lise dessa estrutura e eliminacao do parasito por macréfagos (FLECKENSTEIN
et al., 2012). ROP18 e ROP5 sédo determinantes na viruléncia em camundongos entre as
cepas do parasito (SAEL et al., 2006; SHWAB et al., 2014). ROP17 foi descrito por
interagir com ROPS5 e juntos desempenham o papel na evaséo do sistema imune (SHWAB
etal., 2016). ROP16 e PP2C-hn (proteina fosfatase da familia 2C) sdo exemplos de ROPs
que alcacam o ndcleo da célula hospedeira (GILBERT et al., 2007). ROP16 demonstrou
interagir com a via de sinalizag&o do transdutor de sinal e ativador de transcri¢cdo (STAT)
do hospedeiro, afetando a producdo de citocinas pré-inflamatérias por macrofagos
(GILBERT et al., 2007; SAEU et al., 2007).

De maneira geral, as proteinas ROP sdo fatores essenciais secretados que
modulam as respostas do hospedeiro de uma maneira dependente da cepa para garantir a
sobrevivéncia, disseminacdo, persisténcia e propagacdo do parasita para novos
hospedeiros (VENUGOPAL; MARION, 2018).

Similar as proteinas ROP, as proteinas de granulos densos (GRA) descarregam
seu conteudo proteico em diferentes alvos, como no interior do vactolo parasitéforo, na
membrana do vacuolo parasitoforo, no citoplasma ou no nucleo das células hospedeiras
(VENUGOPAL; MARION, 2018). GRA1 é um exemplo de proteinas de granulo denso
secretadas para o vacuolo parasitéforo, GRA18 tem como destino o citosol, GRA16, o
ndcleo, e GRA7 a membrana do vaclolo parasitéforo (RASTOGI; CYGAN;
BOOTHROYD, 2019).

A secrecdo de GRAs por T. gondii na célula hospedeira comeca antes da invasdo
do parasito. Uma vez completado o processo de invasdo, GRAs continuam sendo
secretadas para modificar o vacutolo parasit6foro e criar um microambiente favoravel para
a replicacdo do parasito dentro da célula hospedeira (RASTOGI; CYGAN;
BOOTHROYD, 2019). Além do mais, GRASs estdo diretamente associadas a alteracdo de
transcricdo de genes na célula hospedeira. GRA15 é descrito por ativar a via do NFk-B
em parasitos da cepa Il (ROSOWSKI et al., 2011). GRA24 medeia a ativacao da via p38a
MAP quinase que modula a reposta imune da célula hospedeira (BRAUN et al., 2013).
GRA 11 esta envolvida na formacdo de parte da parede do cisto que circunda o0s
bradizoitas (FOX et al.,, 2011). Assim, coletivamente, as organelas de secregdo

contribuem para a invasao e a permanéncia do parasito nas células hospedeiras.
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Além das organelas secretorias, o parasito tambem possui o apicoplasto. Acredita-
se que esta estrutura seja de origem endossimbidntica, pois € uma organela semelhante a
um plastideo, derivado de algas vermelhas através de uma segunda endossimbiose
(MARTINS-DUARTE et al., 2015; ATTIAS et al., 2020). Embora a fungéo fotossintética
tenha sido perdida durante a evolucdo, esta organela ainda apresenta vias metabolicas de
origem procarionte, das quais sdo essenciais para a sobrevivéncia do parasito, como a
presenca de um DNA cromossomal extra e produgdo de &cidos graxos pela via da sintese
de novo (FAS II), além de varias proteinas (MARTINS-DUARTE et al., 2015; ARISUE;
HASHIMOTO, 2015; ATTIAS et al., 2020).

T. gondii ainda apresenta um complexo de membrana interna (IMC) que
representa uma importante organela envolvida na motilidade e replicacdo do parasito.
IMC esta localizado abaixo da membrana plasmatica do parasito e é composta por sacos
achatados de membrana, presos a face citoplasmatica por proteinas semelhantes a
filamentos intermediarios altamente organizadas e por interacdes com microtubulos
(HARDING; MEISSNER, 2014; CHOI et al., 2019). Durante a divisdo dos taquizoitas
por endodiogenia, este complexo faz-se extremamente importante, uma vez que proteinas
presentes neste compartimento regulam a formacéo de duas novas células dentro da célula
mée (FUNG et al., 2012; HARDING; MEISSNER, 2014). Outro importante papel do
complexo de membrana interna é atuar como ancoragem para o complexo motor da actina
e miosina durante a motilidade e invasdo na célula hospedeira (OPITZ; SOLDATI, 2002;
BARGIERI et al., 2013; HARDING; MEISSNER, 2014).

1.2. Toxoplasma gondii: formas de infeccéo e ciclo de vida

Toxoplasma gondii possui trés estagios infectantes: taquizoitas, bradizoitas e
esporozoitas. Os taquizoitas sdo encontrados na fase aguda da infeccdo, caracterizando-
se por apresentar alta capacidade de multiplicacdo e disseminacdo em Vvarios tecidos,
como os tecidos muscular, ocular, nervoso e placenta de hospedeiros (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; ATTIAS et al.,, 2020). Dentro das células hospedeiras, 0s
taquizoitas situam-se no interior de vacuolos parasitoforos e a répida multiplicacdo
envolve vias de sinalizacdo dependentes de fosfatidilinositol 3-quinase/ proteina quinase
(PIBK/Akt) (ZHOU et al., 2013). Os taquizoitas sdo metabolicamente ativos e demandam
por muitos nutrientes das células hospedeiras (LUDER; RAHMAN, 2017). Ap6s 5 a 6
divisOes, os taquizoitas egressam das células infectadas de maneira dependente de Ca?* e
infectam células vizinhas (BLADER et al., 2015).
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Os bradizoitas representam a forma lenta de multiplicacdo do parasito dentro da
célula hospedeira, levando a formac&o de cistos teciduais, que podem abrigar de centenas
a milhares de parasitos (ATTIAS et al., 2020). Os cistos podem ficar alojados em varios
tecidos do organismo por anos, como musculos, retina e cérebro. No interior dos cistos,
os bradizoitas dividem-se por endodiogenia (MONTOYA; LIESENFELD, 2004;
ROBERT-GANGNEUX, 2014).

A formacdo de bradizoitas é um passo critico para a transmissao de T. gondii e
consequentemente o sucesso do parasito, pois os cistos teciduais sd@o notoriamente
refratarios a acdo do sistema imunoldgico e aos tratamentos com medicamentos. Ainda
ndo € sabido se a resisténcia aos medicamentos é devido a natureza quiescente dos
bradizoitas ou a baixa permeabilidade da parede dos cistos (SOKOL-BORRELLLI;
COOMBS; BOYLE, 2020). Dessa maneira, 0s cistos permanecem no hospedeiro um por
longo periodo e assim favorecem a transmissdo dos parasitos, independentemente da
presenca dos hospedeiros definitivos (SOKOL-BORRELLI; COOMBS; BOYLE, 2020).

Estruturalmente, os bradizoitas se diferem dos taquizoitas quanto a localizacdo
posterior do nucleo, presenca de roptrias solidas, numero de micronemas e a presenca de
granulos polissacarideos (amilopectina) (FERGUSON; HUTCHISON, 1987; ATTIAS et
al., 2020). Além do mais, durante o processo de diferenciacédo, o vacuolo parasitoforo dos
taquizoitas € modificado para se tornar a parede do cisto, que é altamente glicosilada e de
maior espessura (TOMITA etal., 2017; TU et al., 2019). AlteracGes metabolicas também
sdo observadas, pois os bradizoitas parecem depender da glicolise anaerdbia, enquanto
que os taquizoitas utilizam a respiracdo aerdbica para a producdo de energia (SUGI et al.,
2017).

A diferenciacdo de taquizoitas em bradizoitas é regulada pelo microambiente da
célula hospedeira, podendo ser dependente de ciclo celular, metabolismo da célula
hospedeira e devido a resposta inflamatéria (LUDER; RAHMAN, 2017). Em cultura
celular, a diferenciacdo pode ser induzida por uma variedade de métodos, como inducao
de pH acalino, choque de calor, privacdo de metabdlitos e uso drogas (FOX; GIGLEY;
BZIK, 2004; SOKOL-BORRELLI; COOMBS; BOYLE, 2020), porém mecanismos
moleculares ainda ndo sdo completamente elucidados. Estudos tém apontado alguns
genes que regulam o processo de conversdo dos estagios de taquizoitas em bradizoitas.
Proteinas de ligacdo ao DNA AP2 (ApiAP2s) tém sido reportadas por serem essenciais
para o processo de diferenciagdo, ja que parasitos knockouts para ApiAP2s falharam em

completar a diferenciacdo em bradizoitas (JEFFERS et al., 2018). Estudos recentes
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sugeriram que o fator de transcricdo semelhante a Myb (BFD1) é um fator chave para o
desenvolvimento dos bradizoitas, mostrando que na auséncia de BFD1 os parasitos se
multiplicam rapidamente em condigdes de estresse in vitro, e séo incapazes de formarem
cistos em animais (WALDMAN et al., 2020).

Os esporozoitas estdo localizados no interior de oocistos e sdo formados por meio
da reproducdo sexuada no intestino de hospedeiros definitivos, representados por felinos
selvagens e domeésticos, e sdo liberados para 0 meio ambiente juntamente as fezes destes
animais (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; YAN et al., 2016; SHAPIRO et al., 2019).
Os oocistos liberados ndo sdo esporulados e ndo conferem a capacidade de infectar
hospedeiros; a esporulacéo e consequente capacidade de se tornarem infectantes depende
de fatores ambientais, como humidade, calor e clima, ocorrendo entre 1 a 5 dias ap6s a
liberacdo no ambiente (YAN et al., 2016; SHAPIRO et al., 2019). Oocistos esporulados
sdo considerados mais resistentes as variagdes ambientais do que 0s oocistos ndo
esporulados e mantém-se viaveis tanto em agua quanto em ambientes secos por varios
meses (SHAPIRO et al., 2019; ATTIAS et al., 2020). Oocistos imaturos apresentam um
formato eliptico e contem no seu interior um unico esporoblasto. Durante a esporulacao,
0 oocisto divide-se em dois esporocistos e a0 mesmo tempo ocorre 0 espessamento da
parede do cisto. Ao final do processo de maturacdo e diferenciacdo, é formado quatro
esporozoitas dentro de cada esporocisto (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; ATTIAS et
al., 2020).

A liberacdo de oocistos possui um importante papel na epidemiologia da
toxoplasmose, tanto em termos de sua distribuicdo mundial, quanto pela extensa gama de
hospedeiros intermediarios infectados (SHAPIRO et al., 2019). A superficie do oocisto é
hidrofilica, levemente adesiva e carregada negativamente em solugdes de baixa forca
ibnica, sugerindo que o0s oocistos podem ser mobilizados dos solos ap6s chuvas intensas
e se dispersar em ambientes de aguas doces (SHAPIRO et al., 2009; DUMETRE et al.,
2012, DUMETRE et al., 2013). As propriedades da parede do oocisto, portanto,
desempenham um papel fundamental na dindmica de transmissdo de T. gondii através das
paisagens, principalmente do ambiente terrestre para os habitats aquaticos, facilitando a
exposicdo a inumeras espécies hospedeiras que vivem em diferentes biotopos
(DUMETRE et al., 2012).

O ciclo de vida de T. gondii é heteroxénico, tendo como hospedeiros definitivos
0s géneros Felix e Lynx, e hospedeiros intermediarios, aves e mamiferos incluindo o
homem (YAN et al., 2016; ATTIAS et al., 2020). Os determinantes moleculares que
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identificam apenas os felinos como hospedeiros definitivos para T. gondii ainda ndo sao
totalmente conhecidos. Porém, Martorelli di Genova e colaboradores (2019) mostraram
que a deficiéncia na atividade da enzima delta-6-dessaturase no intestino de felinos é
responsavel pelo desenvolvimento do ciclo sexuado de T. gondii. Os felinos séo os Unicos
mamiferos que carecem da atividade da enzima delta-6-dessaturase em seus intestinos,
necessaria para o metabolismo do &cido linoleico, resultando o excesso desse lipidio no
organismo destes animais. A inibigcdo dessa enzima em camundongos, juntamente com a
suplementacdo nutricional com acido linoléico permitiu que T. gondii desenvolvesse 0s
estagios sexuais nesses animais, mostrando que a dieta do hospedeiro e 0 metabolismo
moldam a coevolugdo com os microrganismos (MARTORELLI DI GENOVA;
WILSON; DUBEY, 2019).

O ciclo sexuado do parasito ocorre quando os felinos ingerem oocistos infectantes
ou cistos teciduais, a parede dessas estruturas € rompida no estdmago, devido a acdo do
baixo pH e de enzimas proteoliticas, liberando os esporozoitas ou bradizoitas,
respectivamente. Estes migram para o epitélio intestinal, e penetram nos enterdcitos dos
felinos e por esquizogonia transformam-se intracelularmente em esquizontes
multinucleados, estagio de reproducdo assexuada, apos 3 a 7 dias de infeccdo. As
subsequentes esquizogonias ocorrem dentro das células epiteliais no intestino dos
felideos. Durante a esquizogonia, ocorre sucessivas divisdes nucleares que precede a
individualizacdo de cada célula. Em conseguinte, hd a formacdo do complexo de
membrana interna para a individualizacdo de cada merozoita e o aparecimento do
complexo apical, incluindo micronemas e roptrias. Essas estruturas se organizam ao redor
de cada nucleo, dando origem as células filhas, chamadas merozoitas, dentro da célula
hospedeira. A ruptura dos enterdcitos liberam muitos merozoitas, 0os quais também
infectam novos enterdcitos e dividem-se novamente por esquizogonia. Cada ciclo de
esquizogonia libera inmeros merozoitas que irdo invadir novos enterécitos, aumentando
exponencialmente o nimero de parasitos. Cinco tipos diferentes de esquizontes de T.
gondii sdo descritos em células epiteliais intestinais de felinos antes do processo de
formacdo dos gametas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ATTIAS et al., 2020). Trés
a quinze dias apos a infecgdo primaria do felino, os esquizontes e merozoitas séo
encontrados principalmente na por¢do do ileo no intestino, e alguns comecam a se
diferenciar em gametas. Macrogametas, gerados a partir de merozoitas, apresentam um
formato oval e sdo imdveis; ja os microgametas, formados por uma divisdo de

esquizontes, sdo alongados e flagelados. Apoés fertilizacdo do gameta feminino pelo
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gameta masculino, ha a formacéo de um zigoto diploide que ird se desenvolver dentro
dos oocistos. Estes por sua vez, caem na luz intestinal e séo liberados para 0 meio
ambiente juntamente com as fezes destes animais, e esporulam no meio ambiente sob
condicdes favoraveis (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; YAN et al., 2016; ATTIAS et
al., 2020). Durante a fase aguda da infeccéo os felinos podem liberar milhdes de oocistos
pelas fezes por aproximadamente uma a duas semanas (SHAPIRO et al., 2019).

O desenvolvimento assexuado comega no intestino dos hospedeiros
intermediarios quando oocistos no meio ambiente, ou cistos teciduais sdo ingeridos por
uma vasta gama de animais, incluindo o homem. Inicialmente, esporozoitas ou
bradizoitas sdo liberados a partir de oocistos ou cistos, respectivamente; penetram nos
enterocitos e rapidamente se desenvolvem em taquizoitas, os quais multiplicam
intensamente nas células nucleadas dentro do vaclolo parasitoforo. Os taquizoitas
comecam o0 processo de divisdo por endodiogenia, nos quais duas células filhas sdo
formadas no interior da célula mée. Sucessivas divisbes geram uma organizacao de
taquizoitas conhecida como rosetas no interior do vacuolo parasitoforo. Apos este
processo, 0s taquizoitas, sob estimulo, sdo induzidos a sairem da célula, e ocorre o
rompimento da membrana das células hospedeiras, liberando novos taquizoitas que irdo
infectar novas células. Este parasito pode ser disseminado pelo corpo através dos
leucdcitos no sangue, e uma vez estabelecida a infeccdo, o sistema imune do hospedeiro
induz alteracdes nos taquizoitas, os quais comecam a sofrer mudancgas no metabolismo,
diminuindo a taxa de divisdo e convertem em bradizoitas e consequente formacdo de
cistos teciduais, levando ao estagio cronico do ciclo assexuado (YAN et al., 2016;
ATTIAS et al., 2020).

Os humanos podem ser infectados de diversas formas, por exemplo, ingestdo de
agua e alimentos contaminados por oocistos, ingestdo de carne malcozida de bovinos,
suinos e caprinos contendo cistos teciduais, transplante de 6rgéos, transfusdo de sangue,
contato direto com os parasitos em acidentes laboratoriais ou através de transmissdo
vertical (ROBERT-GANGNEUX, 2014; FOROUTAN-RAD et al., 2016; PEYRON et
al., 2019; MARQUES et al., 2020). H& também evidéncias que o consumo de crustaceos
marinhos crus ou malcozidos pode representar uma potencial via de transmissdo de T.
gondii para 0 homem, pois esses animais séo filtradores e assim, os oocistos podem se
acumular nas branquias dos mesmos apds o escoamento de solo contaminado para os
recursos hidricos (SHAPIRO et al., 2019).
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1.3. Toxoplasmose

Estima-se que aproximadamente 2 bilhGes de pessoas estejam infectadas com T.
gondii em todo o mundo, embora as maiores taxas de infeccdo sejam reportadas
principalmente na América do Sul e sudeste da Asia e da Africa (PAPPAS; ROUSSOS;
FALAGAS, 2009).

As manifestacbes clinicas da toxoplasmose foram primeiramente relatada no
inicio dos anos 1920 entre criangas com encefalites, retinocoroidites e hidrocefalia. No
inicio dos anos 1980, a toxoplasmose foi observada como uma das maiores infeccoes
oportunistas entre pacientes imunocomprometidos devido a infeccdo por HIV (LIM;
OTHMAN, 2014; AL-MALKI, 2021). Em individuos imunocompetentes, o inicio da
infecgdo pode ocorrer de modo subclinico, ou com sintomas leves, podendo ser observado
febre, dores de cabeca, dores musculares, mal-estar e linfadenopatia, (AL-MALKI, 2021).
Quando a infeccao cronica é estabelecida, e o individuo € imunocomprometido, como os
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), ou que fazem uso de
quimioterapicos para tratamentos de cancer, uso de medicamentos imunossupressivos
para pacientes que foram submetidos a transplante de 6rgdos pode levar a reagudizacao
da doenca, devido a reativacdo dos bradizoitas presentes nos cistos teciduais que retornam
ao estagio de taquizoitas e provocam graves problemas, como encefalite e lesdes oculares,
miocardites, pneumonia e pode ser fatal quando ndo tratada (MONTOYA,;
LIESENFELD, 2004; JONES; PARISE; FIORE, 2014; SMITH et al., 2020, no prelo).
Em torno de 30 a 40% de pacientes HIV positivos coinfectados com T. gondii
desenvolveram encefalite toxoplasmica (WALKER; ZUNT, 2005).

A retinocoroidite toxoplasmica uma das manifestacbes mais comuns da doenca
acarreta grande problemas de salde em todo o mundo. Entre 0s pacientes
imunocomprometidos, a doenca tem sido reportada posterior a uveites devido a infeccao
adquirida ou congénita (PALANISAMY et al., 2006). De maneira geral, ha uma alta
prevaléncia de formas mais graves da toxoplasmose ocular na América do Sul,
principalmente em algumas regides do Brasil, se comparado com outras partes do mundo.
Estas formas mais graves estdo associadas a maior diversidade de cepas virulentas de T.
gondii que circulam na regido (SHWAB et al., 2018) combinadas com a alta ocorréncia
da infeccédo pela ingestdo de oocistos, que desencadeia uma maior diversidade genética
do que as infecgdes clonais derivadas de bradizoitas (GALAL et al., 2019).
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1.4. Toxoplasmose congénita

A toxoplasmose congénita é considerada uma das formas mais graves da doenca
e ocorre devido a passagem transplacentaria das formas taquizoitas do parasito durante a
gestacdo, alcancando assim a circulacdo e os tecidos fetais (KODJIKIAN, 2010;
VARGAS-VILLAVICENCIO; BESNE-MERIDA; CORREA, 2016). Normalmente a
infeccdo congénita ocorre quando a mulher adquire pela primeira vez a infecgdo por T.
gondii durante a gestacao ou proximo a concepcdo (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004;
VARGAS-VILLAVICENCIO; BESNE-MERIDA; CORREA, 2016; PEYRON et al.,
2019).

A transmissdo congénita do parasito ndo € obrigatoria, e os principais fatores que
influenciam a probabilidade de infeccdo embrionéria/fetal e a gravidade dos problemas
nos recém-nascidos envolve o periodo gestacional em que a infeccdo materna ocorre, a
presenca de tratamento ou ndo das gestantes e o tipo de cepa envolvida na infeccao
(MONTOYA, LIESENFELD, 2004; KODJIKINA, 2010; VARGAS-
VILLAVICENCIO; BESNE-MERIDA; CORREA, 2016; PEYRON et al., 2019). O risco
geral de infeccdo fetal em mulheres que foram tratadas durante a gestacdo € em torno de
13%, mas essa taxa pode variar dependendo do periodo em que houve a infeccdo materna
(LI et al., 2014). A probabilidade de haver infeccdo fetal quando a primo-infecgéo
materna ocorre no periodo pré-concepcao é de 2,2%; entretanto se a gestante adquire a
infeccdo no primeiro ou segundo trimestre gestacional, a possibilidade de transmissao
vertical oscila entre 10 a 20%, porém o comprometimento fetal é mais grave podendo
ocasionar o aborto. Caso a infec¢do ocorra no terceiro trimestre, a possibilidade de
infeccdo fetal varia entre 60 a 90%, mas o comprometimento fetal € menor (MONTOYA,;
LIESENFELD, 2004; KODJIKIAN, 2010; PEYRON et al., 2019).

Embora a toxoplasmose congénita ainda seja associada a uma primo-infeccéo
durante a gestagéo, estudos tém demonstrado a possibilidade de transmisséo congénita
em gestantes cronicamente infectadas, atribuindo a casos de reinfeccdo com parasitos
com gendtipos diferentes ou cepas mais virulentas (GAVINET et al., 1997; ELBEZ-
RUBINSTEIN et al, 2009). Franco e colaboradores (2015) observaram
experimentalmente a infec¢do congénita em modelos animais utilizando fémeas gestantes
de C. callosus cronicamente infectadas com a cepa ME-49 de T. gondii ap0s serem
reinfectadas com cepas néo clonais do parasito.

Estudos demonstraram que infecgdes com as cepas de viruléncia intermediaria

(tipo 1) possuem alta taxa de transmissdo, porém a gravidade do acometimento fetal
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depende principalmente do periodo gestacional em que ocorre a infeccdo; ja infeccdes
com a cepa do tipo | sdo frequentemente associadas a sintomas graves da doenca,
independente do periodo em que a infecgdo se estabelece (VARGAS-VILLAVICENCIO;
BESNE-MERIDA; CORREA, 2016). Por outro lado, infeccbes com a cepa do tipo 111
levaram a infecgdes assintomaticas, uma vez que houve a inibicdo da producdo de
citocinas pré-inflamatérias e consequente inducdo da formagdo de cistos.
Adicionalmente, infecgdes com cepas recombinantes resultaram em problemas
congénitos mais graves, independente do periodo gestacional em que ocorreu a infecgdo
(RICO-TORRES; VARGAS-VILLAVICENCIO; CORREA, 2016).

Quando mulheres sdo infectadas com T. gondii no primeiro trimestre de gestacéo,
0 parasito pode ser transmitido para o feto, podendo provocar abortos espontaneos ou
problemas oculares e neuroldgicos, como retinocoroidite, calcificacdo intracraniana,
microcefalia, estrabismo, cegueira, epilepsias, retardos psicomotor e mental e
hidrocefalia (FATOOHI et al., 2002; LI et al., 2014; WALLON; PEYRON, 2018). No
entanto, muitos recém-nascidos com toxoplasmose congénita podem ser assintomaticos
no nascimento e poderdo desenvolver a doenca mais tardiamente, ao longo da vida, mais
comumente, problemas oculares e também sintomas neurologicos e deficiéncias no
desenvolvimento (WALLON; PEYRON, 2018).

A toxoplasmose congénita é um problema de salde publica em muitos paises,
incluindo o Brasil. Estima-se que a incidéncia da toxoplasmose congénita varie em torno
de 201.600 casos anualmente, equalizando 14,4 casos a cada 10.000 nascimentos no
mundo (ROSTAMI et al., 2019). A alta taxa de prevaléncia de toxoplasmose congénita é
associada a paises com baixos niveis de renda per capita, baixas latitudes e longitude,
baixa humidade e uma média alta da temperatura anual (ROSTAMI et al., 2019).
Adicionalmente a esses dados, foi verificado uma alta taxa de infeccdo aguda por T.
gondii em gestantes de regides do Mediterraneo oriental e Africa e baixas taxas na Europa
(ROSTAMI et al., 2019; BIGNA et al., 2020), por outro lado, a infeccdo latente em
gestantes ¢ mais prevalente na América do Sul, enquanto que regides do Pacifico
ocidental detém menores taxas de gestantes com infec¢Ges cronicas (ROSTAMI et al.,
2020). No Brasil estima-se que cerca de 2700 criancas nas¢am infectadas por T. gondii
anualmente com uma incidéncia de 0,3 a 3,4 casos a cada 1000 recem-nascidos, 0 que
amplia as necessidades de medidas preventivas e terapéuticas que visem minimizar a
infeccdo congénita no pais (DUBEY et al., 2012; DA SILVA et al., 2015) e com isso
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reduzir os gastos publicos na salude e reduzir significativamente os casos de abortos e

problemas neuroldgicos ou oculares em criancas infectadas congenitamente.

1.5. Resposta imune a T. gondii e mecanismos de evasao

A resposta imunologica contra T. gondii é predominantemente uma resposta
imune mediada por células. A ativacdo do sistema imune ocorre apds o reconhecimento
do parasito por receptores semelhantes a Toll (TLRs) dependentes do fator de
diferenciacdo mieldide 88 (MyD88), ou por receptores semelhantes a NOD (NLRs)
durante a fase aguda da infeccdo (HOU et al, 2011; GORFU, 2014). Em camundongos, a
imunidade inata é mediada pelo reconhecimento da proteina semelhante a profilina
(TgPRF) pelos receptores TLR11 e TLR12, o qual é o principal mecanismo que conduz
a producdo de interleucina-12 (IL-12) e ligante 2 de quimiocina (CCL2) por células
dendriticas (YAROVINSKY et al., 2005; KOBLANSKY et al., 2013; LIMA; LODOEN,
2019). Macrofagos e células dendriticas knouckout para TLR12 (TLR127) falharam ao
responder ao estimulo com TgPRF (KOBLANSKY et al., 2013). Animais knockout para
TLR11 e infectados com T. gondii tiveram uma reducdo dréastica da producéao de I1L-12, e
consequentemente uma ineficiente resposta imune contra o parasito dependente da
ativacdo de interferon-gama (IFN-y) (KOBLANSKY et al., 2013; ZHU et al., 2019).
Toxoplasma também possui ciclopilina 18 com habilidade em ligar-se ao receptor de
quimiciocina C-C tipo 5 (CCR5), além de outras moléculas de ancoragem do tipo
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e glicoinositolfosfolipidios (GIPLS), e protéinas de choque
térmico 70 (HSP70) que sdo reconhecidos por TLR2, TLR4 e TLR11 (PLATTNER et al.,
2008; MELO; JENSEN; SAEJI, 2011). A ativagdo de TLRs desencadeia vias
dependentes de MyD88, que culminam na rapida ativacao do fator de transcricdo de fator
nuclear kB (NF- kB). No entanto, dependendo do tipo de cepa do parasito, a ativacdo de
NF- «B pode ocorrer diretamente ou independentemente de MyD88 (MELO; JENSEN;
SAEJI, 2011). Como resultado da ativacdo de NF- kB, ocorre a transcri¢cdo de inUmeros
genes e consequente sintese e secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias, como interleucina-
lbeta (IL-1pB), IL-12, interleucina-18 (IL-18), e indugdo da produgdo de d6xido nitrico
sintase (INOS) e de alguns NLRs (MELO; JENSEN; SAEJI, 2011). Tanto os receptores
de IL-1pB quanto de IL-18 ativam NF- xB e proteina quinase ativada por mitdgeno
(MAPK) e desencadeiam a producdo de mais citocinas pro-inflamatorias. A secregdo de
IL-1B e IL-18 amplifica a producdo de IFN-y por células natural killer (NK) (MELO;
JENSEN; SAEJI, 2011).



27

Notavelmente, TLR11 ndo é funcional em humanos, e TLR12 ndo existe no
genoma humano, indicando que mecanismos alternativos de reconhecimento do parasito
em células humanas (LIMA; LODOEN, 2019). Uma pesquisa recente revelou que o
sistema de reconhecimento de T. gondii em células humanas € baseado na detecgédo de
proteina Al de ligacdo ao calcio S100 (S100A11), uma molécula associada ao dano
celular, liberada por células infectadas. Esta alarmina envolve receptores de produtos
finais de glicosilacdo avancada (RAGE) e inicia uma via de sinalizacdo levando a indugéo
de CCL2, que regula o recrutamento de mondcitos para o sitio de infeccdo, e €
considerada essencial para a resisténcia de células hospedeiras ao parasito
(SAFRONOVA et al., 2019). Dessa maneira, ao contrario das células de camundongo
que produzem grandes niveis de IL-12, as células humanas produzem CCL2.

A membros da familia IL-1 sdo responsaveis pela ativacdo da familia de
receptores inatos citoplasmaticos NLRs que reconhecem diferentes classes de padrbes
moleculares associados a patdégenos (PAMPs), desencadeando a oligomerizacdo e
recrutamento de adaptadores moleculares ASC, ativacao de caspase-1, conversao das pro-
formas de IL-1 B, IL-18 e interleucina-33 (IL-33) em citocinas bioativas e inducgéo de vias
de morte celular, conhecida como piroptose. Todos esses eventos em cascata levam a
formag&o de um complexo multimolecular chamado de inflamassoma que é considerado
um mecanismo da resposta imune inata essencial para identificar microrganismos
(ADACHI et al., 1998; MELO; JENSEN; SAEJI, 2011; LOPEZ-YGLESIAS et al.,
2019). Tem sido demonstrado que T. gondii € reconhecido pelos inflamassomas NLRP1
e NLRP3 resultando na producdo de IL-1 B ¢ IL-18 tanto in vitro quanto in vivo (EWALD,
CHAVARRIA-SMITH; BOOTHROYD, 2014; GORFU et al., 2014). Foi evidenciado
que a ativacdo do inflamassoma e producéo de IL-18 apds a infeccdo por T. gondii foi
critico para manter uma resposta robusta e protetora de IFN-y mesmo na auséncia de
TLR11 (LOPEZ-YGLESIAS et al., 2019). Ja I1L-33 também aparece apds a infecco por
T. gondii, e sua producédo é principalmente por fibroblastos e células endoteliais, e seu
receptor também transduz sinais através da via dependente de MyD88, mas ao invés de
produzir citocinas pro inflamatorias, ocasiona a producdo de um perfil de resposta Th2.
Entdo, é claro a habilidade do parasito em iniciar ambas as vias, pro e anti-inflamatoria
da resposta imune, através de IL-1p e IL-18 ou I1L-33 (MELO; JENSEN; SAEJI, 2011).

O reconhecimento de T. gondii pela resposta imune inata promove a secrecao de
IL-12 por células dendriticas, macréfagos e neutrofilos que séo recrutados para o sitio de

infeccdo. IL-12, por sua vez, estimula a ativacdo de transdutor de sinal e ativador de
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transcricdo 4 (STATA4) e resulta na diferenciacéo de células TCD4*, TCD8" e células NK,
as quais medeiam a citotoxicidade e producdo de altas concentracdes de IFN-y, o que
garante o estabelecimento de uma imunidade celular do tipo 1 ou Thl (GAZZINELLI et
al., 1994; KOBLANSKY et al., 2013; ZHU et al., 2019). IFN- y ¢ a principal citocina
responsavel pela ativacdo de uma variedade de atividades microbicidas em células
hematopoéticas e ndo hematopoéticas que limitam a replicacdo do parasito (HUNTER,;
SIBLEY, 2013; ZHU et al., 2019).

IFN-y ativa o transdutor de sinal e ativador de transcri¢ao 1 (STAT1), culminando
na expressao de genes efetores como p47 GTPases, as quais auxiliam na destruicdo o
parasito (KEMP; YAMAMOTO; SOLDATI-FAVRE, 2013; ZHU et al., 2019).
Desencadeia a produgdo de diversos mecanismos microbicidas intracelulares como
producdo de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) por macrofagos,
0s quais podem proporcionar danos ao parasito e impede o seu crescimento dentro de
macrdéfagos. Também é descrito por promover o recrutamento de células TCD8" pelo
aumento da expressdo de moléculas de adesdo vascular-1 (VCAM-1), citotoxicidade de
linfocitos TCD8* e aumento da expressdo de moléculas de histocompatibilidade classe I1.

E sabido que IFN- y promove a privacdo de ferro em enterécitos infectados e
inducdo da indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) que induz a degradagéo do triptofano e
como consequéncia, inibe o crescimento do parasito, permitindo o estabelecimento da
infeccdo cronica, com a formacdo de cistos teciduais (GAZZINELLI et al., 1994;
FUJIGAKI et al., 2002; SANECKA; FRICKEL, 2014;; ZHU et al., 2019). Além do mais,
IFN- y estimula a indugdo de proteinas GTPase relacionadas a imunidade (IRG) e
proteinas ligantes de guanilato (GBPs) para destruicdo da membrana do vactolo
parasitoforo (ZHU et al., 2019). IFN-y ¢ crucial para a manuten¢do da laténcia da
infeccdo crbnica e previne a reativacdo da infeccdo (SA; WOODWARD; ZUZUKI,
2013).

Interleucina-2 (IL-2), uma citocina pré-inflamatdria e inicialmente descrita como
fator primério de crescimento de células T, tem diversas fun¢Ges na regulacdo ndo apenas
da proliferacdo, mas também no desenvolvimento de células T CD8" apds o estimulo com
antigenos (SA; WOODWARD; ZUZUKI, 2013) e é essencial para promover a resisténcia
a infeccdo aguda por T. gondii e manutencdo da laténcia durante a infeccéo cronica, uma
vez que IL-2 mostrou ser importante para aumentar a producéo de IFN-y por células T
CD8" durante a resposta secundaria ao parasito. IL-2 foi capaz de elevar os niveis de IFN-

v sem interferir na proliferacdo de células T. Adicionalmente, IL-2 mostrou facilitar a
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diferenciacdo de célula T CD8* de memoria em células efetoras para produzirem maiores
niveis de IFN-y e/ou ter atividade citotoxica na resposta contra T. gondii (SA;
WOODWARD; ZUZUKI, 2013).

Embora IFN-y promova atividades antimicrobianas em intimeros tipos celulares,
em macrdéfagos, esta resposta ndo é suficiente para controlar o parasitismo, e um segundo
sinal é requerido para o controle da proliferacdo de T. gondii. O mais bem caracterizado
segundo sinal que promove controle do parasito in vitro é a citocina fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) ou sinais desencadeados através de CD40, ambos utilizam a via de
sinalizacdo atraves do fator nuclear kappa B (NF-kB) (ANDRADE et al., 2006;
HUNTER; SIBLEY, 2013).

Além das citocinas pro-inflamatdrias citadas, T. gondii também induz a producéo
de interleucina-17A (IL-17A) (PASSOS et al., 2010) e fator inibidor da migracdo de
macrofagos (MIF) (FLORES et al., 2008). A sinalizacdo dependente de IL-17 parece ser
importante no recrutamento de neutrdfilos para o sitio de infeccdo e controle do
parasitismo nos estagios iniciais da infeccdo (KELLY et al., 2005; SILVA et al., 2014);
enguanto que MIF demonstrou ser de extrema importancia para o controle de T. gondii
(FLORES et al., 2008).

Camundongos MIF knockout (MIF) foram mais susceptiveis a infecgdo por T.
gondii quando infectados pelas cepas ME-49 ou RH em relagdo aos animais néo
geneticamente modificados (FLORES et al., 2008). A maior susceptibilidade dos animais
MIF- ao parasito foi consequéncia da producéo diminuida de citocinas pré-inflamatorias
como IL-12, IL-1pB, IFN-y, TNF-a e IL-18 pelas células dendriticas (FLORES et al.,
2008). De maneira semelhante, Cavalcanti e colaboradores (2011) observaram que a
presenca de MIF induziu a producéo IL-12, TNF-a e interleucina-23 (IL-23) no intestino
de camundongos infectados com T. gondii. Além disso, células dendriticas provenientes
de camundongos MIF- falharam no processo de maturacio, pois expressaram baixos
niveis de moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 e CD40, o que prejudicou a
resposta imune inata contra T. gondii (TERRAZAS et al., 2010). De forma interessante,
recentemente foi descrito que T. gondii sintetiza um homoélogo de MIF, que foi
denominado de TgMIFI, o qual tem a habilidade de modular a resposta imune do
hospedeiro, uma vez que ativa MAPK, especialmente ERK1/2, e induz a producao de IL-
8 em células mononucleares de sangue periférico humano, importante mediador
inflamatério com funcdo de recrutar neutréfilos para o sitio de infeccdo

(SOMMERVILLE et al., 2013). Finalmente, alguns trabalhos do nosso grupo de pesquisa
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mostraram o importante papel de MIF nos processos inflamatdrios e no controle da
infecgdo por T. gondii na interface materno-fetal, especialmente em células trofoblasticas
humanas (FRANCO etal., 2011; GOMES et al., 2011; CASTRO et al., 2013; BARBOSA
et al., 2014). Recentemente, foi demonstrado que a auséncia total de MIF foi associado a
atenuacdo da patologia na toxoplasmose congénita, mas resultou na morte de fémeas de
camundongos infectadas provavelmente por causa da infeccdo descontrolada (GOMES
etal., 2018).

Outro mecanismo descrito que permite a laténcia do parasito € a presenca de
receptores semelhantes a Sort (TQSORTLR) e TgJARO T. gondii armadillo repeats only
protein, proteinas responsaveis por organizar as roptrias na porcao apical do parasito, que
medeiam o trafico de organelas do complexo apical do parasito e a subsequente secre¢do
de fatores de viruléncia. Animais que foram desafiados com parasitos knockout para as
protéinas TgSORTL e TgARO e novamente infectados com parasitos que néo
apresentaram a modificacdo para a expressao das proteinas, falharam no desenvolvimento
de uma resposta protetora, ocasionando na morte destes animais. Dessa maneira a
auséncia destas duas proteinas inibiu completamente desenvolvimento da imunidade
adaptativa dependente de células T, IFN-y e interleucina-10 (IL-10), e comprometeram a
funcdo da imunidade inata mediada por células NK. Estes resultados indicam que a
secrecdo de antigenos pelas organelas apicais é essencial para promover uma resposta
imune protetora contra T. gondii (SLOVES et al., 2015).

De maneira geral, os mecanismos efetores da resposta imune estdo sob controle
de fatores de transcri¢do que sdo regulados positivamente para combater microrganismos
invasores. Por sua vez, patdgenos tem desenvolvido estratégias para evadir da resposta
imune do hospedeiro. A infeccdo por T. gondii induz inimeras alteracGes na célula
hospedeira, incluindo alteracdo na transcricdo de genes envolvidos no metabolismo, na
resposta imune e na sinalizacdo (KEMP; YAMAMOTO; SOLDATI-FAVRE, 2013;
LIMA; LODOEN, 2019). Durante a resposta imune, a ativacdo de vias anti-inflamatorias
é essencial para balancear a resposta pro-inflamatdria e prevenir uma multiplicagdo muito
intensa do parasito dentro das células, o que levaria a danos no hospedeiro (ZHU et al.,
2019). Uma vez estabelecida a infecgdo, a citocina IL-10 ativa transdutor de sinal e
ativador de transcricdo-3 (STAT3), e a0 mesmo tempo, interleucina-4 (IL-4) e
interleucina-13 (IL-13) induzem a ativacdo de STAT6 e ocorre uma modulagao negativa
da resposta Thl pré-inflamatéria (KEMP; YAMAMOTO; SOLDATI-FAVRE, 2013).
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Para a supressdo da resposta altamente pré-inflamatoria, as células T reguladoras
(Treg) podem ser ativadas. Estas células sdo uma subpopulagdo de linfocitos T CD4*
requeridas para a manutencdo da homeostase e auto tolerancia imunolégica por suprimir
respostas imunes patoldgicas e fisioldgicas (OHKURA; KITAGAWA; SAKAGUCHI,
2013). Em uma infeccdo por T. gondii, essas células podem modular negativamente uma
resposta exacerbada, favorecendo a sobrevivéncia tanto do hospedeiro, quanto do
parasito. Além disso, a supressdo de uma resposta imune eficiente pode promover a
persisténcia do parasito que é prejudicial ao hospedeiro (OHKURA; KITAGAWA,;
SAKAGUCHI, 2013). A infeccdo por T. gondii normalmente resulta em uma reducéo
transitoria do nimero de célula Treg durante a fase aguda, como consequéncia da baixa
producdo de IL-2. Porém, se a infec¢do gerar uma resposta altamente inflamatdria, essas
células sdo ativadas para impedir que a presenca do parasito cause danos ao hospedeiro
(SALINAS et al., 2013; OLGUIN et al., 2015).

Adicionalmente, o parasito secreta ativamente proteinas efetoras através das
roptrias e granulos densos, que sdo fundamentais na manipulacao da sinalizacdo da célula
hospedeira e das respostas transcricionais (LIMA; LODOEN, 2019). Sabe-se que a
infeccdo pode ocasionar a inibicdo de algumas vias de sinalizacdo envolvidas na
imunidade protetora, bloqueando STAT1 e NF-«xB, tornando os parasitos resistentes a
acao de IFN-y. Foi identificado em T. gondii, o inibidor da transcricdo dependente de
STATL1 (TglST), um fator conservado do parasita entre as cepas de T. gondii que é capaz
de bloguear a transcri¢do de genes estimulados por IFN-y (GAY et al., 2016). O parasito
pode ainda regular positivamente vias de sinalizacdo anti-inflamatérias, incluindo
supressor de sinalizacéo de citocinas 1 (SOCSL1), supressor de sinalizacdo de citocinas 3
(SOCS3) e STATS3, potencialmente comprometendo os mecanismos de controle das
células hospedeira (HUNTER; SIBLEY, 2013). A proteina ROP16 é responsavel pela
fosforilacdo e ativagdo de STAT3 em células humanas e murinas (YAMAMOTO et al,
2009). Em macré6fagos murinos, GRA18 foi identificado como capaz de reprogramar uma
resposta inflamatoria, pois induz genes dependentes de -catenina associados a resposta
anti-inflamatoria (HE et al., 2018). A apoptose € outro processo que é alterado nas células
hospedeiras ap6s a infecgdo por T. gondii. T. gondii pode inibir a via intrinseca mediada
pela via mitocondrial atraves da inibicéo da liberacdo de citocromo c, e a via extrinseca,
mediado pelo receptor de morte, reduzindo a clivagem das capases-9 e caspases-3 nas

células infectadas. Esse mecanismo garante o seu nicho intracelular, uma vez que as
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células permanecam viaveis por mais tempo, favorece a replicacdo do parasito e evita a
eliminacdo através da imunidade humoral (LIMA; LODOEN 2019).

1.6. Migracao de T. gondii

De maneira geral, a resposta imune desencadeada contra T. gondii € muito
importante para controlar o parasitismo, mas ela ndo elimina completamente a infeccéo
no hospedeiro. Assim, taquizoitas conseguem rapidamente se espalhar do local inicial da
infeccdo para orgdos mais distantes. Para isso, 0 parasito precisa quebrar inumeras
barreiras bioldgicas, incluindo migrar para fora da mucosa intestinal, alcangar vasos
linfaticos e sanguineos, e finalmente alcancar os 6rgaos considerados imunoprivilegiados,
como cérebro, retina e placenta (HARKER; UENO; LODOEN, 2015).

Toxoplasma gondii pode migrar pelos tecidos extracelularmente, atravessando a
barreira celular pela via paracelular, no qual o parasito com o auxilio de sua motilidade
do tipo gliding, se move através das juncGes intercelulares sem alterar a integridade da
barreira. Foi também demonstrado que o parasito se aglomera entre as juncdes celulares
e transmigra atraves do epitélio (WEIGHT; CARDING, 2012; JONES; KORCSMARQOS;
CARDING, 2017). Ademais, proteinas ocludinas foram identificadas como alvos
especificos dos taquizoitas durante a passagem através da via paracelular, demonstrando
que as ocludinas atuam como receptores do parasito durante a transmigracdo com
potencial de interacdo entre T. gondii e 0os dominios extracelulares da proteina (WEIGHT
et al., 2015).

Outro mecanismo descrito de disseminacdo do parasito é pela penetragdo pela
membrana celular apical e passando pela porcdo basolateral, a fim de alcancar a lamina
prépria subjacente onde os leucdcitos residem (BARRAGAN; BROSSIER; SIBLEY,
2005; LAMBERT; BARRAGAN, 2010).

Também foi demonstrado que o parasito pode utilizar de moléculas de adesdo
presentes na superficie das células hospedeiras através da ligacdo de MIC-2 e ICAM-1
para atravessarem barreiras bioldgicas (BARRAGAN; BROSSIER; SIBLEY, 2005).
Também o faz pela via mais comum, a intracelular, na qual o parasito infecta células do
sistema imune, como células dendriticas e monadcitos - “cavalos de Troia” - importantes
para a disseminacéo do parasito pelo corpo do hospedeiro (ROBBINS et al., 2012). Essas
células possuem ligantes especificos que interagem com moléculas de adesdo, como
ICAM-1, permitindo a migracdo pelas células endoteliais até alcancarem os tecidos
(LAMBERT et al., 2006; FURTADO et al., 2012; HARKER; UENO; LODOEN, 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6411707/#B4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6411707/#B64
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Esta demonstrado que ICAM-1 é uma molécula envolvida na migragéo do parasito
para os tecidos imunologicamente privilegiados. Assim, durante a infec¢do por T. gondii,
aumenta-se a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B, IFN-y e IL-6 e,
consequentemente, hd um aumento da expressdo de ICAM-1 em células endoteliais do
cérebro e ceélulas epiteliais da retina (NAGINENI; DETRICK; HOOKS, 2000;
LACHENMAIER et al., 2011; SA; WOODWARD; ZUZUKI, 2014; CHENG et al.,
2019). Isso caracteriza um fenotipo conhecido como “células ativadas”, resultando em
aumento dos niveis de moléculas de adesdo, além da diminuicdo da integridade das
juncoes de oclusdo, resultando no aumento da permeabilidade da barreira celular (DEWI,
TAKASAKI; KURANE, 2004; HARKER et al., 2014; SARELIUS; GLADING, 2015).
Pfaff e colaboradores (2005) demonstraram que mondcitos infectados com T. gondii se
aderiram mais facilmente em células trofoblasticas de maneira ICAM-1 dependente.
Estudos sugerem, ademais, que o parasito alcanca a decidua dentro de leucdcitos e que
estes se ligam, preferencialmente, a trofoblastos extravilosos presentes no microambiente
placentario. Apos a lise das células “cavalos de Troia”, o parasito consegue invadir células

da placenta (ROBBINS et al., 2012).
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1. INTRODUGAO

1.1. ICAM-1 e a adesdo de T. gondii no trofoblasto

A molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1), também conhecida como CD54,
foi identificada pela primeira vez em 1986 por Rothlein e colaboradores (1986). ICAM-
1 pertence ao grupo da superfamilia das imunoglobulinas (lg), composto por cinco
dominios semelhantes a imunoglobulina, com uma regido transmembranica e um
pequeno dominio citoplasmatico carboxi-terminal, e € caracterizada por altos niveis de
glicosilacdo (STAUNTON et al.,, 1990; BUI; WIESOLEK; SUMAGIN, 2020). A
glicoproteina ICAM-1 exibe uma heterogeneidade relativa da massa molecular em
diferentes tipos celulares, o qual pode variar entre 60 e 114 kDa, dependendo da extensédo
da glicosilacdo dos dominios Ig (STAUNTON et al., 1990). Esses dominios de Ig
glicosilados medeiam as interacdes de ICAM-1 com seus ligantes. Apos a ligacdo, ICAM-
1 sofre dimerizacdo e agrupamento por meio de ligacdo homotipica entre os dominios de
Ig 3e4 (CHEN etal., 2007), o que aumenta significativamente a afinidade de ligacéo de
ICAM-1 aos seus ligantes cognatos S2-integrinas do antigeno associado a funcéo
linfocitaria 1 (LFA-1; CD11a/CD18) e antigeno de macréfago 1 (Mac-1; CD11b/CD18)
(MILLER etal., 1995; FRICK et al., 2005). LFA-1 e Mac-1 sdo conhecidos por se ligarem
aos dominios 1 e 3 de Ig, respectivamente (DIAMOND et al., 1991). Ao se ligar a LFA-
1/Mac-1, ICAM-1 contribui para a regulacdo de respostas inflamatorias e imunes, que
promovem a adesao de leucocitos, transducédo de sinal e ativacao de células T (TEIJEIRA
etal., 2017).

ICAM-1 € constitutivamente expressa em células hematopoiéticas e ndo
hematopoiéticas, incluindo linfécitos B, linfocitos T ativados, células endoteliais, células
epiteliais, mondcitos/macréfagos, fibroblastos, células dendriticas, além de outros tipos
celulares, como os presentes na placenta: citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto (GAFFURI
et al., 1998; EGAL et al., 2014; BENEDICTO; ROMAYOR; ARTETA, 2017; YU,
SHANG; JIANG, 2020). Ferro e colaboradores (2008) mostraram que a expressao de
ICAM-1 no primeiro trimestre gestacional ocorre principalmente no sinciciotrofoblasto,
estroma e em algumas células endoteliais fetais de tecidos placentarios humanos.

Esta molécula desempenha um papel muito importante no fenémeno de adeséo
envolvido na migragéo transendotelial de leucocitos, ativagéo de células T e formagéo de
sinapses imunoldgicas entre leucocitos, leucdcitos e células endoteliais e entre leucocitos
e células epiteliais (EGAL, et al., 2014; TEIJEIRA et al., 2017). Especificamente na

placenta, acredita-se que ICAM-1 desempenha um importante papel na migracdo de
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células maternas, dentro dos vilos placentarios (EGAL et al., 2014). Mais recentemente,
estudos tém identificado varios novos papéis de ICAM-1 em respostas de resolucdo de
lesdo epitelial, respostas imunes inatas e adaptativas na inflamagdo e tumorigénese
(KONG et al., 2018; MOSLEY et al., 2020). E importante ressaltar que ICAM-1 funciona
como um biossensor para transduzir a sinalizacdo externa por meio da associacao de seu
dominio citoplasméatico com o citoesqueleto de actina apos a ativacdo do ligante do
dominio extracelular (BUI; WIESOLEK; SUMAGIN, 2020). Assim, ICAM-1 emergiu
como um regulador mestre de muitas fungdes celulares essenciais do tecido, tanto no
inicio quanto na resolucdo de condicGes patologicas (BUI; WIESOLEK; SUMAGIN,
2020).

Na maioria dos tipos celulares e sob condi¢es ndo inflamatérias, a expressdo de
ICAM-1 é constitutivamente baixa, e geralmente detectada apenas em células endoteliais.
No entanto, citocinas como TNF-a, IL-1B, INF-y ou estimulos exdgenos, como
lipossacarideo bacteriano (LPS) potencializam a expressao desta molécula na superficie
das células (POBER et al., 1986; LEE; BENVENISTE, 1999; RAMOS; BULLARD;
BARNUM, 2014; ISHIDA et al., 2016; ZHAO et al., 2017). Tais estimulos regulam
principalmente a expressdo de ICAM-1 por meio da ativacdo da transcricdo do gene
ICAML1, via NF-xB, proteina quinase C (PKC) ou via de sinalizacdo da proteina quinase
ativada por mitogénio (MAPK) (BODIGA et al., 2016; HUANG et al., 2018).

Em células da interface materno-fetal, ICAM-1 também é encontrada em baixos
niveis (GAFFURI et al., 1998; EGAL et al., 2014), sendo que, no sinciciotrofoblasto,
favorece a adesdo celular e a migracdo de células da mée para o feto (LABARRERE et
al.,, 2014). Durante uma gestacdo normal, a expressdo de ICAM-1 é regulada
negativamente nas células trofoblasticas, sugerindo que isto ocorra para diminuir a
resposta imune contra antigenos paternos, representando um perfil anti-
inflamatorio/tolerogénico (ABUMAREE; STONE; CHAMLEY, 2006). Todavia, pode
ser regulada positivamente por inimeros fatores, incluindo citocinas pro-inflamatorias,
inflamacBes no vilos placentérios, intervilosites massivas crbnicas e presenca de
patdgenos como Plasmodium falciparum, citomegalovirus e HIV-1, (SUGIYAMA et al.,
2000; ARIAS; MUNOZ; MUNOZ-FERNANDES, 2003; CHAN; STINSKI;
GUILBERT, 2004; LABARRERE et al., 2005; JULIANO; BLOTTA; ALTEMANI,
2006; KULKARNI et al., 2016; YU; SHANG; JIANG; 2020).

Estudos mostraram que houve uma maior expresséo de ICAM-1 no

sinciciotrofoblasto de placentas que apresentaram inflamacdes nos vilos se comparado
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com placentas saudaveis (EGAL et al.,, 2014). Labarrere e colaboradores (2014)
demonstraram que ha uma associacdo entre a alta expressdo de ICAM-1 no
sinciciotrofoblasto e a presenca de intervilosites massivas cronicas. Como essas lesdes na
placenta humana sdo caracterizadas por um infiltrado de células mononucleares nos
espacos intervilosos, sugere-se que macrdfagos maternos e linfocitos T secretem citocinas
que séo capazes de induzir a expressdo de ICAM-1 no sinciciotrofoblasto (LABARRERE
et al., 2014). A ativacao de células endoteliais por agentes inflamatérios ou infecciosos
aumentam as propriedades adesivas dessas barreiras bioldgicas através do aumento da
expressdo de moléculas como ICAM-1 (XIAO et al., 1997; ARIAS; MUNOZ; MUNOZ-
FERNANDES, 2003; CHAN; STINSKI; GUILBERT, 2004; LABARRERE et al., 2014).

Demonstrou-se, em adi¢do a isso, que sinciciotrofoblasto em cultura de células
sdo capazes de modular positivamente a expressao de ICAM-1 ap6s serem incubados com
citocinas pro-inflamatdrias como IL-1pB, IFN-y e TNF-a, logo houve maior adesdo de
mondcitos via LFA-1 (XIAO et al., 1997). Mais ainda, foi mostrado que IL-1B, IFN-y e
TNF-a proporcionaram maior expressdo de ICAM-1 em células trofoblésticas humanas
(linhagem BeWo) (PFAFF et al., 2005). Ferro e colaboradores (2008) também avaliaram
que MIF foi capaz de induzir um aumento da expressdo de ICAM-1 no sinciciotrofoblasto
de vilos de primeiro trimestre, com aumento da adesdo de células THP-1 aos explantes
de vilos placentarios humanos.

Alguns patdgenos também tém sido relacionados com o aumento da expressao de
ICAM-1 em células trofoblasticas. Maubert e colaboradores (1997), por exemplo,
observaram maior expressdo desta molécula no sinciciotrofoblasto de placentas a termo
infectadas por P. falciparum, principalmente quando tratados com TNF-a. Estudos in
vitro também avaliaram a alta expressao de ICAM-1 no sinciciotrofoblasto infectado pelo
virus HIV-1 e citomegalovirus (ARIAS; MUNOZ; MUNOZ-FERNANDES, 2003;
CHAN; STINSKI; GUILBERT, 2004). Ainda nesse sentido, placentas com inflamacdes
provocadas por Trypanosoma cruzi ou T. gondii tiveram influxo de macréfagos, linfécitos
e granuldcitos, ja que a expressdo de ICAM-1 pelo trofoblasto proporcionou a adesédo
dessas células de defesa e, simultaneamente, favoreceu a infec¢do do tecido placentério
(JULIANO; BLOTTA; ALTERMANI, 2006).

Pfaff e colaboradores (2005) demonstraram que citocinas pro-inflamatorias
produzidas por células mononucleares de sangue periférico (PBMC), infectadas por T.
gondii, aumentaram a expressdo de ICAM-1 em células trofoblasticas BeWo, levando a

maior adesdo de mondcitos (THP-1) as células BeWo. Outro estudo demonstrou que



38

vilos estimulados com antigeno soltvel de T. gondii aumentaram a expresséo de ICAM-
1 no sinciciotrofoblasto (FERRO et al., 2008). Coletivamente, esses estudos sugerem que
ICAM-1 pode influenciar e facilitar a transferéncia de patdgenos, incluindo T. gondii,
através da barreira placentaria (ARIAS; MUNOZ; MUNOZ-FERNANDES, 2003,
ROBBINS et al., 2012).

T. gondii possui uma conservada familia de adesinas transmembréanicas
denominadas de MIC2, a qual interage com ICAM-1 presente na célula hospedeira.
Portanto, € possivel que T. gondii faca uso dessa molécula para migrar até locais do
organismo considerados imunologicamente privilegiados, como o0 microambiente
placentario (BARRAGAN; BROSSIER; SIBLEY, 2005).

Conclusivamente, estudos que demonstrem o papel de ICAM-1 durante a
transmissdo transplacentaria de T. gondii sdo extremamente necessarios para verificar o

papel dessa molécula no desencadeamento da toxoplasmose congénita.
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2. JUSTIFICATIVA

A passagem transplacentédria de T. gondii € uma das maiores complicagdes
decorrentes da infeccdo, além do mais, envolve a participacdo de diversas proteinas,
citocinas e moléculas de adesao. Considerando que ICAM-1 é uma molécula importante
na regulacéo da resposta imunologica através do recrutamento de células imunologicas
para sitios de infeccdo e o estabelecimento de sinapses imunoldgicas, € expressa na
interface materno-fetal, e que é regulada por patdgenos como T. gondii, € plausivel que
ICAM-1 esteja envolvida na transmissdo vertical do parasito. Portanto, estudos que
investiguem a funcdo de ICAM-1 na passagem transplacentaria de T. gondii podem
esclarecer os mecanismos envolvidos na transmissdo do parasito para o feto e gerar
conhecimentos para o estabelecimento futuro de novas estratégias terapéuticas no

combate a infeccdo congénita.



40

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a participacdo funcional de ICAM-1 na susceptibilidade a infecgdo por T.
gondii e na passagem transplacentaria do parasito em modelos experimentais murinos
C57BL/6 ICAM-1 knockouts e C57BL/6 tipo selvagens.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar taxas de perda embrionaria e nimero de sitios de implantagdo em fémeas
ICAM-17 ou WT infectadas ou ndo por T. gondii em diferentes estagios
gestacionais.

e Verificar a carga parasitaria em tecido uterino gravidico com 8 dias de gestacdo
(terco inicial da gestacdo) em fémeas ICAM-1"7- ou WT infectadas por T. gondii
no 1° dia de gestacéo.

e Verificar a carga parasitaria em placentas e embrides com 14 dias de gestacdo
(terco médio da gestacdo) em fémeas ICAM-17-ou WT infectadas por T. gondii
no 8° dia de gestacéo.

e Verificar a producéo de citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a, IL-2, IL-6, IL-17 e
IFN-y) e anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4) no soro de fémeas ICAM-17- ou WT
infectadas ou n&o por T. gondii com 8 e 14 dias de gestacéo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais de experimentacao

Camundongos C57BL/6 ICAM-17e C57BL/6 WT foram mantidos na Rede de
Biotério de Roedores (REBIR) da UFU, em condices livres de patégenos especificos.
Os roedores foram mantidos com ciclos de 12 horas claro e 12 horas escuro e com dieta
ad libitum composta de racdo apropriada autoclavada e agua filtrada. Todos os
procedimentos experimentais usando estes animais foram conduzidos de acordo com 0s
principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA,
1991), e foi aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais (CEUA) da UFU
sob o n ° de protocolo 142/16 (ANEXO 1).

4.2. Manutenc¢ao da cepa ME-49 de T. gondii

Machos de roedores Calomys callosus (linhagem Canabrava) foram mantidos no
biotério de pequenos roedores pertencente ao Laboratorio de Histologia e Embriologia da
UFU, bloco 2B, andar superior. Os roedores foram mantidos com ciclos de 12 horas claro
e 12 horas escuro, sob condicdes livres de patégenos e com dieta ad libitum composta de
racdo apropriada e &gua filtrada. Todos os procedimentos experimentais usando estes
animais foram conduzidos de acordo com os principios éticos adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1991).

A cepa ME-49 de T. gondii foi mantida em encéfalos de C. callosus machos de
acordo com Barbosa e colaboradores (2007). Brevemente, C. callosus machos
previamente infectados com a cepa ME-49 de T. gondii foram anestesiados com solucéo
de xilazina (10mg/kg) (Syntec, Hortolandia, SP, Brasil) e cetamina (100mg/kg) (Syntec)
e eutanasiados por deslocamento cervical. Os encéfalos dos animais foram removidos
assepticamente, lavados, macerados e homogeneizados em PBS estéril (pH 7.0) por
aspiracdo usando seringa de 5mL e agulha de 25x7mm; e posteriormente centrifugados a
1000 x g durante 10 minutos em temperatura ambiente. Aliquotas de 20uL da solucdo
obtida foram observadas em microscopio de luz (objetiva 10x) para contagem de cistos

teciduais contendo bradizoitas no interior.

4.3. Grupos experimentais
Fémeas e machos virgens de camundongos e C57BL/6 knockouts para ICAM-1
(ICAM-17) e C57BL/6 tipo selvagem (WT) entre 2 e 3 meses de idade e com massa



42

corporal em torno de 20g, foram usadas para realizacao dos procedimentos experimentais.
Estas fémeas foram colocadas para acasalar com os machos em gaiolas na proporcéo de
duas fémeas para cada macho e, diariamente, a presenca da rolha vaginal foi avaliada. A
rolha vaginal € uma mistura de sémen e secrecdo vaginal presente na vagina da fémea e
representa um indicio de acasalamento, sendo, portanto, considerada como o primeiro dia
de gestacéo.

As fémeas ICAM-17"e WT em que foram detectadas a rolha vaginal foram
infectadas com 5 cistos da cepa ME-49 de T. gondii, proveniente de machos de C. callosus
previamente infectados, conforme descrito no item anterior. Finalmente, estas fémeas
foram divididas em 4 grupos experimentais diferentes (grupos I, I1, 111 e IVV) contendo 12
animais cada, sendo 6 fémeas ICAM-17"e 6 fémeas WT por grupo. Como controles,
fémeas ICAM-1"7" e WT que apresentaram a rolha vaginal ndo foram infectadas por T.
gondii e foram utilizadas como controle para avaliar o percurso da gestacdo. Estas fémeas
foram divididas em 3 grupos experimentais diferentes (V, VI e VII) contendo 12 animais
cada, sendo 6 fémeas ICAM-1""e 6 fémeas WT por grupo. Portanto, para esse trabalho,
foram utilizadas um total de 84 fémeas, sendo 42 fémeas ICAM-1""e 42 fémeas WT. Para
realizarmos o acasalamento das fémeas, foram utilizados 42 machos, sendo 21 machos
de camundongos ICAM-17" e 21 machos WT. Abaixo, esta detalhado o delineamento
experimental de cada grupo.

O grupo | foi formado por fémeas prenhes ICAM-1"7- e fémeas prenhes WT,
infectadas no primeiro dia de gestacao (dia de observacdo da rolha vaginal) com 5 cistos
de T. gondii (cepa ME-49) pela via oral, e eutanasiadas no 8° dia de gestacdo/8° dia
infeccdo (Figura 1A).

O grupo Il foi formado por fémeas prenhes ICAM-17 e fémeas prenhes WT,
infectadas com 5 cistos de T. gondii no 8° dia de gestacdo e eutanasiadas no 14° dia de
gestacdo/7° dia infecgéo (Figura 1B).

O grupo 11 foi composto por fémeas prenhes ICAM-17" e fémeas prenhes WT,
infectadas no 8° dia de gestacéo e eutanasiadas no 19° dia de gestagdo/12° infecgéo (Figura
1C).

O grupo IV foi formado por fémeas prenhes ICAM-17 e fémeas prenhes WT,
infectadas no 12° dia de gestacéo e eutanasiadas no 19° dia de gestacdo/8° dia de infeccao
(Figura 1D).

Os grupos V, VI e VII foram compostos por fémeas prenhes ICAM-17" e fémeas

prenhes WT em cada grupo, ndo infectadas em nenhum momento da gestacdo. As fémeas
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dos grupos V, VI e VII foram eutanasiadas no 8° 14° e 19° dia de gestacdo,
respectivamente (Figura 1E-G).

As fémeas de todos os grupos experimentais (grupos | ao VII), de acordo com
cada periodo de gestacdo/infeccdo conforme descrito anteriormente foram anestesiadas
previamente com solucdo de xilazina (10mg/kg) (Syntec) e cetamina (100mg/kQg)
(Syntec). Apos anestesia, amostras de sangue foram coletadas do plexo orbital para
dosagem de citocinas. Em seguida, as fémeas foram eutanasiadas por deslocamento
cervical. Com o0 uso de tesouras, pingas e bisturis, cornos uterinos e demais 0rgaos
maternos (figado, encéfalo, baco, pulméo, coracéo e intestino) foram coletados de fémeas
pertencentes aos grupos | e V (8° dia de gestacdo/com ou sem infecgéo), e placentas, fetos
e 6rgdos maternos foram coletados de fémeas pertencentes aos grupos Il, 111, IV, Vi e VII
(14° ou 19° dia de gestacdo/com ou sem infec¢do). O numero de fetos, bem como o
namero de sitios de implantacdo foram avaliados em todos 0s grupos experimentais.
Placentas, cornos uterinos gravidicos, e tecidos fetais das fémeas pertencentes aos grupos
I e Il foram utilizados para realizacdo de qPCR (reacdo em cadeia de polimerase) em
tempo real.

O numero de sitios de implantacédo foi avaliado e quantificado quanto a presenca
de embribes/fetos em desenvolvimento aparentemente normais nos cornos uterinos
gravidicos de fémeas ICAM-17- e WT. Por outro lado, a taxa de perda embrionaria foi
calculada pela porcentagem de sitios de reabsor¢do em relacdo ao numero total de
implantag6es. Os sitios de reabsorcdo, por sua vez, foram calculados quanto a presenca

de sitios de implantacdo com aparéncia hemorragica e coloragdo marrom.

4.4. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada nas amostras de cornos uterinos, figado e bago
do grupo I, e placenta e tecido fetais do grupo Il. Para isso, as amostras foram maceradas
utilizando a técnica de congelamento com auxilio do nitrogénio liquido e o peso foi
normalizado para 20 mg para cada amostra. Em seguida, foi extraido o DNA utilizando
o kit de purificacdo de DNA (Promega, Séo Paulo, SP, Brasil) e a quantidade de DNA foi
mensurada por absorbancias no NanoDrop (ND1000 Spectrophotometer, Thermo Fisher
Scientific) no comprimento de onda 260 e 280 nm. A pureza do DNA presente nas
amostras foi determinada pela raz&o entre as leituras em densidade Optica 260/280 nm.
Amostras que apresentaram uma razao entre 1,8 e 2,0 foram consideradas satisfatorias

para o prosseguimento das analises. A quantidade de DNA por amostra foi ajustada para
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uma concentracdo de 40 ng/uL para a deteccdo de T. gondii e 1ng/ puL para o gene
GAPDH.

4.5. Reacdo de PCR em tempo real para quantificacao parasitaria

A concentracao de DNA de T. gondii no figado, bacgo e cornos uterinos gravidicos
de fémeas do grupo I, e placentas e fetos das fémeas pertencentes ao grupo Il foi
determinada por g°PCR em tempo real. Os ensaios para quantificar a carga parasitaria nos
respectivos tecidos foram realizados na maquina de PCR em tempo real StepOnePlus®
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) e usando o kit Master
Mix Go Taq® (Promega), de acordo com as instrucbes do fabricante. Os primers
utilizados para amplificacdo do DNA correspondente ao gene 529 de T. gondii (amplicon
50pb) foram: forward, 5’-GCTCCTCCAGCCGTCTTG-3’, ¢ reverse, 5’-
TCCTCACCCTCGCCTTCAT-3’. Os dados foram analisados usando o software Data
Analysis and Technical Graphics (Origin version 6.0; Microcal Software, Inc.,
Northampton, MA). O valor obtido para cada amostra fora calculado de acordo com a
curva padréo (100ng de DNA) contendo seis pontos de dilui¢do e por fim, normalizados

de acordo com o gene de referéncia do gene GAPDH.

4.6. Detecgéo de citocinas (CBA)

O soro das fémeas ICAM-1"7-e WT foi coletado, e as amostras pertencentes ao
grupo I, 11, V e VI foram analisadas quanto ao perfil de citocinas anti-inflamatorias e pro-
inflamatérias (IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, IFN-y ¢ TNF-a) usando um kit CBA (BD
Bioscience, San Diego, CA, Estados Unidos) de acordo com as instrucfes do fabricante.
As amostras foram analisadas por citometria de fluxo BDTM (FACSCalibur, BD
Company, San Diego, CA, Estados Unidos). E por fim os dados foram expressos em

pg/mL.

4.7. Analise estatistica

Todos os dados foram analisados como média e erro padrdo usando o programa
GraphPad Prism versdo 7.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). As diferengas
entre grupos foram analisadas pelo teste Two-Way ANOVA com comparacgdes multiplas
de Bonferroni, e as comparacdes entre condigdes pares foram realizadas pelo teste t de

Student em casos paramétricos ou pelo teste de Mann-Whitney, quando os dados foram
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ndo paramétricos. As diferencas estatisticas foram consideradas significantes quando P <
0,05.

4.8. Normas de biosseguranca
Todos os procedimentos e manuseio do material bioldgico, dos reagentes,
utilizacdo dos equipamentos bem como conduta com os animais serdo realizadas de

acordo com as normas de biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005).
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5. RESULTADOS

5.1. Camundongos ICAM-17- e WT apresentaram variagdes nas taxas de
reabsor¢do e numeros de sitios de implantacao dependendo do tempo de infeccdo e
gestacao

O grupo | consistiu em fémeas ICAM-1"- e WT que foram infectadas no primeiro
dia de gestacdo, ou seja, no dia em que foi verificado a rolha vaginal, e eutanasiadas no
8° dia de gestacao/8° dia de infecgdo (8dg/8di). J& o grupo V foi composto por fémeas
ICAM-17 e WT eutanasiadas no 8° dia de gestacdo sem infeccdo (8dg/ni). Avaliamos
nesse grupo diversos parametros como taxa de sobrevivéncia, numero de fémeas com
fetos reabsorvidos, a porcentagem de implantacdo e de reabsorcdo. Os resultados
mostraram que as fémeas ICAM-1"7-e WT (8dg/8di e 8dg/ni) pertencentes aos grupos | e
V apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 100% (Tabela I). Em contraste, um maior
nimero de fémeas ICAM-17 infectadas (8dg/8di) tiveram fetos reabsorvidos (66%) se
comparado com as fémeas ICAM-17e WT (8dg/ni) (16,6%) e WT (8dg/8di) (0%)
(Tabela 1). Fémeas ICAM-1" (8dg/8di) apresentaram uma menor porcentagem de sitios
de implantacdo (37%) e um aumento da taxa de perda embrionaria (63%), quando
comparados as fémeas ICAM-17- (8dg/ni) (95,7% e 4,3%), WT infectadas (100% e 0%),
e WT ndo infectadas (95% e 5%) (Tabela I). Os resultados ainda demonstraram que a
infeccdo por T. gondii nas fémeas WT ndo alterou de forma significativa a taxa de perda
embrionaria e os sitios de implantacdo quando comparado as fémeas WT ndo infectadas
(Tabela I), mostrando que a infeccdo com T. gondii no inicio de gestacdo comprometeu
drasticamente o sucesso gestacional nas fémeas ICAM-17", mas ndo nas fémeas WT. Nas
imagens representativas é possivel visualizar os cornos uterinos gravidicos de fémeas
ICAM-1" infectadas com embrides completamente reabsorvidos, visto que o tecido
mostrou-se mais vascularizado, e com pontos de reabsorcdo, identificados por coagulos
sanguineos (Figura 2A). Fémeas ICAM-1"7"ndo infectadas apresentaram cornos uterinos
com embrides em formag&o e nenhum ponto de reabsorcéo (Figura 2B). Nas figuras 2C
e 2D é possivel verificar cornos uterinos gravidicos de fémeas WT infectadas e nédo
infectadas, respectivamente, indicando que nas duas condi¢Ges os embrides estavam em
formagéo e néo foi verificado pontos de reabsorcao.

Quando os grupos Il e VI foram analisados, observamos que ambas as fémeas
ICAM-1"-e WT, em ambas as condicdes, infectadas (14dg/7di) e ndo infectadas (14dg/ni)
apresentaram 100% de sobrevivéncia (Tabela Il). Além disso, 66,6% das fémeas ICAM-

17~ (14dg/7di) possuiram sitios de reabsorcdes, enquanto que os grupos contendo fémeas
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ICAM-17e WT (14dg/ni), e WT (14dg/7di) apresentaram 33,3% e 16% das fémeas com
sitios de reabsorcdo, respectivamente (Tabela I1). Fémeas ICAM-17" (14dg/7di)
apresentaram uma menor porcentagem de sitios de implantagdo (88%) e um aumento da
taxa de perda embrionéria (12%), quando comparados as fémeas ICAM-17 (92,5% e
7,5%) e WT (14dg/ni) (90,5% e 9,5%), e WT infectadas (91% e 9%) (Tabela I1). Nossos
dados mostraram que a infecgdo com T. gondii resultou em um leve aumento na taxa de
perda embrionarias nos animais ICAM-17- em relag&o aos animais WT, enquanto que a
infeccdo no inicio do terco médio da gestacdo ocasionou menor porcentagem de perdas
embrionarias nos animais deficientes para ICAM-1 se comparado com a infec¢éo no terco
inicial da gestacdo. A imagem representativa dos cornos uterinos de fémeas ICAM-1"
infectadas mostram fetos em formagé@o com as respectivas placentas e alguns pontos de
reabsorcédo identificados por coagulos sanguineos (Figura 3A). J& os cornos uterinos de
fémeas ICAM-17" ndo infectadas sdo mostrados na figura 3B. Os cornos uterinos de
fémeas WT ndo infectadas e infectadas s&o mostrados nas figuras 3C e 3D,
respectivamente.

Analisando os grupos contendo fémeas ICAM-17 e WT (19dg/12di), foi
observado que houve 100% de sobrevivéncia, com excecdo do grupo composto por
fémeas WT 19dg/12di que apresentou 83% de taxa de sobrevivéncia (Tabela I11). Nos
grupos infectados, 66,6% das fémeas ICAM-1"" e 60% das fémeas WT apresentaram
sitios de reabsorcéo. Ja, nos grupos ndo infectados, 83,3% das fémeas, ICAM-1"", e 66,6%
das fémeas WT apresentaram sitios de reabsor¢do (Tabela 111). Os dados ainda mostraram
que a infec¢do por T. gondii no 8° dia de gestagéo ndo afetou negativamente o sucesso da
gestacdo nesses animais, pois as fémeas ICAM-17" e WT infectadas (19dg/12di)
apresentaram numeros de sitios de implantacdo e taxa de perda embrionaria muito
semelhantes aos do grupo controle (19dg/ni) (Tabela I11). Fémeas ICAM-1"" infectadas e
ndo infectadas tiveram 86,5% e 86,7% de sitios de implantacdo e 13,5% e 13,3% de taxa
de perda embrionaria, respectivamente (Tabela I11). Ja as fémeas WT infectadas e ndo
infectadas apresentaram 92,5% e 89,7% de sitios de implantacdo e 7,5% e 10,3% de taxa
de perda embrionéria, respectivamente (Tabela I1I).

Quando a infeccdo ocorreu mais tardiamente, foi observado que 66,6% das fémeas
dos grupos ICAM-17" (19dg/8di) e 50% das fémeas dos grupos WT (19dg/8di)
apresentaram sitios de implantagdo. Foi visto também que houve uma diminui¢cdo no
nimero de sitios de implantaco tanto nas fémeas ICAM-1"7- (60%), quanto nas fémeas

WT (73,8%) (Tabela IV). Consequentemente, houve uma maior taxa de perda
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embrionaria, 40% nas fémeas ICAM-17"e 26,2% nas fémeas WT (Tabela 1V). Assim,
nossos dados mostraram que a infeccdo por T. gondii no final do terco médio da gestagdo
foi extremamente prejudicial para o sucesso gestacional tanto para as fémeas ICAM-17-
quanto para as fémeas WT, entretanto, as fémeas deficientes para ICAM-1 apresentaram
uma maior perda embrionaria quando comparado as fémeas WT. A figura 4A mostra
cornos uterinos de fémeas ICAM-17 infectadas (19dg/12di) com alguns pontos de
reabsorcdo. A figura 4B mostra os cornos uterinos de fémeas ICAM-1"" infectadas no
final do terco médio de gestacdo com varios pontos de reabsorcdo. Ja na figura 4C, nos
visualizamos cornos uterinos de fémeas ndo infectadas, com a presenca de fetos formados
e placenta desenvolvida. As imagens representativas de cornos uterinos de fémeas WT
infectadas mostram fetos e placenta (Figura 4D). A figura 4E mostra cornos uterinos com
alta taxa de reabsorcdo, e a figura 4F mostra cornos uterinos com fetos e placentas

formados em fémeas ndo infectadas.

5.2. Fémeas ICAM-1"- (8dg/8di) apresentaram maior taxa de infeccéo por T.
gondii no corno uterino gravidico

Para quantificar a taxa de infeccdo de T. gondii no corno uterino gravidico, baco
e figado das fémeas ICAM-17"e WT infectadas no 1° dia de gestacio e eutanasiadas no
8° dia de gestacao (8dg/8di), foi realizado a técnica de g°PCR em tempo real. Os resultados
encontrados mostraram que nos animais ICAM-1"-houve uma maior taxa de infeccéo por
T. gondii no corno uterino gravidico em relacdo aos animais WT (P = 0,0458) (Figura
5A). Por outro lado, ndo houve diferenca significativa na taxa de infec¢do por T. gondii
nos 6rgios maternos avaliados, como baco e figado entre as fémeas ICAM-17" e WT
(Figura 5B-C). Esses dados indicam que a auséncia de ICAM-1 favoreceu o maior
namero de T. gondii no corno uterino gravidico de fémeas infectadas no inicio da
gestacdo. Analise por qPCR ainda precisa ser realizada para a quantificacdo de T. gondii

em outros 6rgdos maternos.

5.3. Fémeas ICAM-17- (14dg/7di) apresentaram maior taxa de infeccéo por T.
gondii na placenta

Apos avaliarmos a taxa de infec¢do nos animais com 8dg/8di, foi mensurado a
carga parasitaria de T. gondii na placenta e tecidos fetais provenientes de fémeas ICAM-
17~ e WT infectadas no 8° dia de gestacéo e eutanasiadas no 14° dia de gestacéo (14dg/7di)

com o objetivo de avaliar a taxa de transmisséo vertical de T. gondii quando a infecgéo
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ocorreu no inicio do terco médio da gestacdo. Nossos dados apontam que fémeas ICAM-
17~ apresentaram maior taxa de infeccdo por T. gondii na placenta se comparado com as
fémeas WT (P = 0,0286) (Figura 6A). Porém nos tecidos fetais ndo houve diferenca na
taxa de infeccdo pelo parasito. Assim, sugerimos que a infeccdo no terco médio da
gestacdo resultou em uma maior taxa de infeccdo na placenta em animais deficientes para

ICAM-1 quando comparados aos animais WT.

5.4. IFN-y, TNF- a, IL-6 e 1L-10 sdo modulados pela infeccdo por T. gondii
dependendo do tempo gestacional

O soro das fémeas ICAM-17 e WT infectadas (8dg/8di e 14dg/7di) e das fémeas
controles, ndo infectadas (8dg/ni e 14dg/ni) foram coletados e analisados por CBA para
quantificacdo de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias, como, IFN-y, IL-6,
TNF-a, IL-17, IL-10, IL-4 e IL-2. Os dados mostraram que nas fémeas ICAM-17- e WT
controles (8dg/ni) a secrecdo de IFN- y foi muito baixa, porém, houve um aumento
significativo na producéo de IFN- y ap6s a infecg@o por T. gondii tanto nas fémeas ICAM-
17 (P < 0,0001), quanto nas fémeas WT (P = 0,0011) quando comparado com 0s
respectivos controles (Figura 7A). Ja nas fémeas ICAM-1" e WT com 14 dias de gestacéo
néo infectadas (14dg/ni) houve uma alta producéo desta citocina em ambas as fémeas,
porém, animais ICAM-17" nio infectados apresentaram maior secrecio de IFN- y, quando
comparadas com as fémeas WT (P = 0,0244) (Figura 7B). Além do mais, observamos
uma tendéncia na diminuigéo da producédo de IFN- y em ambas as fémeas (14dg/7di) apos
a infecgdo com T. gondii, havendo uma diminuicdo significativa dessa citocina apenas
nas fémeas ICAM-1" infectadas quando comparadas com as fémeas n3o infectadas (P =
0,0079) (Figura 7B).

Para IL-6, os dados demonstraram que ambas as fémeas ICAM-1" e WT (8dg/ni)
produziram baixos niveis de IL-6, e ndo houve diferencas estatisticas entre os dois grupos
(Figura 7C). Entretanto, apds a infecdo com o parasito, foi observado um aumento
significativo na producéo de IL-6, tanto nas fémeas ICAM-1", quanto WT (P = 0,0106;
P = 0,0033, respectivamente) (Figura 7C). Quando analisamos o perfil de IL-6 nos
animais ICAM-17-e WT (14dg/ni) observamos que estes secretaram niveis mais altos de
IL-6 (Figura 7D), e ndo houve diferencas estatisticas entre as fémeas ICAM-17" e WT.
Contudo, quando as fémeas foram infectadas com T. gondii no 8° dia de gestacdo e
eutanasiadas no 14° dia foi observado uma reducdo significativa na secrecdo de IL-6 em
ambas as fémeas ICAM-17 (P = 0,0330) e WT (P = 0,0142) (Figura 7D). N&o houve
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diferenca na producdo de IL-6 entre as fémeas ICAM-1"7" e WT (14dg/7di) (Figura 7D).
Estes dados mostram que os niveis basais de IL-6 no terco inicial da gestagdo em
camundongos ICAM-17 e WT foi baixo, mas foi modulado positivamente com a
infeccdo. Em contraste, no terco meédio da gestacdo, houve uma alta producéo de IL-6 em
fémeas ICAM-1"7" e WT nfo infectadas, e ap0s a infecgdo, ocorreu um decréscimo na
secre¢édo dessa citocina.

Assim como IFN-y e IL-6, a citocina pré-inflamatdria TNF-a também apresentou
baixos niveis nas fémeas ICAM-17-e WT com 8 dias de gestac&o e ndo infectadas (8dg/ni)
(Figura 7E) e apds a infeccdo houve um aumento significativo da producao de TNF-a nas
fémeas ICAM-17" (P = 0,0020) e WT (P = 0,0002), quando comparadas com 0s
respectivos controles ndo infectados (Figura 7E). Porém quando avaliado a liberacdo de
TNF-a no ter¢o médio da gestacdo, ndo houve diferencas estatisticas entre 0s grupos
controles ICAM-1"7"e WT em relaco as fémeas infectadas (Figura 7F).

IL-17 foi avaliada em todos os grupos e ndo houve diferencas significativas na
producdo desta citocina nas fémeas ICAM-17" e WT com 8 ou 14 dias de gestacéo,
infectadas ou ndo por T. gondii (Figura 7G e 7H).

Além dessas citocinas, avaliamos perfil de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria.
Observamos que nas fémeas com 8 dias de gestagdo, o0s niveis basais de 1L-10 foram
extremamente baixos tanto nos animais ICAM-17- quanto WT, e ndo houve diferencas
entre os grupos (Figura 71). Entretanto, ap0s a infecdo ocorreu um aumente significativo
na producéo de IL-10 nas fémeas ICAM-17- (P = 0,0029) e WT (P = 0,0127), quando
comparadas com os respectivos controles (Figura 71). No entanto, quando foi avaliado a
producdo desta citocina no ter¢co médio da gestacdo, ndo houve diferencas estatisticas na
liberacdo de IL-10 entre as fémeas ICAM-17-e WT infectadas ou n&o por T. gondii
(Figura 7J).

As citocinas IL-2 e IL-4 foram mensuradas em todos 0s grupos experimentais,
ICAM-17 e WT 8dg/ni e 8dg/8di, e 14dg/ni e 14dg/7di, mas ndo foram detectadas em

nenhuma das condicOes descritas.
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6. DISCUSSAO

ICAM-1 é uma glicoproteina de superficie celular induzivel, membro da familia
de uma grande classe de imunoglobulinas transmembréanicas. Esta molécula é
normalmente expressa em niveis baixos no endotélio vascular, linfocitos e macrofagos
(GAFFURI et al., 1998; BENEDICTO; ROMAYOR; ARTETA, 2017; YU; SHANG;
JIANG, 2020), porém em resposta a infecgdo, € observado um aumento da expressao de
ICAM-1 na superficie celular de vérios tipos celulares o que resulta no aumento das
interacdes adesivas celulares (ZHAO et al., 2017). Esse mecanismo facilita a migracao
transendotelial de leucdcitos para a regido afetada e a eliminacéo de patogenos (RAMOS;
BULLARD; BARNUM, 2014; ZHAO et al., 2017). Porém, alguns estudos sugerem que
0 aumento da expressdo de ICAM-1 pode influenciar e facilitar a transferéncia de
patégenos, incluindo T. gondii, através da barreira placentaria (ARIAS; MUNOZ;
MUNOZ-FERNANDES, 2003, ROBBINS et al., 2012). Dessa maneira, 0 presente
trabalho avaliou se a auséncia de ICAM-1 em camundongos da linhagem C57BL/6
diminuiria a transmisséo vertical de T. gondii.

Interessantemente, nossos dados mostraram que nos grupos ICAM-17 8dg/8di e
19dg/8di houve maior reabsorcdo de embriGes e fetos, respectivamente, quando
comparados com os referentes controles ICAM-17 n&o infectados e WT nas mesmas
condigdes experimentais. Esses resultados indicam que a infegdo por T. gondii no terco
inicial e no final do terco médio da gestacdo nos animais ICAM-1"- foram extremamente
prejudiciais para a gestacdao. Além da avaliacdo do sucesso gestacional em fémeas 8dg/8di
e 19dg/8di, foi avaliado o efeito da infeccdo por T. gondii no inicio do terco médio da
gestacdo e eutanasiadas com 14 e 19 dias de gestacdo (14dg/7di e 19dg/12di,
respectivamente). Os resultados encontrados nos grupos 14dg/7di e 19dg/12di mostraram
um sutil aumento da taxa de perda embrionaria nos animais ICAM-17", mas néo houve
uma diferenca tdo expressiva quando comparados aos grupos ICAM-17- 8dg/8di e
19dg/8di. Diante dos nossos dados, vimos uma grande variacdo na taxa de aborto entre
os grupos com diferentes periodos de infec¢cdo com T. gondii. O fato de ter encontrado
maior parasitismo no corno uterino gravidico e na placenta de fémeas ICAM-1"-8dg/8di
e 14dg/7di, respectivamente, pode justificar a maior taxa de perda embrionaria nessas
fémeas e a dosagem de citocina nesses locais podem auxiliar a responder essa guestéo.
Porém, alguns estudos utilizando camundongos evidenciaram que as taxas de reabsor¢ao
fetal no inicio da gestacdo podem ocorrer por outros mecanismos que nao diretamente a
proliferacdo de T. gondii no tecido uterino (SHIONO et al., 2007; GE et al., 2008).
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Estudos apontaram que a infec¢do por T. gondii diminuiu drasticamente a expressdo de
células Treg, resultando em prejuizos a gestacdo (ZHANG et al., 2019). Chen e
colaboradores (2013) mostraram que fémeas C57BL/6 prenhes que foram desafiadas com
antigenos de T. gondii no 5° e 10° de gestacdo tiveram maior taxa de perda fetal se
comparado com fémeas que foram desafiadas com o antigeno no 15° dia de gestacao.
Além do mais, os autores sugeriram que estes resultados estariam relacionados com a
diminuicdo do numero e funcao supressora de células Treg ap0s a injecdo com antigenos
do parasito nos estagios iniciais e intermediarios da gestacdo em camundongos (CHEN
et al., 2013). No nosso trabalho foi observado que nos animais WT nédo houve diferencas
significativas na taxa de perda embrionaria entre os grupos infectados e ndo infetados
quando a infeccdo ocorreu no 1° e 8° dia de gestacdo, porém, houve uma maior perda
embrionaria quando a infeccdo se deu no 12° dia de gestacdo. Apesar da discordancia com
os dados da literatura é importante ressaltar, que as vias de indculo foram diferentes, uma
vez que no nosso trabalho foi utilizado cistos do parasito para a infeccéo, enquanto que
nesse estudo foi usado antigenos de T. gondii. Além do mais, os dias de infeccdo e
eutanasia das fémeas prenhes também foram diferentes.

Embora nossos resultados com fémeas WT apresentem divergéncias referentes ao
que foi visto por Chen e colaboradores (2013), a diferenga em relacdo ao sucesso
gestacional entre as fémeas ICAM-17- e WT ndo descarta a possibilidade de um
desequilibrio da resposta imunoldgica em decorréncia de um decréscimo diferencial de
células Treg entre os dois backgrounds apos a infec¢do. Estudos mostraram que animais
deficientes para ICAM-1 possuem menor numero de células Treg na periferia quando
comparados aos animais WT (SAKAGUCHI, 2004; WINDISH et al., 2009). Ademais,
foi wverificado que ICAM-1 é requerido para a inducdo de células T reg
CD4"CD25"Foxp3* nos tecidos. A resposta reduzida a sinalizacédo de TGF-B1 em células
T CD4" em animais deficientes para ICAM-1 resultou em expressdo prejudicada de
Foxp3 e uma reducdo subsequente em células Treg nos tecidos de camundongos ICAM-
17 (WINDISH et al., 2009). Ainda foi demonstrado que os animais ICAM-17
apresentaram uma diminuicdo mais acentuada de células Treg durante uma resposta
inflamatoria pela infec¢do por Mycobacterium tuberculosis, contribuindo para 0 aumento
da inflamacéo e patologia e pior resultado clinico apos a infeccdo por M. tuberculosis
nesses animais (WINDISH et al., 2009).

Se avaliamos os dados preliminares do perfil de citocinas nos grupos ICAM-1""¢

WT (8dg/8di), observamos alta producéo de citocinas pro-inflamatdrias, como IFN- y e
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IL-6 e TNF-a apos a infecgdo com T. gondii. Embora ndo tenha sido identificado
diferencas significativas na producdo destas citocinas entre fémeas ICAM-17"e WT,
nossos dados mostraram que houve maior taxa de perda embrionaria nos animais ICAM-
1. Assim, sugerimos que o aumento de citocinas pré-inflamatorias apds a infeccéo por
T. gondii nos animais ICAM-17- pode ser mais danoso & gestacdo do que nos animais
WT, possivelmente, devido a uma menor regulagdo da resposta inflamatdria resultado da
diminuicdo de células Treg em animais deficientes para ICAM-1. A andlise de citocinas
nos grupos em que a infeccdo ocorreu no final do terco médio da gestacdo (19dg/8di)
ainda ndo foram concluidas, porém acreditamos que nesse periodo também ocorra um
desequilibrio da resposta imunoldgica, desfavorecendo a gestacdo e aumentando as taxas
de abortos nos dois grupos, sendo mais drastico nos animais deficientes para ICAM-1.

Em adicdo, o perfil de citocinas no grupo 14dg/7di mostrou uma diminuicao
significativa na producdo de I1L-6 ap6s a infeccdo, tanto nas fémeas ICAM-17", quanto
nas fémeas WT. J& as citocinas IFN- y e TNF-o apresentaram apenas uma tendéncia a
reducdo da secrecdo apo6s a infecgdo pelo parasito. Porém, quando comparado as fémeas
ICAM-1"infectadas em relacdo grupo controle ndo infectado, houve uma diminuicio
significativa na secrecdo de IFN-y. Esses resultados podem justificar o maior sucesso
gestacional nos dois grupos analisados, principalmente nas fémeas ICAM-17". Assim,
sugerimos que a diminuig&o significativa de IL-6 e IFN- y pode ter gerado uma maior
tolerancia imunolégica nas fémeas ICAM-1"" prenhes e infectadas no inicio do terco
médio da gestacdo, restabelecendo um maior equilibrio na resposta imunoldgica em
relacdo a deficiéncia na producdo de células Treg observadas em trabalhos anteriores
(SAKAGUCHI, 2004; WINDISH et al., 2009). Provavelmente esse perfil mais
tolerogénico tenha sido suficiente para controlar uma resposta exacerbada desencadeada
pela infeccdo por T. gondii, resultando em maior sucesso gestacional.

E sabido que durante a maior parte do periodo de gestacdo ocorre um delicado
equilibrio das citocinas Th1/Th2, e células Treg prevalecem para promover o crescimento
fetal e inibir a alorrejeicdo pela resposta imune materna (SAITO et al., 2010). Além disso,
células Treg regulam respostas imunes inflamatorias locais, potencialmente prejudiciais
ao feto (SAKAGUCHI, 2004; SAITO et al., 2013; WANG et al., 2020). Com a infecgéo
por algum patdgeno como T. gondii ha um predominio de uma resposta Thl que é
protetora, induzida com o objetivo de eliminar o parasito. Esse desequilibrio na resposta
imunolégica pode ocasionar diversos problemas na gestacdo ou até mesmo o aborto

(LUPPI, 2003). Possivelmente, animais ICAM-1"- possuem um maior desequilibrio na
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resposta imune reguladora apds a infec¢do por T. gondii se comparado com 0s animais
WT.

No presente trabalho mensuramos o parasitismo para avaliar o papel de ICAM-1
na transmissao transplacentaria de T. gondii. Os dados preliminares mostraram que 0s
animais ICAM-1"- foram mais susceptiveis & infeccdo por T. gondii se comparado com
os animais WT, pois foi encontrado maior nimero de parasitos no corno uterino gravidico
e placentas de fémeas deficientes para ICAM-1. Ademais, nossos resultados mostraram
que ndo houve diferencas significativas na taxa de parasitismo nos tecidos fetais da prole
de fémeas ICAM-17 e WT. Esse resultado pode estar associado ao curto tempo de
exposicdo a infeccdo em que os animais foram submetidos, fazendo-se necessério a
analise da carga parasitaria nos tecidos fetais da prole de fémeas ICAM-17" e WT
submetidas a um maior tempo de infeccao.

Estudos anteriores correlacionam a presenca de patégenos, incluindo T. gondii e
o0 producdo de citocinas pro-inflamatérias como fatores para o aumento da expresséo de
ICAM-1 na superficie das células trofoblasticas (MAUBERT; GUILBERT; DELORON,
1997) e ao mesmo tempo pode levar a um aumento da infec¢do do tecido placentario
(JULIANO; BLOTTA; ALTERMANI, 2006). Além do mais, estudos mostraram que
moléculas adesivas MIC2 de T. gondii se ligam a ICAM-1 permitindo a migracdo do
parasito para diversos tecidos do organismo, incluindo a placenta (BARRAGAN;
BROSSIER; SIBLEY, 2005).

Nesse sentido, esperdvamos que animais deficientes para ICAM-1 apresentassem
menor parasitismo se comparado aos animais WT. Porém muitos estudos da literatura
também relataram a importancia de ICAM-1 na regulacdo da resposta imunolégica
através do recrutamento de células imunoldgicas para sitios de infeccdo e o
estabelecimento de sinapses imunoldgicas. De Paula e colaboradores (2017) mostraram
que animais deficientes para ICAM-1 tiveram maior taxa de infec¢do bacteriana pela
infeccdo com Mycobacterium avium no figado, pulmao e bago quando comparados com
animais WT. Esses dados podem ser justificados em decorréncia de uma diminui¢do no
recrutamento de células CD3"NK1", linfocitos e granulécitos para os sitios de infec¢do e
consequente diminuigdo de IFN-y. Adicionalmente, estudos mostraram que durante a
infeccdo por Chlamydia trachomatis a auséncia de ICAM-1 em camundongos prejudicou
a ativacdo de células Thl especificas, bem o recrutamento de células imunes para a
mucosa genital, levando a um aumento da infecg&o por essa bactéria (IGIETSEME et al.,

1999). Camundongos ICAM-17 quando tratados com zymosan para inducdo de uma
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resposta inflamatoria apresentaram menor extravasamento de neutrofilos para a cavidade
peritoneal quando comparado com os animais sem esse background, resultando em menor
capacidade de responder a inflamagéo (HE et al., 2014). Por fim, outro estudo mostrou
que camundongos ICAM-17- foram mais susceptiveis a infeccdo por T. cruzi,
apresentando maior taxa de mortalidade, parasitemia e parasitismo no tecido cardiaco.
Ademais, 0 aumento do parasitismo foi associado ao decréscimo da migracgdo de células
TCD4" e TCD8" no tecido cardiaco (MICHAILOWSKY et al., 2014). Todos esses dados
reafirmam o papel crucial de ICAM-1 na montagem de uma resposta imunoldgica
eficiente para o controle de uma infeccdo. Assim, sugerimos que, embora T. gondii utilize
ICAM-1 para migrar pelos tecidos no organismo, a auséncia dessa molécula néo foi capaz
de controlar o parasitismo no corno uterino gravidico e na placenta, possivelmente porque
a resposta imunolégica nesses animais é diminuida levando a uma menor migracédo de
linfdcitos e granuldcitos para os sitios de infeccdo para controlar o parasitismo.

Dessa maneira, acredita-se que com uma resposta imunologica menos eficiente
nos animais knockouts para ICAM-1, os parasitos se multipliguem mais rapidamente, e
migrem mais facilmente para os tecidos, incluindo o corno uterino gravidico e placenta.
Para avaliar a taxa de transmissdo transplacentaria entre os dois backgrounds sera
necessario avaliar o parasitismo em tecidos fetais nos grupos 19dg/12di, pois estes
apresentam maior tempo de infeccdo, o suficiente para ocorrer a passagem
transplacentaria do parasito até os tecidos fetais. Além disso, também sera avaliado o
perfil de citocinas produzidas localmente nos cornos uterinos gravidicos e placentas das
fémeas ICAM-1"7"e WT a fim de entender o papel das citocinas no microambiente da
interface materno-fetal e o papel de ICAM-1 na transmissdo do parasito. E por fim,
também devera ser analisado a migracdo de células imunolodgicas para sitios de infeccdo

em diversos 0rgaos maternos.
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7. CONCLUSOES

A infeccéo por T. gondii nos animais ICAM-17"no inicio do terco inicial (8dg/8di)
comprometeu drasticamente o sucesso gestacional quando comparado com 0s
animais WT.

A infeccdo no inicio do terco médio (14dg/7di) da gestacdo ocasionou menor
porcentagem de perda embrionaria nos animais ICAM-17" quando comparados
com a infec¢do no inicio da gestacdo (8dg/8di) e no final do terco médio
(19dg/8di) de gestacao.

Quando a infeccéo ocorreu no final do terco médio (19dg/8di), ambas 0s grupos
experimentais tiveram aumento na taxa de perda embrionaria, porém, foi
expressivo nos animais ICAM-17",

Fémeas ICAM-1"7- 8dg/8di apresentaram maior parasitismo no corno uterino
gravidico quando comparado aos animais WT.

Fémeas ICAM-17 14dg/7di tiveram maior taxa de infeccdo por T. gondii na
placenta em relagdo aos animais WT, porém ndo foi visto diferencgas nos tecidos
fetais.

Animais ICAM-1"e WT 8dg/8di apresentaram aumento na secrecio de citocinas
pré-inflamatorias como IFN-y, IL-6 e TNF-o em relagdo aos respectivos controles
ndo infectados.

Fémeas 14dg/7di apresentaram uma diminuicdo significativa na producao de IL-
6 apos a infeccdo.

A produgio de IFN- y foi significativamente menor apenas em fémeas ICAM-1""
apos a infeccdo, mas apresentou uma tendéncia de reducao nos animais WT.

A secrecdo de TNF- o nos animais 14dg/7di apresentou uma tendéncia a redugéo,
porém ndo foi significativa em relacdo aos grupos nao infectados.

IL-10 foi significativamente aumentado em fémeas ICAM-1"-e WT 8dg/8di em
relacdo aos controles ndo infectados, porém ndo houve diferencgas entre 0s grupos
14dg/7di e 14dg/ni.

A auséncia de ICAM-1 ndo foi capaz de controlar o parasitismo.
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Figura 1: Esquema representativo dos diferentes grupos de animais ICAM-17- e WT
infectados e ndo infectados. (A) O grupo | representa fémeas ICAM-1"7- e WT infectadas
com 5 cistos de T. gondii (ME-49) por via oral no dia da deteccdo da rolha vaginal (RV)
e eutanasiadas no 8° dia de gestacdo; (B) grupo Il é compreendido por fémeas ICAM-17
e WT infectadas no 8° dia gestacdo e eutanasiadas no 14° dia gestagéo; (C) grupo Il é
composto por fémeas ICAM-17-e WT infectadas no 8° dia de gestagio e eutanasiadas no
19° dia de gestacéo; (D) grupo IV formado por fémeas infectadas no 12° dia de gestacao
e eutanasiadas no 19° dia de gestacdo. (E-G) os grupos V, VI e VII compreende fémeas
ICAM-17- e WT controle nfo infectadas e eutanasiadas nos dias 8°, 14° e 19° dia de
gestacéo, respectivamente. Cada grupo foi composto por um n=6 para cada background

genético.
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Figura 2: Imagens representativas de cornos uterinos de fémeas ICAM-17-e WT no tergo
inicial da gestagéo. Fotos representativas evidenciam 0s cornos uterinos de fémeas (A)
ICAM-17- 8dg/8di; (B) ICAM-1"" 8dg/ni; (C) WT 8dg/8di e (D) WT 8dg/ni. Setas
indicam cornos uterinos muito vascularizados e com completa reabsorcdo dos embrides.

Asteriscos evidenciam embrides em formacdo.
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Figura 3: Imagens representativas de cornos uterinos de fémeas ICAM-17"e WT no terco
médio da gestacdo. Fotos representativas evidenciam os cornos uterinos de fémeas (A)
ICAM-17- 14dg/7di; (B) ICAM-1"- 14dg/ni; (C) WT 14dg/7di e (D) WT 14dg/ni. Setas
indicam os sitios de reabsor¢do com aparéncia hemorragica e coloragdo marrom.

Asteriscos mostram os embrides e placentas em formacéo.
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Figura 4: Imagens representativas de cornos uterinos de fémeas ICAM-17"e WT no terco
final da gestacdo. Fotos representativas evidenciam 0s cornos uterinos de fémeas (A)
ICAM-17- 19dg/12di; (B) ICAM-17- 19dg/8di; (C) ICAM-17- 19dg/ni; (D) WT
19dg/12di; (E) WT 19dg/8di; (F) WT 19dg/ni. Setas indicam os sitios de reabsorcao com

aparéncia hemorragica e coloracdo marrom. Asteriscos mostram os fetos e placentas.
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Figura 5: Carga parasitaria em 6rgdos maternos em fémeas ICAM-17" e WT 8dg/8di.
Fémeas ICAM-17" (n=6) e WT (n=6) foram infectadas com 5 cistos de T. gondii (cepa
ME-49) no dia da deteccdo da rolha vaginal e foram eutanasiadas no 8° dia gestacdo/8°
dia de infeccdo (8dg/8di). Os 6rgaos maternos foram coletados para a analise por qPCR.
A carga parasitaria foi mensurada no (A) corno uterino gravidico, (B) figado e (C) baco.
Diferencas estatisticas entre os grupos ICAM-17-e WT foram analisadas pelo teste t e

foram consideradas significativas quando "P < 0,05.
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Figura 6: Carga parasitaria nas placentas e fetos de fémeas ICAM-17- e WT 14dg/7d.i.
Fémeas ICAM-17" (n=6) e WT (n=6) foram infectadas com 5 cistos de T. gondii (cepa
ME-49) no 8° dia ap06s a deteccdo da rolha vaginal e foram eutanasiadas no 14° dia
gestacdo (14dg/7di). Placentas e fetos foram coletados para a analise do parasitismo por
gPCR. A carga parasitaria foi mensurada nas (A) placentas e (B) tecidos fetais. Diferencas
estatisticas entre os grupos ICAM-17 e WT foram analisadas pelo teste t e foram

consideradas significativas quando “P < 0,05.
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Figura 7: Niveis de citocinas no soro de fémeas ICAM-17-e WT 8dg/8di, 8dg/ni,
14dg/7di e 14dg/ni. O soro das fémeas ICAM” e WT 8dg/8di, 8dg/ni, 14dg/7di e 14dg/ni
foi coletado no dia da eutanasia e analisados quanto a producéo de citocinas por CBA. (A
e B) IFN- v, (C e D) TNF-a, (E e F) IL-6, (G e H) IL-17, (I e J) IL-10. Diferencas
estatisticas foram avaliadas utilizando o teste Two-Way ANOVA, com pdés teste de
comparagGes multiplas de Bonferroni. P < 0,05 foram significativas entre fémeas
ICAM-17- ou WT néo infectadas com os respectivos controles infectados; *P < 0,05 foi

significativo entre fémeas ICAM-17" e WT na condigdo ndo infectada.
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TABELAS
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Tabela I: Resultados do sucesso gestacional em camundongos C57BL/6 ICAM-1"" e C57BL/6 WT néo infectados (8dg/ni) ou
infectados com cinco cistos da cepa Toxoplasma gondii ME-49 por via oral no 1° dia da detecgéo de rolha vaginal e eutanasiadas no
8° de gestacdo (8dg/8di).

Linhagem de Grupos Sobrevivéncia% Fémeas com fetos Sitios de Sitios de Taxa de perda
camundongos experimentais reabsorvidos % reabsor¢do/Sitiosde  implantagdo %  embrionaria® %
implantagdo ?

8dg/8di 6/6 (100%) 4/6 (66,6%) 12/19 37% 63%
ICAM-1--
8dg/ni 6/6 (100%) 1/6 (16,6%) 2/47 95,7% 4,3%
8dg/8di 6/6 (100%) 0/6 (0%) 0/48 100% 0%
WT
8dg/ni 6/6 (100%) 1/6 (16,6%) 2/40 95% 5%

*Sitios de reabsorcao foram identificados visualmente. Sitios de implantagdo com aparéncia hemorragica e coloracéo marrom foram
definidos como sitios de reabsorgao.

® A taxa de perda embrionaria foi calculada pela porcentagem de sitios de reabsor¢do em relagdo ao nimero total de implantagdes.
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Tabela Il: Resultados do sucesso gestacional em camundongos C57BL/6 ICAM-1"" e C57BL/6 WT nio infectados (14dg/ni) ou
infectados com cinco cistos da cepa ME-49 de Toxoplasma gondii por via oral no 8° dia ap6s a detec¢do de rolha vaginal e eutanasiadas
no 14° dia de gestacdo (14dg/7di).

Linhagem de Grupos Sobrevivéncia Fémeas com fetos Sitios de Sitios de Taxa de perda

camundongos experimentais % reabsorvidos (%) reabsorcdo/Sitios implantagdo%  embriondria (%)
de implantagdo?

— 14dg/7di 6/6 (100%) 4/6 (66,6%) 4/33 88% 12%
14dg/ni 6/6 (100%) 2/6(33,3%) 3/40 92,5% 7,5%
14dg/7di 6/6 (100%) 1/6 (16,6%) 3/35 91% 9%

wT
14dg/ni 6/6 (100%) 2/6(33,3%) 5/53 90,5% 9,5%

*Sitios de reabsorcdo foram identificados visualmente. Sitios de implantacdo com aparéncia hemorragica e coloracdo marrom foram
definidos como sitios de reabsorcao.

® A taxa de perda embrionaria foi calculada pela porcentagem de sitios de reabsor¢do em relagdo ao nimero total de implantacdes.
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Tabela I11: Resultados do sucesso gestacional em camundongos C57BL/6 ICAM-1""e C57BL/6 WT néo infectados (19dg/ni) ou
infectados com cinco cistos da cepa ME-49 de Toxoplasma gondii por via oral no 8° dia apds a deteccdo de rolha vaginal e
eutanasiadas no 19° dia de gestacdo (19dg/12di).

Linhagem de Grupos Sobrevivéncia Fémeas com fetos Sitios de Sitios de Taxa de perda
camundongos experimentais % reabsorvidos % reabsor¢do/Sitios  implantacdo %  embriondria (%)
de implantagdo?®

N— 19dg/12di 6/6 (100%) 4/6 (66,6%) 6/48 86,5% 13,5%
19dg/ni 6/6 (100%) 5/6 (83,3%) 6/45 86,7% 13,3%
19dg/12di 5/6 (83%) 3/5 (60%) 3/40 92,5% 7,5%

WT
19dg/ni 6/6 (100%) 4/6 (66,6%) 4/39 89,7% 10,3%

*Sitios de reabsorgao foram identificados visualmente. Sitios de implantaco com aparéncia hemorréagica e coloragdo marrom foram
definidos como sitios de reabsorcao.
b . ;- . - ~ ~ , . ~

A taxa de perda embrionaria foi calculada pela porcentagem de sitios de reabsorcado em relagdo ao nimero total de implantacdes.
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Tabela 1V: Resultados do sucesso gestacional em camundongos C57BL/6 ICAM-1" e C57BL/6 WT néo infectados (19dg/ni) ou
infectados com cinco cistos da cepa Toxoplasma gondii ME-49 por via oral no 12° dia apds a deteccédo de rolha vaginal e eutanasiadas
no 19° dia de gestacdo (19dg/8di).

Linhagem de Grupos Sobrevivéncia Fémeas com fetos Sitios de Sitios de Taxa de perda

camundongos experimentais % reabsorvidos % reabsor¢do/Sitios implantagdo %  embrionéria ® (%)
de implantagdo?

ICAMLL- 19dg/8di 6/6 (100%) 4/6 (66,6%) 18/44 60% 40%
19dg/ni 6/6 (100%) 5/6 (83,3%) 6/45 86,7% 13,3%
19dg/8di 6/6 (100%) 3/6 (50%) 11/42 73,8% 26,2%
WT
19dg/ni 6/6 (100%) 4/6 (66,6%) 4/39 89,7% 10,3%

* Sitios de reabsorcao foram identificados visualmente. Sitios de implantacdo com aparéncia hemorréagica e coloragdo marrom foram
definidos como sitios de reabsorcao.

" A taxa de perda embrionaria foi calculada pela porcentagem de sitios de reabsor¢do em relacdo ao nimero total de implantacdes.
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CAPITULO 1

Células trofoblasticas mesenquimais humanas (TS¢T) recapitulam a
sensibilidade de células da placenta a infec¢do por Toxoplasma gondii conferindo

um modelo promissor para o estudo da toxoplasmose congénita
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1. INTRODUCAO

1.1. Placenta: estrutura e mecanismos de defesa aos patégenos

A placenta é um 6rgdo altamente especializado da gestacdo que, junto com as
membranas fetais e o liquido amniético, suportam o crescimento e desenvolvimento do
feto; tem como funcdo nutrir, permitindo o transporte de carboidratos, amino &cidos,
lipideos, agua, sais inorganicos, minerais e vitaminas; permitir trocas de gases entre mée
e feto, uma vez que esta estrutura é permeavel ao oxigénio e dioxido de carbono; e é
considerada uma barreira efetiva contra diversos agentes, além de orquestrar adaptacoes
maternas para a gestacdo (GUDE et al., 2004, ROBBINS; BAKARDJIEV, 2012;
TURCO; MOFFETT, 2019), incluindo a secrecdo de mais de 100 peptideos e horménicos
esteroides que modulam a fisiologia materna, como gonadotropina coridnica, hormonio
de crescimento placentario ou lactogénio placentario, progesterona e insulina (GUDE et
al., 2004; ROBBINS; BAKARDIJIEV, 2012; VELICKY; KNOFLER; POLLHEIMER,
2016).

A placenta humana é composta por uma porcdo materna (decidua) e outra fetal
(placa coribnica) (GUDE et al., 2004). As células deciduais sdo derivadas de fibroblastos,
que se diferenciam e formam a decidua, as quais secretam citocinas, incluindo IL-15,
fatores de crescimento e agentes imunomoduladores envolvidos na regulagéo da invaséo
do trofoblasto (VERMA et al., 2000). A placa cori6nica é formada pelos vilos coriénicos,
que formam a propria barreira placentaria, organizadas em inimeras ramificagdes com o
objetivo de aumentar a area de superficie com o sangue materno (GUDE et al., 2004;
ANDER; DIAMOND; COYNE, 2019).

A unidade funcional da placenta humana é formada por arvores vilosas compostas
por vilos flutuantes e vilos de ancoragem (ANDER; DIAMOND; COYNE, 2019). Uma
Unica camada de sinciciotrofoblasto multinucleados contiguos (SYN) reveste a superficie
mais externa das arvores vilosas da placenta humana e atua como a principal barreira
celular entre o compartimento fetal e o sangue materno (ROBBINS; BAKARDJIEV,
2012; ANDER; DIAMOND; COYNE, 2019). Subjacente a camada SYN esta a camada
de citotrofoblasto mononucleado indiferenciado (CYT). CYTs sdo células trofoblasticas
progenitoras e podem se diferenciar e fundir para reabastecer a camada SYN ou se
diferenciar em trofoblastos extravilosos mononucleados (EVTs), que possuem um perfil
de células invasivas, localizados nas extremidades das vilosidades de ancoragem que se
fixam na decidua basal, ou invadem a vasculatura materna, tendo um importante papel no
remodelamento das artérias espiraladas (ROBBINS; BAKARDIIEV, 2012; ARORA et



79

al., 2017; ANDER; DIAMOND; COYNE, 2019). A regido central dos vilos coridnicos é
constituido por macrofagos fetais (células Hofbauer), fibroblastos, células endoteliais
fetais que revestem capilares vilosos e suas membranas basais associadas (ARORA et al.,
2017).

Uma vez que 0s espacos intervilosos sdo preenchidos por sangue, a placenta esta
continuamente exposta aos patdgenos que estejam circulando sistemicamente na
circulacdo materna. Dessa maneira, a placenta apresenta diversos mecanismos de defesa
para proteger o feto de eventuais infeccdes (ANDER; DIAMOND; COYNE, 2019). A
arquitetura da placenta humana permite que a camada de SYN, considerada a defesa
celular mais forte, esteja presente na superficie mais externa. SYN forma uma Gnica célula
continua e, portanto, carece de juncdes celulares que podem ser exploradas por patdgenos
ou moduladas por sinais inflamatorios (ROBBINS; BAKARDJIEV, 2012). Outra
propriedade fisica que confere resisténcia microbiana ao SYN é a densa rede
citoesquelética que cria uma densa borda em escova formada na superficie apical dessas
células (OCKLEFORD; WAKELY; BADLEY, 1981; ROBBINS; BAKARDIIEV,
2012). Esta borda em escova fornece uma vasta area de superficie para troca de nutrientes
e gases entre os compartimentos materno e fetal, mas também protege da invasdo
microbiana direta, em parte por causa da densa rede de actina subjacente (ZELDOVICH
etal., 2013). A placenta tem uma série de mecanismos imunes inatos para proteger o feto
de infeccBes congénitas, incluindo a expressdo de receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs), como receptores toll-like (TLRs) (MA et al., 2007; HOO; NAKIMULLI,
VENTO-TORMO, 2020), a expressdo constitutiva de moléculas antivirais, como
interferons do tipo Il (IFN- A) (BAYER et al., 2016), ¢ a liberagdo de peptideos
antimicrobianos, inducdo de quimicionas como CCL22, sugerindo que a infeccdo do
parasito altera ou sinaliza para as células imunes maternas (ANDER et al., 2018). Além
disso, a expressdo de SYN do receptor Fc neonatal também sugere um papel protetor para
a IgG materna dentro do compartimento fetal por meio do desenvolvimento de imunidade
passiva (MALTEPE; FISHER, et al., 2015).

Embora a placenta represente uma formidavel barreira, microrganismos podem
colonizar a placenta e romper a barreira materno-fetal e ocasionar graves consequéncias
para o desenvolvimento fetal. Coletivamente, estes patdogenos sdo chamados de patdgenos
TORCH, com a sigla referindo-se a Toxoplasma gondii, outros agentes, virus da rubéola,
citomegalovirus (CMV) e virus herpes simples (HSV) (ANDER; DIAMOND; COYNE,
2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zeldovich%20VB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24348256
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E sabido que existe uma susceptibilidade diferencial entre as subpopulacdes de
trofoblasto aos diversos microrganismos (ARORA et al., 2017). Em humanos, cultura de
vilos placentarios mostrou que CMV é capaz de infectar o CYT e outras células da
placenta, mas ndo o SYN (FISHER et al., 2000). Sinciciotrofoblasto também mostrou
grande resisténcia a infeccdes por HSV (DELORME-AXFORD et al., 2013) e ZIKV
(BAYER et al., 2016). Esta célula também apresentou alta resisténcia a infecgdo pela
bactéria Listeria monocytogenes, enquanto que as células EVTs mostraram ser muito
susceptiveis, funcionando como porta de entrada para a infeccdo bacteriana nos
compartimentos internos da placenta (ROBBINS et al., 2010). Similarmente, estudos
realizados em cultura de células ou vilos placentarios mostraram que SYN é muito
resistente a infecgdes por T. gondii (ANDER et al., 2018; ROBBINS et al., 2012).
Trabalhos anteriores avaliando o crescimento e invasdo do parasito nas células SYN e
CYT mostraram que células SYNs resistem a infeccdo por T. gondii por serem refratarias
a adesdo do parasita, restringem a replicacdo do parasita e/ou serem parasiticidas
(ANDER et al., 2018; MCCONKEY et al., 2016; ROBBINS et al., 2012). Em contraste,
CYTs e EVTs foram suscetiveis a infeccdo por T. gondii (ROBBINS et al., 2012).

1.2. Modelos in vitro e in vivo para estudo da transmissdo congénita de T.
gondii

Os mecanismos intrinsecos envolvidos na restricdo do crescimento e invasdo de
T. gondii no SYN e mecanismos relacionados a suscetibilidade das células CYT ao
parasito ainda sdo mal compreendidos, e modelos in vitro que replicam fielmente a
biologia de CYT, SYN e EVT sdo criticos para a compreensao desses processos a nivel
molecular.

As linhagens de células trofoblasticas imortalizadas derivadas de
coriocarcinomas, incluindo BeWo, JEG-3 e JAR sdo frequentemente utilizadas, para o
estudo da toxoplasmose congénita, porém elas ndo se fundem espontaneamente para
formar células SYN (ANDER et al., 2019). Ademais, estudos tem mostrado que BeWo
podem se induzidas a sincicializa¢do utilizando reagentes que aumentam os niveis de
adenosina 3',5'-monofosfato (CAMP) para aumentar a expressao de proteinas de fusdo de
retrovirus endogenos responsaveis pela fuséo CYT em SYN (WICE et al., 1990);
entretanto, a elevacdo dos niveis intracelulares de CAMP pode produzir outros fenotipos,
e essas células ainda permanecem suscetiveis a infeccdo microbiana (ANDER et al.,

2018). Contudo, células JEG cultivadas em um sistema de baseado em biorreator
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tridimensional e cocultivadas com células endoteliais humanas foram capazes de se
fundirem e recapitularam a resisténcia a infeccdo por T. gondii (MCCONKEY et al.,
2016). As células trofoblasticas primérias se diferenciam espontaneamente em SYN,
porém este modelo celular apresenta limitacGes, como tempo curto de manutencdo em
cultura, e dificuldade para manipulacdes genéticas (ANDER et al., 2019).

Explantes de vilos placentérios também sdo considerados bons modelos para o
estudo da transmissdo congénita, por manterem a estrutura da placenta, possuem
complexidade multicelular, e poderem ser isolados em todos os estagios da gravidez
(LOWE; ROBBINS; BAKARDJIEV, 2018). No entanto, a obtencdo de placentas nos
estagios iniciais da gestacdo geralmente possui regulamentacfes governamentais muito
restritivas em muitos paises (ANDER; DIAMOND; COYNE, 2019).

Modelos animais, principalmente os camundongos sdo comumente utilizados para
0 estudo da transmissdo de T. gondii na interface materno-fetal. Eles sdo considerados
6timos modelos de estudo in vivo, pois possuem curto periodo de gestagdo, grande
ninhada e podem ser modificados geneticamente, permitindo avaliar diversas variaveis.
Entretanto, diferencas na estrutura da placenta e na montagem da resposta imunoldgica
podem dificultar a interpretacdo dos resultados usando modelos de camundongos para
estudos das vias de transmisséo vertical na placenta humana (MALTEPE; FISH, 2015;
ARORA et al., 2017).

Diante de todas essas limitacbes no estudo da transmissdo congeénita,
caracterizamos um novo modelo celular de células trofoblasticas mesenquimais humanas
(TS®T) previamente isolado e descrito por Okae e colaboradores (2018), para elucidar a
suscetibilidade diferencial entre TSSYN e TSCYT, TSCT sdo células TSCYT isoladas de
placentas humanas de primeiro trimestre e podem ser estabelecidas em cultura em um
estado proliferativo indiferenciado por até 5 meses ap0s a ativacdo das vias de Wnt e fator
de crescimento epidermal (EGF), e inibicdo do fator de transformacdo do crescimento
beta (TGF-B), histona deacetilase (HDAC) e proteina quinase associada a Rho (ROCK)
(OKAE et al., 2018). Em condi¢bes de cultura adequadas, essas células podem ser
induzidas a formar TSEVT™ ou TSSYNs, sugerindo que a TS®T possui um perfil bipotente.
Além disso, os dados do transcriptoma e do metiloma indicaram que TS®T tem muitas
propriedades exclusivas das células trofoblasticas primarias (OKAE et al., 2018).

As células trofoblasticas mesenquimais humanas representam uma potente
ferramenta para a caracterizagdo molecular e funcional de células trofoblasticas humanas.

Além do mais, elas podem ajudar a compreender os mecanismos envolvidos nos abortos,
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pré-eclampsia e restricdo do crescimento intrauterino. Por fim, devido a capacidade de
diferenciacdo de CYT em SYN e EVT, essas células representam um 6timo modelo para
estudar os mecanismos envolvidos na resisténcia e susceptibilidade entre as diferentes
populacdes de trofoblasto contra os diferentes tipos de patdgenos, incluindo T. gondii,

que sdo capazes de atravessar a placenta.



83

2. JUSTIFICATIVA

Os mecanismos intracelulares envolvidos na restrigdo da invasdo e crescimento
de T. gondii em células sinciciotrofoblasticas e o0s mecanismos relacionados a
suscetibilidade das células citotrofoblasticas ao parasito ainda sdo pouco compreendidos.
A utilizacdo de modelos in vitro que repliqguem fielmente a biologia de citotrofoblastos,
sinciciotrofoblasto e trofoblasto extraviloso sdo extremamente importantes para a
compreensdo desses processos a nivel molecular. Embora as linhagens de células
trofoblasticas imortalizadas derivadas de coriocarcinomas, incluindo BeWo, JEG-3 e
JAR sejam frequentemente utilizadas, estas células ndo se fundem espontaneamente para
formar células sinciciotrofoblasticas (ANDER; DIAMOND; COYNE, 2019), além disso,
mesmo quando sdo sincicializadas eles ndo reproduzem a sensibilidade das celulas
trofoblasticas primarias ou explantes de vilos placentarios (ANDER et al., 2018;
MCCONKEY et al., 2016). Por outro lado, as células trofoblasticas primarias se
diferenciam espontaneamente em sinciciotrofoblasto, mas elas apresentam desafios, pois
sdo dificeis de serem manipuladas geneticamente e apresentam curto tempo de vida em
culturain vitro (ANDER; DIAMOND; COYNE, 2019). Assim, nosso trabalho se justifica
por caracterizar as células trofoblasticas mesenquimais humanas para avaliar se elas
representam um bom modelo de trofoblasto, capazes de recapitular a sensibilidade das
células trofoblasticas primarias para entender os mecanismos envolvidos na resisténcia

das células sinciciotrofoblasticas a infeccdo por T. gondii.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar células trofoblasticas mesenquimais TSCT para avaliar se elas
recapitulam a sensibilidade de células trofoblasticas priméarias humanas frente a infecgdo
por T. gondii, além identificar diferencas na expressdo de genes entre as celulas

citotrofoblasticas e sinciciotrofoblasticas apos a infec¢cdo com o parasito.

3.2. Objetivos especificos

e Manutengdo de células TS®T em cultura e diferenciagio de células
citotrofoblasticas (TS™) em sinciciotrofoblasto (TSSYN) em populagdo mista
(TSCTY e TSSYN) ¢ TSSYN 3D,

e Avaliar o parasitismo em células TS®™Y e TSSYN apds 24h de infeccdo com T.
gondii.

e Acompanhar a progressdo do crescimento intracelular de T. gondii em células
TSC™ e TSSYNnos tempos de 24, 48 e 72h.

e Quantificar parasitos intracelulares e extracelulares para avaliar a invasdo de T.
gondii nas células TSC™ e TSSYN,

e Mensurar a expressdo génica de CCL22, bem como dosar a secrecdo dessa
quimiocina no sobrenadante de células TS®™ e TSSYN mock infectadas ou
infectadas por T. gondii.

e Avaliar a expressdo génica em células TS¢™ e TSSYN mock infectadas ou
infectadas por T. gondii.

e Analisar vias moduladas positivamente ou negativamente em células TS¢™Y e
TSSYN mock infectadas ou infectadas por T. gondii.

e Analisar a expressdo génica em parasitos oriundos de cultura de células TS ou
TSsYN.

e ldentificar vias que sdo moduladas diferentemente em parasitos que estavam

associados ou que infectaram células TSCTY ou TSSYN,
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultura de células trofoblasticas mesenquimais humanas (TS¢T)

Células trofoblasticas mesenquimais (TS®T) foram isoladas de placentas de
primeiro trimestre e caracterizadas como células similares as células trofoblasticas
humanas primarias através de estudos de transcriptoma (OKAE et al., 2018). Elas foram
gentilmente cedidas pelo Professor Doutor Okae da Universidade de Tohoku, Japdo. As
células foram cultivadas em condigdes especificas, como descritas previamente (OKAE
et al., 2018). Brevemente, garrafas de 75 cm? foram revestidas com 5 pg/mL coldgeno
tipo IV (Corning, New York, NY, USA) e 2 ug/mL de iMatrix-55 (AMSBIO, Abingdon,
UK) a 37 °C por 2 horas. Em seguida, as garrafas de cultura foram lavadas com solucao
salina fosfatada estéril (PBS) 1X, e foi adicionado meio TS [(DMEM/F12 (Gibco,
Waltham, MA, USA), 1% ITS-X100 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, US), 0,3%
de albumina sérica bovina (BSA) livre de &cidos graxos (Sigma, St Louis, MO, USA),
1,5 ng/mL de &cido ascdrbico (Sigma), 50 ng/EGF (ThermoFisher Scientific), 0,1 mM 2-
mercaptoetanol (Fisher Scientific, Hampton, NH, USA), 0,2% soro fetal bovino (SFB)
(ThermoFisher Scientific), and 0,5% Penicillina-Streptomicina (ThermoFisher
Scientific))] suplementado com 2 pM do inibidor da enzima GSK3a (CHIR99021)
(Cayaman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), 0,5 uM do inibidor do receptor de TGF-p1
(A83-01) (StemRD, Burlingame, CA, USA), 1 uM do inibidor do receptor de TGF-p1
(SB431542) (StemRD), 0,8 mM 4cido valpréico (VPA) (APEXBIO, Houston, TX, USA)
e 5 uM inibidor de ROCK (Y27632) (Wako, Osaka, Japdo) por no minimo 10 minutos a
37 °C. Durante essa etapa de revestimento com colageno e adi¢do do meio TS, as células
foram tripsinizadas usando TrypLE (Sigma) por 10 minutos a 37 °C, lavadas com meio
TS, centrifugadas a 380 x g por 1 minuto. Ao completar o tempo de incubacdo do meio
TS naestufa, as células foram adicionadas as garrafas numa proporcéao de 1: 3 e incubadas

na estufa a 37 °C e 5% CO- até atingirem 80% de confluéncia.

4.2. Diferenciacdo de células citotrofoblasto (TSYT) em sinciciotrofoblasto
(TSSYN) e infeccdo com T. gondii

Para a inducdo de células sinciciotrofoblastos (TSSYT) a partir de células TS®T,
foram usados dois protocolos de diferenciacdo como previamente descritos por Okae et
al., 2018, com algumas modificacbes. Brevemente, para a obtencdo da populacdo mista
(TSEYT + TSSYN), foi utilizado meio TS suplementado apenas com 5 pM Y27632, e para
TSSYN (3D), ndés usamos o meio ST (3D) [(DMEM/F12 (Gibco), ITS-X100
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(ThermoFisher Scientific), 0,3% BSA livre de acidos graxos (Sigma), 0,2% FBS
(ThermoFisher Scientific), 0.5% Penicillina-Streptomicina (ThermoFisher Scientific),
0.1 mM 2-mercaptoetanol (ThermoFisher Scientific)), suplementado com 2,5 uM
Y27632 (Wako), 2 uM forskolina (Sigma), 4% EGF (ThermoFisher Scientific), and 50
ng/mL de substituto knockout de soro bovino (KSR) (Gibco)]. Em ambos os casos, 0 meio
foi adicionado em placas de 24 e de 6 pocos por 10 minutos a 37 °C, e as células foram
plaqueadas na proporcéo de 2,5 x 10* em laminulas redonda de 13 mm em placas de 24
pocos ou 1,5 x 10° (placas de 6 pogos). Para a populagdo mista (TSCYT + TSSYN), o meio
foi trocado no dia 3, e as células foram infectadas no dia 4 por 24 horas. Por outro lado,
na cultura de TSSYN (3D) foi adicionado mais meio ST (3D) no dia 3, e no dia 5 0 meio
foi retirado e substituido por um meio novo, sem a adi¢do de forskolina. Para a infecgéo,
as células foram mock infectadas ou infectadas com T. gondii no dia 6 e analisadas no dia

7 (24 horas de infecc¢éo).

4.3. Cultura de parasitos

Toxoplasma gondii, cepa RH (YFP), foram cultivados em monocamadas de
células HFF em meio Eagle Dulbecco Modificado (cDMEM) (ThermoFisher Scientific)
(100 U/ml penicilina/estreptomicina, 100 pg/ml estreptomicina, 2 mM L-glutamina, 10%
FBS, 3,7 g de NaH2CO3/L (ThermoFisher Scientific)) e incubados a 5% de CO e 37 °C.
Para os ensaios de infeccdo, as monocamadas de células infectadas foram retiradas da
garrafa com auxilio de cell scraper e em seguida, as células foram lisadas para a liberacéo
de taquizoitas de T. gondii com ajuda de seringas. Parasitos livres foram centrifugados a
800 x g por 10 minutos. Para infecgdes mock (tratamento com meio sem a presenca de
parasitos), foi adicionado meio novo aos parasitos, 0s quais foram submetidos a uma
filtragem através do filtro 0,22 um (Millipore, Burlington, MA, EUA). Em seguida, o

meio resultante da filtracdo foi utilizado para tratar as condigdes ndo infectadas.

4.4. Imunofluorescéncia

Células TSCYT e TSSYN foram plaqueadas numa proporcdo de 2,5 x 10* em
laminulas redondas de vidro de 13 mm em placas de 24 pogos, foram mock infectadas ou
infectadas com T. gondii cepa RH-YPF. Nos experimentos realizados para verificar a
proliferagdo intracelular do parasito em apenas em 24 horas, a infec¢éo nas células TSSYN
ocorreu no dia 6 e para TSC¥T, no dia 3, numa proporcdo de 5 parasitos/célula. Porém

para experimentos realizados para observar a proliferacdo de T. gondii ao longo do tempo
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(24, 48 e 72 horas), a infecgdo nas células TSSYN foi feita no dia 5 e para células TSCYT,
no dia 3, numa propor¢do de 1,5 parasito/célula. Para que as células TSCYT ¢ TSSYN
fossem infectadas no mesmo dia, foi necessario iniciar o procedimento de diferenciacao
trés dias antes de plaquear as células TSCYT.

Para a reacao de imunofluorescéncia, as células foram fixadas utilizando 4% de
paraformaldeido (PFA) (ThermoFisher Scientific) por 12 minutos, lavadas com PBS 1X
(ThermoFisher Scientific) e entdo, foram permeabilizadas com 0,2% de Triton X-100 por
10 minutos. Apods isso, as células foram incubadas com marcadores de TSSYN, anti-
Sindecano-1 (SDC-1) (1:200) (HPA006185, Sigma), e marcadores de TSCYT, anti-
Integrina alfa-6 (ITGA6) (1:1000) (MA5-16884, ThermoFisher Scientific) por 1 hora em
temperatura ambiente. Em seguida, as laminulas foram lavadas com PBS 1X e incubadas
anticorpo secundario conjugado com Alexa Fluor 594 e 647 (A-21209 e A-32733, Life
Technologies Alexa Fluor H+L, Calrsbad, CA, USA) por 45 minutos em temperatura
ambiente. Por fim, as laminulas foram lavadas com PBS 1X e montadas utilizando meio
de montagem Vectashield contendo DAPI (4’,6-diamidino-2-fenil-indol) (Vector
laboratories, Burlingame, CA, USA). Por fim, os marcadores celulares foram usados para
distinguir TSCYT™ e TSSYNs para calcular a porcentagem de cada uma das células por
laminula a fim de verificar a porcentagem de sucesso de diferenciacdo de citotrofoblasto
em sinciciotrofoblasto. Além disso, foi possivel avaliar a proliferacdo intracelular de T.
gondii a partir da avaliacdo do tamanho dos vacuolos parasitarios por area celular. Para
isso, as laminulas foram divididas em quatro campos e trés fotos de cada campo foram
feitas utilizando o microscépio de epifluorescéncia. As imagens foram analisadas
utilizando o programa Image J (NIH) para avaliar a intensidade de fluorescéncia e o
tamanho da area de cada vacuolo por area celular. Em seguida, foi calculada uma média
total do tamanho dos vacuolos por area celular em cada imagem.

Para o ensaio de invasdo de T. gondii, as células TS"T e TSSYN foram cultivadas
em laminulas redondas de 13 mm em placas de 24 pocos propor¢do de 2,5 x 10%
infectadas com T. gondii (RH-YFP) no dia 3 (TS®Y") e dia 6 (TS®'N) por 2 horas. Em
seguida, os pocos contendo as laminulas foram lavados para a retirada de parasitos nao
aderidos a superficie celular e as células foram fixadas utilizando 4% de PFA por 12
minutos. Parasitos extracelulares dos intracelulares foram distinguidos pela expressao
diferencial de fluorescéncia (CARRUTHERS et al., 2000). Parasitos extracelulares foram
previamente marcados com anti-T. gondii (1:1000) (PA1-7256 ThermoFisher Scientific)

por 1 hora em temperatura ambiente, e em seguida, foi utilizado anticorpo secundario
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conjugado com Alexa Fluor 647. Ap0s essa etapa, as células foram permeabilizadas com
0,2% de Triton X-100 e marcadas com anti-ITGA-6 e anti SDC-1 por adicionais 1 hora,
e em seguida com anticorpo secundario conjugada com Alexa Fluor 594. Por fim as
laminulas foram montadas, como descrito acima. As laminulas foram divididas em quatro
campos e trés imagens foram fotografadas de cada campo. A taxa de invasao foi calculada
pelo nimero de parasitos intracelulares, marcados como YFP*/647°, enquanto que 0s
parasitos totais foram calculados pela soma de parasitos intracelulares, marcados como
YFP*/647 e parasitos extracelulares YFP*/647".

45.RT-gPCR

Células TS®YT e TSSYN foram plaqueadas na proporgéo de 1,5 x 10° e 1 x 10°,
respectivamente, em placas de 6 poc¢os e incubadas em a 37 °C e 5% de CO,. Ambas as
células foram mock infectadas ou infectadas com a mesma quantidade de taquizoitas de
T. gondii numa proporcao de 5 x10° parasitos por pogo durante 24 horas. A infecgdo das
células TSSYN ocorreu no dia 6 e das TS®YT, no dia 3. Apds isso, 0 meio foi coletado e
armazenado no freezer -80 °C. As células foram lavadas com PBS 1X, e em seguida, foi
adicionado tampdo de lise RLT (Qiagen, Hilden, Alemanha) contendo 10% de pB-
mercaptoetanol para a lise celular. Posteriormente, o0 RNA foi extraido usando o kit de
extracdo de acordo com as instrucbes do fabricante (Qiagen), analisado pelo gel de
eletroforese e quantificado utilizando o aparelho de NanoDrop (ThermoFisher Scientific)
para garantir a qualidade do RNA. Em seguida, cDNA foi sintetizado a partir de 1 pug de
RNA usando o kit SuperScript IV First-Strand Synthesis System (ThermoFisher
Scientific). Apos a obtengdo de cDNA, este foi diluido em &gua estéril livre de RNA na
proporcao de 1:10 e por fim, 2 uL de cDNA foi misturado &4 5 uL de tampé&o SYBR Green
(BioRad, Hercules, Ca, EUA) e 0,25 uL (1uM) de ambos os primers forward e reverse.
Genes foram amplificados usando um protocolo padrao (95 °C por 10 minutos e 40 ciclos
de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto). Os dados foram analisados utilizando o
programa “QuantStudio™ Desing &Analysis” (ThermoFisher Scientific) e exportados
para o programa Excel para avaliar os valores ciclos threshold (CT) e a 22T para as
analises de fold change. Os primers GRAL e CCL22 foram utilizados como genes alvos
e GAPDH como gene de referéncia. T. gondii GRA1l forward:
TTAACGTGGAGGAGGTGATTG; GRAL reverse: TCCTCTACTGTTTCGCCTTTGe
CCL22 humano forward: GTGGTGTTGCTAACCTTC; CCL22 reverse:
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GGCTCAGCTTATTGAGAATC GAPDH humano forward:
TGACGGTGCCATGGAATTTG; GAPDH reverse: CACATCGCTCAGACACCATG.

4.6. Sequenciamento de RNA e analises utilizando DESeqg2 e Enriquecimento
de Conjunto de Genes (GSEA)

Células TS®"N e TSCYT foram plaqueadas na proporgédo de 1,5 x 10° e 1 x 10°,
respectivamente e mock infectadas ou infectadas com a mesma quantidade de taquizoitas
de T. gondii, na proporcéo de 5 x 10° parasitos por pogo durante 24 horas. A infec¢do das
células TSSYN ocorreu no dia 6 e das TSCYT, no dia 3. Em seguida, as células foram lavadas
com PBS 1X e adicionados tampao RLT com 10% de f-mercaptoetanol para a extracdo
de RNA. As bibliotecas de sequenciamento de mMRNA e sequenciamento de nova geragéo
(Illumina) foram preparadas nas instalacbes do Nucleo de Sequenciamento de Ciéncias
da Saude no Hospital Infantil de Pittsburgh. As amostras foram sequenciadas através de
NextSeq 550 (Illumina), e strand-specific, 150 bp, single-end RNA foram usados. Por
fim, as leituras das bibliotecas foram mapeadas com o genoma humano e do parasito
utilizando o programa CLC Genomics Workbench v. 11.0.

Apds a obtencdo da leitura dos genes totais, os dados foram analisados utilizando
0 pacote DESeq2 no programa estatistico R (VARET et al., 2016) usando configuracoes
padrdes para identificar a abundéncia de transcritos significativamente diferentes. Esses
dados também foram usados para calcular os valores relativos de log2-fold change entre
os dois tipos celulares e o parametro de infeccdo. Além disso, os dados foram pré-
classificados e avaliados no programa de Analise de Enriquecimento de Conjunto de
Genes (GSEA) (http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp) para identificar conjuntos

de genes que foram enriquecidos negativamente ou positivamente. Para a analise de
enriquecimento do conjunto de genes dos parasitos que infectaram células TSCYT e TSSYN
utilizamos conjuntos de genes previamente criados por Croken e colaboradores (2014) os
quais foram executadas no GSEA.

4.7. ELISA

Para avaliar se TS®YT e TSSYN seriam capazes de produzir e liberar a quimiocina
CCL22 e se a infecgdo por T. gondii estimularia essa producéo, foi realizado o ensaio
imunoenzimatico ELISA utilizando o sobrenadante de células TSCYT e TSSYN mock
infectadas ou infectadas com T. gondii, de acordo com as instrucdes do fabricante. (R&D

Systems, Mineapolis, MN, EUA). Brevemente, a placa foi incubada com anticorpo


http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp
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monoclonal anti-CCL22 overnight a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas
com PBS Tween 0,05% para posterior blogueio dos sitios inespecificos com PBS a 1%
de soro albumina bovina (BSA). Apds 1 hora, os pogos foram novamente lavados, e as
amostras e curvas padrdes foram adicionadas e incubadas por mais 2 horas a temperatura
ambiente. A placa foi submetida a consecutivas lavagens e em seguida o anticorpo de
deteccdo anti-CCL22 foi incubado por mais 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, os pogos foram lavados e adicionado estreptavidina acoplada a
peroxidase por 20 minutos. Por fim, a placa foi lavada com PBS tween e foi acrescido
3,3°,5,5’- tetrametilbenzidina (TMB) para a detec¢éo dos imunocomplexos. Apds a placa
revelar, foi adicionado H2SO4 para parar a reacdo. A leitura da placa foi realizada em uma
leitora de placas a 450 nm. Os dados foram expressos em pg/mL de acordo com a curva
de referéncia (7.8 pg/mL).

4.8. Andlise Estatistica

As analises estatisticas (além das analises descritas previamente nos dados de
RNAseq) foram feitas usando o programa GraphPad Prism 7.0 (La Jolla, CA, EUA).
Diferencas estatisticas entre as condi¢6es foram realizadas através do Teste t ou One-Way

ANOVA seguido do p6s-teste de comparagdes multiplas Bonferroni, quando apropriados.
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5. RESULTADOS

5.1. Células sinciciotrofoblastos (3D) foram eficientemente diferenciadas a
partir de células citotrofoblastos

As células TSCYT foram cultivadas e diferenciadas em TSSYN nas mesmas
condicdes descritas por Okae e colaboradores (2018) e n6s quantificamos o sucesso de
diferenciagdo usando SDC-1, como marcador de TSN e ITGA-6, como marcador de
TSCYT. Nos avaliamos a porcentagem de marcagdo por area celular e encontramos que
TSCYT foram negativas para SDC-1, como esperado (Figura 1A e 1B), enquanto que em
células TSSYN cultivadas em meio TS (3D) ~90% das células apresentaram marcagéo para
SDC-1, e, portanto, os dados mostram uma alta eficiéncia de diferenciagio de TSCY™ em
TSSYNs, Quando o meio TS foi suplementado apenas com Y27632, gerou uma populagio
mista de ~45% de TS®"T e 55% de células TSS"N (FiguralA e 1B). Esses dados validaram
com sucesso a linhagem de células TS obtidas a partir do laboratorio do Professor Okae
como sendo capazes de serem diferenciadas de TSCYT para TSS™N,

Para validar ainda mais o processo de diferenciacdo em nosso laboratoério, usamos
RNA-seq para quantificar os niveis de transcricdo para varios marcadores de SYN
(CGB2, CGB7, CGB5, CGB3, CGB8 e SDC-1) e 0 marcador de CYT (ITGA-6). As
células TSSYN em meio 3D apresentaram maior expressdo génica de SDC-1 e membros
da familia de genes CGB, e niveis mais baixos de ITGA-6 (Figura 1C), enquanto as
células TSCYT apresentaram niveis mais elevados de transcri¢do de ITGA-6 e niveis mais
baixos de SDC-1 e elevados niveis de transcricdo de membros da familia CGB (Figura
1C). Interessantemente, a infecg@o por T. gondii ndo alterou a expressou dos genes CGB,
SDC-1 e ITGA-6. Esses dados mostram que fomos capazes de reproduzir células TSSYN
e que o0 meio 3D é o protocolo mais eficiente para diferenciar as células TS®Y" em células

TSSYN, conforme descrito anteriormente por Okae e colaboradores (2018).

5.2. Células TSSYN sdo mais resistentes a infeccdo por T. gondii do que as
células TSCYT

Apbs avaliar a eficiéncia de diferenciacio das células TSSYN, nosso objetivo foi
verificar se as células trofoblasticas mesenquimais reproduziam a mesma sensibilidade a
infeccdo por T. gondii, quando comparada as celulas trofoblasticas humanas primarias
(PHT), nas quais CYT sdo caracterizadas por serem mais suscetiveis a infeccdo ao
parasito do que as células SYN (ANDER et al., 2018). Para isso, cultivamos TS¢YT, TSSYN

(3D) e TSSYN (populagio mista) separadamente e, em seguida, as células foram infectadas
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com parasito RH-YFP na proporcao de 5:1 por 24 horas. De acordo com 0s nossos dados,
qualitativamente, observamos que as células TSCYT apresentaram mais vactolos
parasitoforos e mais parasitos em cada vactolo do que as células TSSYN, tanto na
populacdo mista, quanto na cultura 3D (Figura 2A), sugerindo que TSSYN é resistente &
infeccdo por T. gondii. N6s também usamos RT-gPCR para o gene GRAL de T. gondii
para avaliar quantitativamente o numero de parasitos presente em ambas as células. A
abundancia de GRA1 de T. gondii nas células TSN foi ~ 0,5 vezes menor se comparado
a TS®YT (P = 0,0011) (Figura 2B), indicando a dramatica diferenca no nimero de
parasitos que estdo associados e replicando dentro de TS®YT em comparagido com TSSYN,

Considerando os nossos resultados na eficiéncia de diferenciacdo e os dados de
parasitismo, para 0s proximos experimentos apenas a cultura de TSSYN 3D foi usada como

modelo de sinciciotrofoblasto.

5.3. T. gondii ndo é capaz de crescer em TSSYNs ao longo do tempo

Primeiro, analisamos a resisténcia de TSSYN derivado de células TS®YT apés a
infeccdo por T. gondii por 24 horas, e 0 proximo passo foi verificar se essas células
poderiam restringir a infeccdo por T. gondii por um tempo maior, de 72 horas. Para isso,
as células TSYT e TSSYN foram infectadas com T. gondii na proporcdo de 1,5
parasito/célula, e a proliferacdo intracelular do parasito foi quantificada usando
imunofluorescéncia apos 24, 48 e 72 horas de infeccdo. Como esperado, verificamos que
T. gondii foi capaz de crescer significativamente ao longo do tempo nas células TS¢YT (P
< 0,0001) (Figura 3A e 3B) e também tivemos um nimero de parasitos significativamente
maior quando comparado com TSSYN em cada tempo de infecgdo (Figura 3B). Por outro
lado, nas células TSSYN, o nimero de parasitos ndo se alterou significativamente ao longo

do tempo.

5.4. Processo de invasao é o primeiro mecanismo de resisténcia de SYN contra
T. gondii

Para verificar o nimero de parasitos capazes de invadir ambas as células, foi
realizado o ensaio de invasdo, seguido de imunofluorescéncia para distinguir parasitos
intracelulares de extracelulares.

Nossos dados mostram que as células TSCYT tiveram maior niimero de parasitos
intracelulares se comparado com as células TSSYN, sendo ~25 vezes maior baseado nas

analises de imagem de fluorescéncia (P = 0,0436) (Figura 4A). Além disso, 0 nimero
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total de parasitos associados a superficie das células TSSYN foi significativamente menor
se comparado as células TSCYT (P < 0,0243) (Figura 4B).

5.5. CYT e SYN derivados de células TS®T ndo produzem CCL22

Para avaliar a resposta das células TSCT em relacdo a producdo de CCL22, foi
mensurado a abundancia dos transcritos dessa quimiocina e a proteina secretada usando
RT-gPCR e ELISA, em células TS®YT e TS®"N mock infectadas ou infectadas. Nossos
dados mostraram que a abundancia dos transcritos de CCL22 aumentaram ~3 vezes em
células TSCT infectadas, quando comparadas com as células TS®YT mock infectadas (P
=0,05) (Figura 5A), e nas células TSSYN houve um aumento de ~0,14 vezes se comparado
as células TSSYN mock infectadas (P = 0,0178) (Figura 5B). No entanto, quando
mensuramos essa quimiocina no sobrenadante de ambas as células, podemos ver que
CCL22 néo foi liberado em niveis detectaveis em todas as condicdes e tipos celulares
(Figura 5C e 5D).

5.6. Células TSSYN e TSCYT infectadas com T. gondii apresentam uma grande
diferenca na expressao génica

Com o objetivo de avaliarmos a diferenca de expressdo génica entre as células
TSCYT e TSSYN apds a infecgdo, foi realizado o sequenciamento do RNA, e os dados
gerados foram analisados incialmente, usando a Analise de Componente Principal (PCA)
para visualizar a integridade dos nossos dados, e para observar as diferencas e
similaridades dos transcriptomas de ambas as células hospedeiras apds a infeccdo ou
mock infec¢do com T. gondii. PC1 englobou 84% da variancia total e o tipo de célula
(TSSYN ou TSCYT) variou ao longo deste eixo (Figuras 6A). A maior parte da variancia
restante (13% de 16%) foi englobada pela infeccdo (Figura 6A). Estes dados confirmam
que TSCYTs e TSSYNS 550 células transcricionalmente distintas. Uma surpresa nesses dados
foi a magnitude do impacto da infecgdo nos transcriptomas de TS¢™ e TSSYN, os quais
foram praticamente similares entre os tipos celulares, apesar da dramatica diferenca na
infectividade do parasito observada na figura 2A e 2B.

Todos os transcritos e aqueles de abundéncias significativamente diferentes
baseados nas analises DESseq2 (Padj < 0,05; |log fold-difference| > 2) estdo mostradas
nos graficos MA (razdo logaritmica versus abundancia média para cada transcrito)
(Figura 6B-6D). Como mostrado na figura 6B e 6C, graficos MA comparando a infecgdo

em ambas as células TSSYN e TSCYT tiveram perfis e formas semelhantes, e nimeros
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similares de genes com abundancia de transcritos significativamente diferentes (170 e
101, respectivamente). Por outro lado, TSS"N e TS®YT mock infectados apresentaram
grande nimero da abundéncia de transcritos que foram significativamente diferentes
(1.047 genes totais; Figura 6D). Estes dados estdo consistentes com as informac6es do
grafico de PCA mostrado na Figura 6A, e indicam que, sob os parametros de infec¢édo
(numero de parasitos e duracdo) usados nesses experimentos, as diferencas entre os tipos
de células no nivel de transcrigdo superaram em muito as causadas pela infeccéo.
Analisando mais detalhnadamente os transcritos que foram alterados em
abundancia, quando comparamos as células TSS"N e TS®YT mock infectadas, TSSYN
mostrou 407 genes regulados positivamente e 405 genes regulados negativamente em
comparagdo com TSYT mock infectado (Figura 7A). Além disso, TSSYN infectado
mostrou 874 genes regulados positivamente e 954 genes regulados negativamente em
relacdo ao TS®YT infectado (Figura 7B), e a sobreposicéo entre TSSYN mock infectado e
TSCYT mock infectado e TSN infectado e TS®YT infectado foi 2.032 genes regulados
positivamente e 2117 regulados negativamente (log fold change >1 ou < -1; P < 0,01)
(Figura 7B). N6s também analisamos a extensdo da sobreposicdo entre os transcritos de
diferentes abundancias ap6s a infeccdo de TSSYNS e TSCYTS, Estes dados mostraram que
nas células TSSYN, 101 genes foram regulados positivamente e 6 genes regulados
negativamente apds a infeccdo (Figura 7B), por outro lado, quando as células TSCYT
foram infectadas, elas tiveram 152 genes regulados positivamente e 98 regulados
negativamente (Figura 7B) e a sobreposicdo de 119 genes regulados positivamente e 4
genes regulados negativamente por ambas as celulas infectadas (Figura 7A) (log fold
change >1 ou < -1; P < 0,01). Esses dados mostram que mesmo com baixa taxa de
infeccdo e proliferacéo de T. gondii em células TSSYN, estas células apresentaram grandes
alteracdes no transcriptoma, levando a uma grande modulacéo de genes (Figura 7A e 7B).
Uma caracteristica unica do SYN é sua capacidade de resistir & infecgdo por T.
gondii (ANDER et al., 2018; ROBBINS et al., 2012) sem exposicao prévia a citocinas
ativadoras como o IFN-y. Dado que as células TSSY™ recapitulam este fendtipo, nosso
objetivo foi identificar genes de resisténcia das células hospedeiras que podem ser
expressos constitutivamente em TSSYNS em comparagdo com TSCY™ e outros tipos de
células suscetiveis, ou induzidos pela infeccdo por T. gondii exclusivamente em TSSYNS,
O gréfico de calor ilustra genes envolvidos em respostas pro-inflamatérias ou autoféagicas
que foram altamente expressos nas células TSSYNem ambas as condicdes, mock infectadas
e infectadas, como PAPPA, CARD17, TICAM2, NOS3, 1SG20, MAKS8 IP2, MAP1LC3B,
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LAMP3, ATG13, CAPSP1P2, CASP4, IL16, EIF2AK2 e IFITM2. Por outro lado,
interessantemente, S100A4 e CCL11 apenas foram induzidos positivamente nas células
TSSYN apos a infeccdo por T. gondii (Figura 7C).

5.7. Vias relacionadas ao metabolismo como glicdlise, fosforilacdo oxidativa
e adipogénese foram moduladas negativamente nas células TSSYN

Apos avaliarmos os dados em relagdo ao nimero de genes modulados em ambas
as células apos a infeccdo, o proximo passo foi avaliar conjuntos de genes que tiveram
scores enriquecidos negativamente e positivamente nas condicOes testadas utilizando o
programa GSEA, através de um banco de dados do genoma humano. Nossos resultados
mostraram 18 conjuntos de genes que foram significantemente modulados em células
TSSYN em relagdo as células TSCYT mock infectadas, e 15 conjuntos de genes na condic&o
de células TSSYN infectadas/TSYT infectadas (FDR-q value < 0,01) (Figura 8A).
Adicionalmente, foram identificados conjuntos de genes muito interessantes que foram
modulados negativamente apenas nas células TSSYN, como ponto de verificagio G2M,
juncéo apical, glicolise e via P53 (Figura 8A). Apos a infeccéo, alguns conjuntos de genes
foram regulados positivamente em células TSSYN, como sinalizagdo de IL-2 STATS,
sinalizacdo MTORCL1 e sinalizacdo PI3K AKT MTOR (Figura 8A). Além do mais, a
condicdo TSSYN infectado/TSSYN mock infectado apresentou 17 conjuntos de genes,
enquanto que TSYT infectado/TSCY™ mock infectado exibiu 19 conjuntos de genes (FDR-
g value <0, 01) (Figura 8B). Vias muito interessantes enriquecidas negativamente, como
reparo de DNA, adipogénese, alvos E2F e juncdo apical foram identificadas apos a
infeccéo de células TSSYN com T. gondii (Figura 8B). As vias MYC alvos v2 apenas foi
ativada apos a infeccdo de células TSCYT (Figura 8B), enquanto que MYC alvos v1 e
fosforilagio oxidativa foram reguladas negativamente nas células TSSYN ap6s a infecgéo

pelo parasito e moduladas positivamente nas células TSC"T (Figura 8B).

5.8. T. gondii apresentou grandes mudancas no transcriptoma genémico
quando associados as células TSCYT e TSSYN

Apds analisar os transcriptomas das células hospedeiras, mapeamos o0 genoma de
T. gondii e procuramos diferencas na expressdo génica em parasitos que infectaram
células TSCYT e TSSYN. Nossos dados mostraram que 0s parasitos associados as células
TSCYT e TSSYN apresentam diferencas na expressdo génica. Isto é amplamente visivel no

grafico de PCA mostrado na Figura 9A, indicando que a expressdo génica de T. gondii
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variou ao longo do eixo definido pelo tipo de célula que eles foram usados para infectar.
O gréfico MA na Figura 9B mostra claramente que a maior parte dos genes
significativamente varidveis eram aqueles que eram de maior abundancia em parasitos
que infectaram TS®Y™ em comparagio com TSSYNs, Isso pode ter ocorrido devido ao
aumento da atividade transcricional e/ou estabilidade dos transcritos do parasito em
TSCY™s em comparagdo com aqueles que infectaram as células TSSY™, possivelmente
devido a alta taxa de replicacio neste tipo celular em comparagdo com TSN,

Para fornecer uma analise mais detalhada das diferencas na abundéancia de
transcritos entre TSCYT™s e TSSYNS executamos o0s conjuntos de genes de vias KEGG
previamente listados (CROKEN et al., 2014) no programa GSEA. Nossos dados
revelaram que todas as vias relacionadas ao metabolismo foram enriquecidas
positivamente em TS®Y™ em comparacdo com TSSY™, Vias relacionadas a replicacio do
parasito, estdo entre estes conjuntos de genes, como ribossomo, proteassoma, replicacao
de DNA, biossintese de acidos graxos e glicolise/gliconeogénese (FDR-q value < 0,05)
(Figura 9C). Dentre essas vias metabolicas, um cluster de genes envolvidos na biossintese
de &cidos graxos mostrou resultados muito interessantes, pois houve uma baixa
abundancia desses transcritos em parasitos que haviam infectado e/ou estavam associados
as células TSSYN como é mostrado no mapa de calor (FDR-q value < 0,05) (Figura 9D).
Destacamos 0s genes que codificam as seguintes enzimas, a proteina contendo dominio
de acil transferase (AT) (TGME49_225990), proteina transportadora beta-hidroxiacil-
acil  desidratase  (Fabz) (TGME49 321570), enol-acil redutase (ENR)
(TGME49_251930)  3-cetoacil-  (acil-carreador-proteina)  redutase  (FabG)
(TGME49_217740), 3-oxoacil-acil-carreadora proteina sintase I/Il, putativa(FAbF)
(TGME49 293590), acetil-CoA carboxilase ACC1 (TGME49 221320) e proteina
transportadora beta-cetoacil-acil sintase 1, putativa (FabH) (TGME49 231890) que
sdo genes que pertencem a via da sintese de novo (FAS Il) que ocorre no apicoplasto do
parasito.
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6. DISCUSSAO

As células sinciciotrofoblasticas sdo conhecidas por serem bastante resistentes a
infeccdo por T. gondii, mas os mecanismos envolvidos na restricdo do crescimento do
parasito nessas células, ainda nédo estdo claros (ARORA et al., 2017). Para elucida-los,
inicialmente, propusemos investigar se as células TS®T poderiam recapitular a
sensibilidade das células PHT apds a infecgdo por T. gondii, uma vez que o citotrofoblasto
derivado da cultura priméaria € mais susceptivel e o sinciciotrofoblasto mostrou ser muito
resistente a infeccio por T. gondii. Para isso, nos cultivamos as células TSCT e as
diferenciamos em TSSYN (3D). Com os nossos resultados, podemos concluir que fomos
capazes de reproduzir TSCYT e TSSYN conforme descrito anteriormente por Okae e
colaboradores (2018), uma vez que nossos resultados demonstraram que TSCYT foi
positivo para ITGA-6 e negativo para SDC-1 e CGB, enquanto TSSYN foi positivo para
SDC-1 e CGB e negativo para ITGA-6. De acordo com estudos prévios, sugere-se que a
expressdo dos genes CGB e SDC-1 sé&o excelentes indicadores de sincializagéo, pois as
células sinciciotrofoblasticas séo altas produtoras do horménio gonadotrofina coridnica
(AZAR et al., 2018), e expressam SDC-1 na superficie apical das mesmas (JOKIMA et
al., 1998).

Posteriormente, nds avaliamos se as células TSCT responderiam a infeccio por T.
gondii, assim como as células PHT. Nossos dados mostraram que as células TSSYN 3D
foram capazes de restringir o crescimento do parasito apos 24h de infec¢do, enquanto que
as células TSCYT foram mais suscetiveis. Estes dados corroboram com estudos prévios
que demonstraram que as células SYN foram muito resistentes a infecgdo por T. gondii,
ja que o parasito ndo se replicou em células SYN derivadas das células PHTs de placenta
a termo (ABBASI et al., 2003; ANDER et al., 2018). Em contrapartida, os parasitos
conseguiram se replicar rapidamente nas células CYT, e o mesmo fenémeno foi
observado em vilos placentérios oriundos de placentas de segundo trimestre de gestacdo
(ABBASI et al., 2003; ANDER et al., 2018). Além disso, outro estudo utilizando vilos de
primeiro trimestre mostrou que SYN atua como uma forte barreira contra T. gondii, uma
vez que essas células foram muito resistentes a infeccdo (ROBBINS et al., 2012).

Pela primeira vez, pudemos avaliar a taxa de replicagéo do parasito durante 48h e
72h poés-infeccdo em um modelo celular de SYN altamente semelhante as células PHT.
Nossos resultados mostraram que T. gondii ndo foi capaz de crescer em TSSYN, mesmo
com um tempo maior de infeccdo, confirmando que essas células possuem mecanismos

para restringir a replicacdo do parasito. Por outro lado, as células TS®YT foram muito
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susceptiveis a infeccdo, uma vez que o parasito se replicou intensamente e de forma
dependente ao longo do tempo. Dessa forma, o uso de TSCT torna essas células uma
grande vantagem no estudo da transmissdo congénita se comparadas as células PHT.

Além das células PHT, algumas linhagens celulares, como BeWo, JEG-3 e JAR
sdo comumente usadas como modelos experimentais de trofoblasto para o estudo da
transmissao vertical de muitos patégenos, incluindo T. gondii (CASTRO et al., 2013,
BARBOSA et al., 2015; MCCONKEY et al., 2016; ANDER et al., 2018). Estas células
expressam marcadores para trofoblasto, como citogueratina-7 (KRT7) (MALDONADO-
ESTRADA et al., 2004), mas elas ndo se tornam SYN espontaneamente, por isso é
necessario o uso de reagentes que aumentem de CAMP, o qual é responsavel por mediar
a fusdo de CYT e formar células multinucleadas semelhantes a SYN (WICE et al., 1990).
Mesmo quando as células foram sincicializadas, formando células semelhantes a SYN,
muitos estudos tém mostrado que elas ndo apresentaram a mesma sensibilidade a infeccéo
por T. gondii se comparado as células PHT (DELORME-AXFORD et al., 2013;
MCCONKEY et al., 2016; ANDER et al., 2018). Por outro lado, um estudo demonstrou
que quando JEG-3 foi cultivada em um sistema tridimensional em biorreator e co-
cultivada com células endoteliais humanas, elas se fundiram espontaneamente para
formar SYN, e exibiram um fendtipo de resisténcia a infec¢do por T. gondii similar ao
que ocorre com as células PHT (MCCONCKEY etal., 2016). Embora PHT seja um 6timo
modelo de trofoblasto, elas apresentam muitos fatores limitantes, como vida curta em
cultura, o que dificulta a realizacdo de longos experimentos para avaliar o curso da
infeccdo em células SYN e CYT, além do mais, estas células ndo podem ser
geneticamente modificadas (ANDER; DIAMOND; COYNE, 2019). Assim, dada a
similaridade nos transcriptomas e metilomas (~ 99% de similaridade) entre as células
TSCT e as células PHT (OKAE et al., 2018), em conjunto com os resultados encontrados
no nosso estudo, em que mostramos que é possivel de se realizar experimentos que exijam
um maior tempo em cultura e que TSSYN é resistente & infecgdo por T. gondii de maneira
similar as células PHT, podemos sugerir que TS®T representa uma 6tima alternativa como
modelo celular para entender 0s mecanismos envolvidos na susceptibilidade e resisténcia
de células trofobléasticas a infec¢do por T. gondii.

Muitos estudos mostraram que as células SYN, além de restringirem o
crescimento de diversos microrganismos, também foram descritas como resistentes a
invasdo por muitos patdgenos, incluindo T. gondii. Alguns estudos mostraram que SYNs

ndo possuem juncgoes intercelulares, o que dificultaria a invasdo, pois muitos patdgenos
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usam essas moléculas para invadir as células (OCKLEFORD et al., 1981; ROBBINS;
BAKARDIJIEV, 2012). Também foi descrito que estas células apresentam uma rede de
citoesqueleto e microvilosidades ramificadas que podem inibir a entrada dos patégenos
(CANTLE et al., 1987). Entdo, nos investigamos se TSSYN 3D derivado de TS¢" seriam
mais resistentes aos processos de invasdo do parasito em relacdo as células TSCY.
Observamos que as células TSN apresentaram um menor nimero de parasitos aderidos
a superficie celular e também uma menor taxa de parasitos que invadiram essas células.
Por outro lado, as células TSCYT apresentaram mais parasitos aderidos a superficie celular
e consequentemente, mais parasitos invadiram essas células. Com esses resultados,
podemos comprovar que o TSSYN restringe fortemente a invasdo de T. gondii, sugerindo
a ideia de que o primeiro mecanismo de resisténcia das células SYN contra patdégenos é
evitar a invasdo de parasitos (ROBBINS; BAKARDJIEV, 2012). Embora 0s mecanismos
envolvidos na resisténcia a adesdo e invasdo nas células TSSYN ndo estejam bem
elucidados, acreditamos que TSSYN possa ter microvilosidades ramificadas, uma vez que
estdo em conformag&o 3D, mas analises de microscopia eletronica de transmissdo (MET)
devem ser realizadas para comprovar isso. Além disso, os dados de RNA-seq mostraram
que TSEYT possuem mais transcritos de HSPG2 e ICAM-1 do que TSSYN 3D (dados ndo
mostrados). Ambas as moléculas estdo envolvidas na adeséo e invasdo de T. gondii as
células hospedeiras alvo, uma vez que proteinas especificas, como SAG-3 e MIC-2, do
parasito podem se ligar a HSPG e ICAM-1, respectivamente (JACQUET et al., 2001;
BARRAGAN; BROSSIER; SIBLEY, 2005).

Apos avaliar a susceptibilidade das células TSCYT e TSSYN, nosso objetivo foi
avaliar a producdo de CCL22 apds a infeccdo por T. gondii em ambas as células. Um
estudo mostrou que as células PHT respondem a infeccdo por T. gondii aumentando o
namero de transcritos de CCL22 em torno ~ 400 vezes mais se comparado com as células
mock infectadas quando houve a infec¢cdo com parasitos vivos, sugerindo que a invasdo é
requerida para a producdo de CCL22 (ANDER et al., 2018). Embora a producgdo da
guimiocina pelas células PHT tenha sido expressiva, ndo foi possivel distinguir qual
célula estava envolvida nessa producéo, ou seja, ndo foi possivel avaliar se CYT ou SYN
ou as duas populacGes foram responsaveis pelos altos niveis de CCL22 ap6s a infeccdo
por T. gondii. Dessa maneira, nds dosamos os niveis de CCL22 nas células TS®T e nossos
dados mostraram que TS®YT e TSSYN tiveram um pequeno aumento nos niveis de
expressdo génica apos a infeccdo, mas quando analisamos a liberagdo da quimiocina no

sobrenadante, os niveis de CCL22 ndo foram detectados em ambas as células, tanto



100

infectadas quanto mock infectadas. Com esses resultados, podemos sugerir que células
TS derivadas da placenta do primeiro trimestre ndo sdo capazes de liberar CCL22 em
resposta a infec¢do por T. gondii quando comparadas com o fenotipo das células PHT, e
fornece evidéncias adicionais de que a indu¢do de CCL22 ndo € relevante para restringir
a invasdo e crescimento do parasito em células SYN que se desenvolvem apds a cultura
de PHTs ou TSSYNs, Por outro lado, alguns genes como PAPPA, TICAM2, CARD17, 1L16,
MAP1LC3B, ATG3 e NOS3 que estdo envolvidos na resposta pro-inflamatéria ou
autofagica, foram encontrados com alta expressio em TSSYNS se comparado com TSCY™,
em ambas as condicdes, ndo infetados e infectados, e os transcritos SI00A7A e CCL11
foram apenas induzidos quando as células TSSYN foram infectadas. Esses dados sugerem
uma variedade de genes que devem ser investigados para entender se estes podem estar
relacionados a resisténcia de TSSYNs contra T. gondii.

TSCYT e TSSYN sdo populages de trofoblastos completamente diferentes e
também respondem a infec¢do por T. gondii de maneira diferente. Uma grande vantagem
de se trabalhar com as células TSCT é a possibilidade de desenvolver estudos usando as
células TSCYT e TSSYN separadamente para entender os mecanismos que sdo ativados ou
regulados negativamente em cada uma das células apds a infecgdo com o parasito, usando
por exemplo a técnica de RNA-seq, que nos proporciona uma oportunidade Unica de
comparar os perfis transcricionais entre células TSYTe TSSYN. Nossos dados mostraram
uma grande diferenca na expressdo génica entre as duas células. Interessantemente,
embora tenha sido visto uma baixa taxa de invasao e proliferacdo de T. gondii nas células
TSSYN, podemos notar que a presenca do parasito foi capaz de modular essas células
devido ao alto nimero de genes que foram regulados diferentemente em abundancia. A
comparaGao entre os transcriptomas de TSCYT e TSSYN infectados ou mock infectados nos
proporcionou avaliar de maneira geral as vias positivamente e negativamente em ambas
as células infectadas ou ndo. De maneira geral, T. gondii tem um grande impacto na
maquinaria das células hospedeiras para a sua sobrevivéncia (VILLARES;
BERTHELET; WEITZMAN, 2020), favorecendo tanto a evasdo do sistema imune,
guanto a sobrevivéncia das células hospedeiras e persisténcia dos parasitos nas mesmas
(BOUGDOUR et al., 2013; BRAUN et al., 2019). Nos nossos dados, as vias relacionadas
com ciclo celular e metabolismo foram predominantemente alteradas em ambas as
células, infectadas ou mock infectadas. Em relagéo a progresséo do ciclo celular, as vias
alvo E2F, ponto de verificagdo G2M e MYC alvos v1 apresentaram escores de

enriquecimento negativos nas células TSSYN se comparado com as células TSYT mock
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infectadas, corroborando com o perfil das células TSSYN, conhecido por serem células
diferenciadas terminais ndo proliferativas (KLIMAN et al., 1986; GERBAUD; PIDOUX,
2015). Interessantemente, quando estas células foram infectadas com T. gondii, este perfil
n&o foi alterado nas células TSSYN, sugerindo que o parasito ndo foi capaz de subverter a
maquinaria das células TSSYN para sobreviver. Ja quando avaliamos as células TSCYT
infectadas, a infeccdo levou a regulacéo positiva nas vias MYC alvos v1 e v2 nas células
TSCYT, Um estudo mostrou que T. gondii pode regular positivamente a transcrigdo de c-
Myc possivelmente como uma estratégia para prevenir apoptose das células hospedeiras,
prolongando a sobrevivéncia das mesmas para garantir o seu nicho intracelular
(FRANCO; SHASTRI; BOOTHROYD, 2014). Assim, podemos sugerir que uma das
maneiras que T. gondii usa para conseguir proliferar nas células TSYT seria a ativagéo
das vias MYC, favorecendo 0s nutrientes necessarios para a sua sobrevivéncia. Em
contrapartida, nas células TSSYN as vias MYC permanecem reguladas negativamente
mesmo na presenca do parasito, e esse fenotipo poderia ser um mecanismo de resisténcia
a replicagdo do parasito, pois ndo beneficia a sobrevivéncia de T. gondii nas células
hospedeiras.

Algumas vias relacionadas ao metabolismo como glicélise, fosforilacdo oxidativa
e adipogénese, também foram moduladas negativamente nas células TSSYN mesmo apds
a infecgdo por T. gondii. De acordo com a literatura, as células SYN e CYT tém sido
descritas como populacéo de trofoblastos que apresentam vias metabdlicas complemente
diferente umas das outras. Embora SYN desempenhe um papel importante durante a
gestacdo, exigindo uma grande quantidade de energia, estudos realizados em células PHT
revelaram que a taxa metabdlica nas células SYN é muito mais baixa se comparado as
células CYT, indicando niveis mais baixos das vias da glicolise e respiracdo mitocondrial
(BAX; BLOXAM, 1997; KOLAHI; VALENT; THORNBURG, 2017). Estudos também
mostraram que durante o processo de diferenciacdo de células PHT de CYT para SYN
houve uma diminuicdo significativa do teor de acidos graxos na fracdo lipidica total,
mostrando que nas células sincicializadas hd uma diminuicdo na captacdo de acidos
graxos e/ou sintese de novo se comparados as células CYT (FERCHAUD-ROUCHER et
al., 2017). Similar a esta ideia, outro trabalho usando um florescente analogo de acidos
graxos de cadeia longa, BODIPY-C12, aponta que CYT é capaz de esterificar rapidamente
e sintetizar acidos graxos se comparado ao SYN, aléem de demonstrar que durante o
processo de sincicialiaza¢do ocorre uma diminuicdo da quantidade de corpos lipidicos

nessas células (KOLAHI et al., 2016). Sabemos que T. gondii além de alterar o ciclo
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celular da célula hospedeira, pode regular o metabolismo das células infectadas para
aumentar a aquisicdo de nutrientes, incluindo lipideos, glicose e outras moléculas para
gerar energia, que irdo afetar diretamente a sua replicacdo e sobrevivéncia (BLUME;
SEEBER, 2018). Em especifico, estudos mostraram que T. gondii ndo consegue produzir
determinados tipos de lipideos essenciais para sua manutencdo, e por isso, 0 parasito
desenvolveu estratégias para explorar tais recursos das células hospedeiras (PERNAS et
al., 2017; NOLAN; ROMANO; COPPENS, 2017; BLUME; SEEBER, 2018). Células
infectadas s@o reportadas por terem um aumento do numero de corpos lipidicos e 0s
parasitos por sua vez, podem mobilizar os lipideos presentes nessas organelas para o
vacuolo parasitoforo e sua diminuicdo pode prejudicar a sobrevivéncia do parasito nas
células hospedeira (NOLAN; ROMANO; COPPENS, 2017). Assim, de acordo com
nossos dados, podemos sugerir que a diminuicdo das vias de acidos graxos, glicolise e da
fosforilagdo oxidativa nas células TSSYN podem gerar um ambiente de estresse para o
parasito, pois h4 uma diminuicdo de recursos que sdo essenciais a sua sobrevivéncia,
impedindo o seu crescimento.

Similarmente aos resultados do transcriptoma das células hospedeiras, o
transcriptoma de T. gondii também evidenciou escores negativos em diversas vias
metabdlicas extremamente importantes para a replicacdo e crescimento em parasitos
oriundos de células TSSYN, e positivos, de células TSCYT. Corroborando com os dados de
parasitismo na figura 1D-E, a via de replicacdo do DNA apresenta um escore negativo
em parasitos que infectaram as células TSSYN, evidenciando que ha uma diminuigio na
transcricdo génica relacionados ao crescimento do parasito nas células TSS"N e aumento
dessas vias em parasitos provenientes de células TSCYT. Interessantemente, quando
avaliamos um cluster de genes da sintese de acidos graxos, observamos que 0s genes
ENR, FabZ, FabG, FabF, ACC1 e FabH tiveram uma diminuicdo na abundancia dos
transcritos. Esses genes em especifico, sdo descritos por serem responsaveis pela
biosintese de novo de acidos graxos (FAS Il) que ocorre majoritariamente no apicoplasto
do parasito (WALLER et al., 1998; JELENKA et al., 2001; RAMAKRISHNAN et al.,
2012), e muitos estudos tem reportado a importancia dessas enzimas como essenciais para
a sobrevivéncia nas células hospedeiras, uma vez que a inibi¢do destas enzimas usando
compostos quimicos ou modificacBes geneticas prejudicou o crescimento intracelular de
T. gondii (JELENKA et al., 2002; MAZUMDAR et al., 2006; RAMAKRISHNAN et al.,
2012). Mazumbar e colaboradores (2006) demonstraram que a deplecdo de ACP, uma

proteina essencial para as enzimas da via de FAS Il afeta diretamente o crescimento de
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T. gondii em cultura celular e a continua supressao dessa proteina levou a morte do
parasito. Diante desses resultados, podemos sugerir que os parasitos que infectaram ou
estavam associados as células TSSYN tiveram uma privagdo de lipideos pelos dois
principais mecanismos usados por esses parasitos para a obtencéo de acidos graxos, seja
pelo metabolismo das células TSSYN, que tiveram uma regulacdo negativa da via da
adipogénese, restringindo os recursos lipidicos que s&o absorvidos pelos parasitos, e pela
diminuicdo da producdo dos préprios lipideos pela via de FAS 11, ja que as enzimas
responsaveis por essa via sofreram uma regulacéo negativa.

Por fim, diante de todos os resultados encontrados, sugerimos que células TSCT
conferem um promissor modelo para o estudo dos mecanismos envolvidos na resisténcia
das células SYN contra T. gondii. E em conjunto, nossos dados mostraram que o TSN,
uma célula ndo proliferativa, com baixo metabolismo e baixa producdo de nutrientes
essenciais utilizados por T. gondii pode conferir ao parasita um ambiente estressante que
ndo permite o seu crescimento intracelular. Ainda, podemos observar que embora o
parasito seja capaz de modular a maquinaria da célula hospedeira para aumentar o
metabolismo da mesma ao seu favor, isso ndo é observado em células TSSYN, Mas vale
ressaltar que acreditamos que diversos outros mecanismos estejam envolvidos na
restricdo do crescimento de T. gondii pelas células TSSYN e mais estudos s&o necessarios
para avaliar as diferencas entre producdo de citocinas e fatores de transcricdo entre essas

células TSCYT e TSSYN infectadas com T. gondii.
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7. CONCLUSOES

A mensuracdo dos marcadores de CYT (ITGA-6) e SYN (CBG e SDC-1)
mostraram que as células TSSYN foram diferenciadas com sucesso a partir de
TSCYT.

TSSYNfoi capaz de recapitular a sensibilidade de SYN derivadas de células PHT,
apresentando grande resisténcia a infeccdo por T. gondii, enquanto que células
TSCYT mostraram maior susceptibilidade & infecgéo.

T. gondii ndo foi capaz de crescer em células TSSYNao longo do tempo (48 e 72h),
indicando que essas células possuem mecanismos que restringem o crescimento
do parasito.

Células TSSYN apresentaram um menor nimero de parasitos intracelulares e
menor numero de parasitos totais associados a superficie celular, indicando que o
processo de invasdo pode ser o primeiro mecanismo de resisténcia das celulas
SYN contra T. gondii.

Células TS®YT e TSSYN ndo foram capazes de produzir CCL22 ap6s a infeccéo
pelo parasito.

Células TS®YT e TSSYN mostram uma grande diferenca na expressdo génica apds
a infeccdo por T. gondii.

TSSYN apresentaram grandes alteragdes no transcriptoma, levando a uma grande
modulacdo de genes, tanto positivamente quanto negativamente.

As vias relacionadas ao metabolismo como glicdlise, adipogénese e fosforilacdo
oxidativa e ciclo celular, como ponto de verificacdo G2M, MYC V1 foram
reguladas negativamente nas células TSSYN, quando comparadas as células TSCYT.
Parasitos associados ou que infectaram células TS®Y" mostraram grande diferenca
na expressdo génica se comparado com parasitos que infectaram células TSSYN,
Vias relacionadas ao metabolismo celular foram reguladas negativamente em
parasitos que estavam associados ou que infectaram células TSSYN,

Genes que codificam enzimas essenciais da via FASII pertencentes ao cluster da
via da biossintese de acidos graxos foram regulados negativamente nos parasitos
oriundos de células TSN, indicando uma deficiéncia na producdo de lipideos

importantes para a sobrevivéncia nas células hospedeiras.
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Figura 1: Sucesso de diferenciacdo de TSCYT em células TSSYN (3D). Células TSC"T,
TSSYN (3D) e populagdo mista (TSSYN e TSCYT) foram cultivadas em laminas de vidro
redondas em placa de 24 pocos em uma proporcdo de 2,5 x 10* e infectadas com 5
parasitos/célula por 24 horas para realizar analises por imunofluorescéncia. Para o
experimento de RNA-seq, as células TSCYT e TSSYN(3D) foram plaqueadas em placas de
6 pocos na proporgdo de 1,5 x 10°e 1 x 10°, respectivamente. As células foram mock
infectadas (M) ou infectadas (1) com T. gondii na proporcao de 5 x 10° parasitos/pogo por
24 horas. A imunofluorescéncia foi realizada para marcar as células com anticorpos
especificos anti-SDC-1 para TSSYN (rosa), anti-ITGA-6 para TSCYT (vermelho), e DAPI
(azul). (A) A quantificacdo de SDC-1 nas células foi calculada pela porcentagem (%) da
expressdo de fluorescéncia de SDC-1 em relacdo a area celular. As diferencas entre as
células foram analisadas pelo teste One-Way ANOVA com teste post-hoc de
comparacdes maltiplas de Bonferroni. "P < 0,05 diferencas entre TSCYT e TSSYN 3D, e
também entre TSYT e polugdo mista; *P < 0,05 diferenca significativa entre populacéo
mista e TSN 3D. (B) Imagens representativas ilustram microscopia de
imunofluorescéncia de TSCYT, TSSYN 3D e populagdo mista TSSYNe TSCYT, (C) O mapa
de calor demonstra a expressio génica dos marcadores de TS®YT (ITGA-6) e TSSYN
(CGB2, 7,5, 3, 8 e SDC-1) em células mock infectadas e infectadas (Padj 0,01; log fold
change > 2 ou < -2). Para 0s experimentos de imunofluorescéncia, foram realizados trés
experimentos em triplicata, e para o experimento e RNA-seq, foi realizado um

experimento em triplicata.
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Figura 2
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Figura 2: Ensaio de proliferacdo intracelular de T. gondii para avaliar susceptibilidade e
resisténcia das células citotrofoblastos e sincitiotrofoblastos. Células TSCYT, TSSYN (3D)
e populacdo mista (TSSYN e TSCYT), foram cultivadas em laminas de vidro redondas em
placa de 24 pogos em uma proporcéo de 2,5 x 10* e infectadas com 5 parasitos/célula por
24 horas para realizar analises de imunofluorescéncia. Para o experimento de RT-qPCR,
as células TSCYT e TSSYN (3D) foram plaqueadas em placas de 6 pogos na proporcio de
1,0 x 10°e 1,5 x 10°, respectivamente. As células foram mock infectadas ou infectadas
com T. gondii na propor¢do de 5 x 10° parasitos/pogo por 24 horas. (A) O ensaio de
imunofluorescéncia ilustra a diferenca na proliferacdo de T. gondii (RH-YFP) (verde) na
cultura isolada de células TSCYT, TSSYN 3D e na populagio mista de TS¢YT e TSSYN, Setas
verdes indicam parasitas intracelulares. (B) O indice de proliferacdo de T. gondii foi
mensurado pelo ensaio de qPCR usando o gene GRAL e normalizado com GAPDH como
gene de referéncia, através do método 224€T (TSCYT vs TSSYN). As diferencas entre TSCYT
e TSSYN foram analisadas pelo teste t, P = 0,0011. As fotos foram obtidas usando o
microscopio de epifluorescéncia. Escala: 100 pm. Para 0s experimentos de
imunofluorescéncia, foram realizados trés experimentos em triplicata. Para o experimento

de RT-qPCR, foram realizados dois experimentos em triplicata.
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Figura 3
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Figura 3: T. gondii ndo foi capaz de crescer em células TSSYN ao longo do tempo. Células
TSCYT e TSSYN (3D) foram cultivadas em laminulas redondas em placa de 24 pogos e
infectadas nos dias 3 e 5, respectivamente, com T. gondii com 1,5 parasito/célula por 24,
48 e 72 horas. As celulas foram fixadas com PFA 4% e o ensaio de imunofluorescéncia
foi realizado. (A) Imagens de imunofluorescéncia ilustram a evolugéo da infeccéo durante
24, 48 e 72h. TSCYT (ITGA-6) é mostrado em vermelho, TSSYN (SDC-1) em rosa, T.
gondii RH-YFP em verde e DAPI em azul. (B) A quantificacdo da proliferacéo de T.
gondii em TSYT e TSSYN foi calculada pela média do tamanho do vactiolo em cada célula
dividido pela area celular em cada tempo estabelecido. As laminulas foram divididas em
quatro campos, e trés fotos de campo foram obtidas através do microscopio de
epifluorescéncia (escala: 100 pum.). As imagens foram analisadas usando o software
Image J. As diferencas entre TSCYT e TSSYN e entre os diferentes tempos de infeccéo
foram analisadas por One-Way ANOVA com teste post-hoc de comparagdes maltiplas
de Bonferroni. “P < 0,0001 diferenca significativa entre TSCYT e TSSYN; #P < 0,0001
diferenca significativa da média do tamanho do vacutolo entre os diferentes tempos de

infeccio em TSCYT. Foram realizados 3 experimentos em triplicata.
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Figura 4
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Figura 4: Invasdo de T. gondii em células TSSYNe TSCYT. Células TS e TSSYN foram
cultivadas em laminas redondas de vidro em placas de 24 pocos e infectadas com T.
gondii RH-YFP nos dias 3 e 6, respectivamente, na proporcao de 5 parasitos/célula por 2
horas. As células foram fixadas com 4% de PFA e a imunofluorescéncia foi utilizada para
distinguir os parasitas intracelulares dos extracelulares. (A) A quantificacdo da invasédo
de T. gondii em TS®YT e TSN foi calculada pelo niimero de parasitas intracelulares por
area celular (YFP*/647°). As diferencas entre TSCYTe TSSYN foram calculadas pelo teste
t, "P = 0,04. (B) O total de parasitos associados a TS¢Te TSSYN foi calculado pela soma
de parasitos intracelulares (YFP*/647°) e parasitas extracelulares (YFP*/647) por area
celular. As diferencas entre TSCYT e TSSYN foram calculadas pelo teste t, “P = 0,02. (C e
D) Imagens representativas de imunofluorescéncia do ensaio de invasdo em TS®'T e
TSSYN mostram TS®YT em vermelho (ITGA-6), TSSYN em vermelho (SDC-1), T. gondii
em verde (YPF*/647"; parasitas intracelulares), em verde e rosa (YFP*/647 e YFP*/647";
parasitas intracelulares e extracelulares), azul (DAPI). Para as andlises, as laminulas
foram divididas em quatro campos e trés fotos de campo foram obtidas com o auxilio do
microscopio de epifluorescéncia. Escala: 100 um. Foram realizados trés experimentos em

triplicata.
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Figura 5. Avaliagdo de transcritos e producdo de CCL22 por TS¢Y™ e TSSYNs, Células
TSCYT e TSSYN foram cultivadas em placa de 6 pogos, mock infectadas (Mock) ou
infectadas (Inf) com T. gondii no dia 3 e 6, respectivamente, na propor¢do de 5 x 10°
parasitos por poco, por 24 horas. As células e o sobrenadante foram coletados para
posterior mensuracdo de CCL22 por RT-gPCR e ELISA. A expressdo génica de CCL22
foi medida por RT-gPCR e normalizada com GAPDH como gene de referéncia em (A)
TSCYTe em (B) TSSYN, usando o método 2-AACT (mock infectadas vs células infectadas).
Os niveis de CCL22 liberado no sobrenadante foram dosados por ELISA em (C) células
TSCYT e (D) TSSYN mock infectadas ou infectadas com T. gondii. Os dados foram
expressos em pg/mL, e o limite de deteccdo foi representado pela linha pontilhada (7,8
pg/mL). As diferencas entre células TS®YT mock infectadas com TSCYT infectadas foram
calculadas pelo teste t, "P = 0,0461; e entre TSSYN mock infectado e TSSYN infectado, “P
= 0,0178. Para o experimento de RT-gPCR, foram realizados dois experimentos em

triplicata. Para o ELISA, foram realizados dois experimentos em nonoplicata.
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Figura 6. Analise de expressdo génica em células TSYT e TSSYN. As células TS®YT e
TSSYN foram cultivadas em placa de 6 pocos na proporgdo de 1,0 x10° e 1,5 x 10°,
respectivamente. Foram mock infectadas (mock) ou infectadas (inf) com T. gondii no dia
3 e 6, respectivamente, com 5 x10° parasitos/poco por 24 horas. As células foram
coletadas e processadas para sequenciamento de RNA. (A) componentes principais PC1
e PC2 de células TSCYT infectadas (losango laranja) ou mock infectadas (tridngulo laranja)
e células TSSYN infectadas (losango azul) ou mock infectadas (tridngulo azul). Diferencas
entre TSCYT infectado e TSSYN infectado, TSYT mock, e TSS'N mock foram analisadas
por PC1. Diferencas entre TSSYT infectado e TSCYT mock, e TSN infectado TSSYN mock
foram analisadas por PC2. MA-plots mostram a expressao diferencial de genes em TSCYT
e TSSYN mock infectado e infectado com T. gondii. Pontos vermelhos representam genes
de abundancia diferentemente expressos e 0s pontos cinzas representam genes que sdo
comuns em (B) TSS"Ninfectado em comparagdo com TSSYN mock infectado; (C) TSCYT
infectado em relagdo a TS®YT mock infectado; (D) TSSYN mock infectado em comparagéo

com TS®YT mock infectado. Um experimento em triplicata foi realizado.
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Figura 7: Abundancia de transcritos em células TSSYN e TSSYT mock infectadas ou
infectadas. Diagramas de Venn mostram o nimero de genes regulados para positivamente
e negativamente (Padj < 0,01; log fold change >1 ou < -1) (A) TS®"N mock/ TS®YT mock
(vermelho) e TSSYN infectado/ TSYT infectado (azul); (B) TSSYN infectado/TSSYN mock
(rosa) e TSCYT infectado/TSCYT mock (amarelo); (C) Mapa de calor mostra genes que
foram modulados em células TS®YNe TSYT mock infectadas (M) e em células infectadas
com T. gondii (I). (Padj < 0,01; log fold change > 1 ou < -1). Um experimento em

triplicata foi realizado.
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Figura 8: Analise de enriquecimento de conjunto de genes (GSEA). Os graficos mostram
conjuntos de gene que foram enriquecidos negativamente ou positivamente utilizando o
programa GSEA a partir de dados normalizados (rlog). Os conjuntos de genes modulados
positivamente sdo mostrados nas barras a direita, e quando negativos, sdo identificados
nas barras a esquerda. Os graficos mostram cluster de genes modulados entre (A) TSSYN
mock/ TSYT mock, e entre células TSSYN infectadas/ TSCYT infectadas; (B) células TSCYT
infectadas/TS®YT mock infectadas, e entre TSSYN mock/TS®YT mock infectadas (FDR-q

value < 0,01). Foi realizado um experimento em triplicata.
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Figura 9. Analise da expressdo génica de parasitos associados ou que infectaram células
TSCYT e TSSYN, Os genes de parasitas que infectaram células TSCYT e TSSYN foram
mapeados com o genoma de T. gondii e analisados quanto a abundancia de transcritos.
(A) os componentes principais PC1 e PC2 mostram a diferenca na expressdo génica de T.
gondii quando associados as células TSCYT (circulo laranja) e TSSYN (circulo azul). (B)
MA-plots de expressdo de genes em parasitos associados as células TS¢YT e TSSYN, Os
pontos vermelhos representam genes de diferentes abundancias expressos em parasitos
que infectaram células TS®YT em comparaco com os que estavam associados as células
TSSYN, Os conjuntos de genes que foram enriquecidos positivamente foram analisados
pelo programa GSEA a partir de dados normalizados (rlog) e pela lista de vias
metabdlicas KEGG para T. gondii. (C) os clusters de genes mostram vias que foram
moduladas positivamente nos parasitas de TS®YT em comparagio com os parasitos
provenientes da cultura de células TSSYN (FDR-q value < 0,05). (D) Mapa de calor mostra

transcritos de genes da via de biossintese de &cidos graxos (FDR-q value < 0,05).
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