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RESUMO

A toxoplasmose é uma infecgdo causada pelo parasito Toxoplasma gondii e representa um risco
significativo em mulheres gravidas. A passagem transplacentaria de taquizoitos pode resultar
na toxoplasmose congénita, uma condi¢cdo com potenciais implicaces graves para o feto. Por
outro lado, a estrongiloidiase, causada pelo nematddeo Strongyloides stercoralis, tem associada
ao uso de corticosteroides, entre outros fatores, as complica¢@es das sindromes de hiperinfeccao
e disseminacdo. A incidéncia das formas graves da estrongiloidiase durante o periodo
gestacional permanece, em grande parte, desconhecida, uma vez que apenas relatos de casos
isolados foram documentados na literatura. A prednisolona, um corticosteroide, possui efeitos
de supressdo da resposta inflamatéria, porém, o uso durante a gravidez requer uma avaliacdo
cuidadosa dos riscos potenciais para o feto. Diante deste cenario, 0 objetivo deste estudo foi
avaliar os estimulos do extrato salino de S. venezuelensis e da prednisolona em células
trofoblasticas humanas (linhagem BeWo) infectadas com T. gondii quanto a viabilidade celular
e a proliferacdo do parasito. Como modelo de célula hospedeira, foi utilizado células
trofoblasticas humanas vilosas (linhagem BeWo). Inicialmente, foi avaliada a citotoxicidade do
tratamento com o extrato salino de S. venezuelensis ou prednisolona em concentracdes seriadas
(64; 32; 16; 8; 4; 2; 1, 0,5; 0,25 ¢ 0,125 ug/ml) por meio do ensaio de MTT. Os resultados
obtidos revelaram que as diferentes concentragdes dos compostos ndo apresentaram toxicidade
guando comparado com o controle. Posteriormente, avaliou-se o indice de replicacdo
intracelular de T. gondii através do ensaio de proliferacdo, analisado pela reagdo de f-
galactosidase. Neste ensaio, tratamos as células BeWo infectadas com T. gondii nas
concentragcdoes de 32, 8 e 2 ug/ml para ambos os estimulos. Além disso, realizamos a
combinacdo dos dois estimulos nas mesmas concentracBes. Constatou-se que a condicdo
experimental com a combinacdo de prednisolona com o extrato salino de S. venezuelensis, na
concentragdo de 32 ug/ml, resultou em uma significativa reducdo na taxa de proliferacdo
intracelular do T. gondii, quando comparado com o grupo controle e entre as outras
concentragfes menores do estimulo conjunto. Assim, essas descobertas destacam o efeito
conjunto da prednisolona e do extrato salino de S. venezuelensis em modelo da interface
materno-fetal da toxoplasmose: a capacidade de reduzir a taxa de proliferagdo de T. gondii,
possivelmente com efeitos na diminuicdo do risco da forma congénita, sem efeitos de
citotoxicidade nas células hospedeiras.

Palavras-chave:  Corticosteroides.  Estrongiloidiase.  Strongyloides  venezuelensis.
Toxoplasmose. Toxoplasmose congénita.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is an infection caused by the parasite Toxoplasma gondii and represents a
significant risk in pregnant women. The transplacental passage of tachyzoites can result in
congenital toxoplasmosis, a condition with potential serious implications for the fetus. On the
other hand, strongyloidiasis, caused by the nematode Strongyloides stercoralis, is associated
with the use of corticosteroids, among other factors, and can lead to complications such as
hyperinfection and dissemination syndromes. The incidence of severe forms of strongyloidiasis
during pregnancy remains largely unknown, and just isolated cases have been reported.
Prednisolone, a corticosteroid, has effects on suppressing the inflammatory response; however,
its use during pregnancy requires a careful evaluation of potential risks to the fetus. In this
context, this study aimed to evaluate the effects of S. venezuelensis saline extract and
prednisolone on human trophoblastic cells infected with T. gondii regarding cell viability and
parasite proliferation. Human villous trophoblastic cells (BeWo lineage) were used as a host
cell model. Initially, the cytotoxicity of treatment with S. venezuelensis saline extract or
prednisolone at serial concentrations of 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, and 0.125 pg/ml was
assessed using MTT assays. Different concentrations of the compounds exhibited no toxicity
when compared to the control. Subsequently, the intracellular replication index of T. gondii was
evaluated through a proliferation assay, analyzed by B-galactosidase reaction. In this assay,
BeWo cells infected with T. gondii were treated with concentrations of 32, 8, and 2 pg/ml for
both stimuli. Additionally, the combination of both stimuli was performed at the same
concentrations. Remarkably, it was found treatment with prednisolone and S. venezuelensis
saline extract combination at a concentration of 32 pg/ml resulted in a significant reduction in
T. gondii intracellular proliferation rate when compared to untreated cells (control grup) and to
the other combined stimulus lower concentrations. Thus, these findings highlight the combined
effect of prednisolone and S. venezuelensis saline extract in a maternal-fetal interface model of
toxoplasmosis: the ability to reduce T. gondii proliferation rate, possibly with effects on

decreasing the risk of the congenital form, without cytotoxic effects on host cells.

Keywords: Corticosteroids. Strongyloidiasis. Strongyloides venezuelensis. Toxoplasmosis.

Congenital toxoplasmosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii e a toxoplasmose

A toxoplasmose € uma infeccdo parasitaria de ampla distribuicdo e representa um
desafio significativo para a saude pablica em nivel global. Esse parasito intracelular afeta varios
orgdos e uma ampla gama de hospedeiros. Nos seres humanos, esta associada a complicacdes
graves, especialmente em pacientes imunocomprometidos e em fetos (AJZENBERG et al.,
2009).

O parasito Toxoplasma gondii possui trés estagios infectantes: bradizoitos, esporozoitos
e taquizoitos. Os bradizoitos surgem na fase cronica da infeccédo e resultam da transformacéo
dos taquizoitos devido, entre outros fatores, a pressao da resposta do sistema imunoldgico do
hospedeiro. Nesse estagio de multiplicacdo mais lenta, eles sdo responsaveis pela formacéo de
pseudocistos nos tecidos, principalmente cérebro e masculos. Tornam-se altamente resistentes
tanto ao suco gastrico quanto ao sistema imunolégico (BLADER & SAEJI, 2009).

A resisténcia dos bradizoitos ao suco gastrico é de importancia significativa, uma vez
que podem ser ingeridos juntamente com carnes cruas ou malcozidas de animais de caga ou
criacdo infectados. Essa via de transmissdo € uma das principais maneiras pelas quais 0s seres
humanos podem adquirir a infec¢do por T. gondii, tornando-se um elo fundamental na cadeia
epidemioldgica da toxoplasmose (DUBEY & JONES, 2008). E importante ressaltar que, em
casos de imunossupressdo, pode haver reativacdo da infeccdo, levando a conversdo dos
bradizoitos de volta a taquizoitos. Isso pode ter implicacdes significativas na saude do
hospedeiro, especialmente em individuos imunocomprometidos, onde a reativacao da infec¢do
pode resultar em manifestacdes clinicas graves (MONTOYA & LIESENFELD, 2004).

Os esporozoitos, encontrados no interior de estruturas resistentes denominadas de
oocistos, sdo formados no trato intestinal do hospedeiro definitivo felino, como os gatos
domésticos, e liberados nas fezes de forma imatura (BICHARA et al., 2014). No ambiente, 0s
oocistos esporulam, tornando-se oocistos maduros, adquirindo resisténcia e durabilidade para
sobreviver em condigdes adversas. Esses oocistos maduros podem ser ingeridos por
hospedeiros intermediarios, como roedores ou aves, quando entram em contato com o ambiente
contaminado, completando assim o ciclo de infeccdo (ROVIRA-DIAZ et al., 2022).

Com a ingestdo dos cistos ou oocistos, desencadeiam-se eventos altamente regulados

que culminam na liberacdo de bradizoitos ou esporozoitos, marcando o inicio do ciclo de
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infeccdo (FRANCO et al., 2011). Essas modificacdes sdo resultado de processos bioldgicos
sofisticados, incluindo a regulacdo da expressao génica e reorganizacao intracelular (ROBERT-
GANGNEUX & DARDE, 2012). O parasito, uma vez no epitélio intestinal, entra em uma fase
de reproducdo rapida em que ocorrem mdltiplas divisdes celulares sucessivas, dando origem a
um grande nimero de taquizoitos.

Esses taquizoitos, altamente invasivos e adaptados para a replicacdo eficiente, sdo
fundamentais na disseminacao do parasito pelo organismo. Eles tém a capacidade de invadir
células hospedeiras, replicar-se e, subsequentemente, romper as células infectadas, permitindo-
Ihes adentrar a corrente sanguinea e invadir novos alvos. Esse ciclo de invasdo contribui para a
persisténcia e disseminacdo no hospedeiro. Pacientes com a forma aguda ou reativada da
toxoplasmose podem transmitir taquizoitos via transplante de 6rgdos e tecidos, durante a

amamentacao e durante o periodo gestacional (ROJAS-PIRELA et al., 2021)

1.2 Toxoplasmose congénita: prevaléncia e sintomas

A toxoplasmose congénita é considerada uma das formas mais graves da doenca. Ocorre
devido a passagem transplacentaria da forma taquizoito do parasito durante a gestacdo. O
parasito alcanca a circulagdo e os tecidos fetais, podendo levar a complicacdes desde o feto até
aidade adulta. E reconhecido que o risco de impacto no feto é influenciado por diversos fatores,
como o estado imunoldgico e o gendtipo da mae, o genotipo e a viruléncia do parasito, bem
como o estagio da gravidez em que a infeccdo ocorre (AJZENBERG et al., 2018).

A placenta desempenha um papel crucial, servindo como uma barreira natural que
protege o feto contra a exposicdo de patdégenos (CAPOBIANGO et al., 2016). A capacidade do
T. gondii de cruzar a placenta pode ser influenciada por varios fatores, incluindo o estagio da
gestacdo em que a infeccdo materna ocorre, o estado imunoldgico da méae e o gendétipo do
parasito (DUBEY et al., 2010).

Durante o primeiro trimestre, o risco de infeccdo fetal € mais significativo, com
possiveis consequéncias mais graves, como comprometimento do sistema nervoso central até o
aborto (ARAUJO, 2011). Nesse periodo critico, o trofoblasto, camada de células que reveste o
embrido em desenvolvimento, desempenha um papel vital na protecdo contra a infeccdo. Essa
camada de celulas ¢ dividida em citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto. O citotrofoblasto forma
a camada exterior e é responsavel por entrar em contato direto com a circulacdo materna, além
de expressar moléculas de adesdo que interagem com o Toxoplasma gondii e impedem sua

invasdo da placenta (FARAL-TELLO et al.,2023). Além disso, o sinciciotrofoblasto, camada
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interior, modula a resposta imunoldgica na interface materno-fetal, controlando a inflamacéo e
minimizando a resposta imune prejudicial ao feto (CARDOSO et al., 2019).

A medida que a gravidez avanca, a resisténcia da placenta a infeccdo diminui e as
chances de infec¢do congénita aumentam, o que pode resultar no comprometimento do sistema
nervoso central e outras complicacGes graves (CHAUDHRY, GAD & KOREN, 2014). Por isso,
durante o segundo trimestre de gestacdo, o trofoblasto mantém sua importancia na protecao
fetal contra a infeccdo por T. gondii. O citotrofoblasto apresenta proteinas de superficie que
interagem com o parasito, enquanto isso, o sinciciotrofoblasto regula a resposta imunolégica
no ambiente intrauterino, ao contribuir para a modulacdo da inflamag&o, minimizando o risco
de lesdes no feto (ALMEIDA et al., 2019).

No terceiro trimestre, o sistema imunoldgico do feto ndo esta completamente
desenvolvido, tornando-o mais vulneravel a infec¢do, uma vez que o parasito pode invadir o
ambiente intrauterino e causar danos diretos ao feto. Dentre os danos graves causados pela
infeccdo do T. gondii no terceiro semestre gestagdo, estdo lesdes no sistema nervoso central,
retardo no crescimento fetal, coriorretinite, hidrocefalia, microcefalia e até mesmo o ébito fetal
(HOLEC-GASIOR; SLOWINSKA, 2023). Portanto, a infeccdo por Toxoplasma gondii
representa um risco real ao bem-estar do feto, exigindo vigilancia rigorosa, diagndstico precoce
e tratamento adequado para minimizar os impactos adversos dessa infeccdo (BRASIL, 2012;
SES-SC, 2022).

1.3 Linhagem de células trofoblasticas humana: BeWo

O trofoblasto, uma célula de origem fetal, desempenha diversas func¢des cruciais para o
éxito da gestacdo. Sua responsabilidade inclui a adeséo e invasdo do blastocisto no endométrio
receptivo, a nutricdo do embrido e a formacao da porc¢éo fetal da placenta (FITZGERALD et
al., 2008). Além disso, o trofoblasto desempenha um papel ativo no didlogo na interface
materno-fetal, por meio da producéo de citocinas e mediadores quimicos (CHALLIS et al.,
2009; BARBOSA et al., 2014).

Para uma compreensdo mais aprofundada do papel do trofoblasto no ambiente materno-
fetal, especialmente na presenca de parasitos intracelulares como T. gondii, diversos estudos in
vitro tém sido conduzidos utilizando linhagens celulares pré-estabelecidas. Nesse contexto, este
estudo adotou células de coriocarcinoma humano (linhagem BeWo) como modelo para a
investigacdo do trofoblasto humano, quando infectado pelo T. gondii. Essas células, isoladas

em 1968 por Pattillo e Gey, mantém caracteristicas tipicas do trofoblasto humano ao secretar



13

hormdnios como gonadotrofina coridnica humana (Hcg), horménio lactogénico placentario
(hpl), progesterona e estradiol (WOLFE,2006).

1.4 Strongyloides stercoralis: estrongiloidiase e sua relacdo com o0 uso de

corticosteroides

A estrongiloidiase humana é uma infeccdo parasitaria causada pelo nematddeo
Strongyloides stercoralis. A prevaléncia mundial em 2017 foi estimada em cerca de 600
milhdes de pessoas infectadas (BUONFRATE et al., 2020). A Organiza¢do Mundial da Saude,
com base nisso, inclui o controle de S. stercoralis como objetivo Neglected Tropical Diseases
Roadmap to 2030.

A transmissdo para 0s seres humanos ocorre por meio da penetracdo das larvas
infectantes L3 através da pele ap6s o contato direto com o solo contaminado (BISOFFI et al.,
2013). Uma vez dentro do hospedeiro, as larvas migram pelo sistema circulatério, alcangam os
pulmdes e sofrem uma muda, transformando-se em larvas L4. Em seguida, essas larvas L4 séo
transportadas até a faringe e deglutidas, retornando para o trato gastrointestinal, onde se
desenvolvem em fémeas adultas no intestino delgado. A peculiaridade do S. stercoralis reside
na sua capacidade de autoinfeccéo, em que larvas resultantes dos ovos liberados pelas fémeas
adultas podem se desenvolver em larvas infectantes e seguir o ciclo autoinfeccioso interno —
penetracdo da mucosa intestinal — ou externo — retornando a pele, mantendo ciclo. As larvas
filarioides L3 sdo distintas dos demais estagios larvais devido as suas caracteristicas
morfoldgicas e comportamentais Unicas (BUONFRATE et al., 2020).

Para fins de pesquisa relacionados a estrongiloidiase humana, o Strongyloides
venezuelensis, uma espécie do mesmo género que parasita roedores, € frequentemente
empregado. Isso se deve a semelhanca em sua biologia e composicdo antigénica com o S.
stercoralis, tornando-o uma fonte valiosa de antigenos para ensaios diagndsticos e
experimentos destinados a aprofundar o entendimento dessa parasitose (COUTO et al., 2020).
O extrato salino de S. venezuelensis € uma preparacdo essencial utilizada em estudos
parasitologicos e pesquisas relacionadas a esse género de nematddeos parasitos (GONZAGA
et al., 2011). Esse extrato é obtido a partir da cultura das fezes de animais experimentalmente
infectados, seguida da coleta das larvas do terceiro estadio (L3) do parasito (NIMISATO et al.,
2004).

Um topico de crescente interesse na pesquisa sobre estrongiloidiase € a relagdo entre o

uso de corticosteroides e a gravidade da infecgdo. Pacientes expostos a corticosteroides, como
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a dexametasona (SILVA, 2012) e prednisolona (NIMISATO et al., 2004) podem desenvolver
uma forma mais grave e disseminada da infeccdo. Isso ocorre devido a inibicdo da resposta
imunologica do hospedeiro causada pelos corticosteroides, tornando-o mais suscetivel as
complicacdes associadas as sindromes de hiperinfec¢do (aumento do transito de larvas entre 0s
sitios usuais do ciclo) e disseminacéo do parasito (migragdo das larvas do intestino para 6rgaos
fora do ciclo) (BUONFRATE et al., 2015). Em alguns casos, a disseminacao das larvas pode
ocorrer em menos de 10 dias de tratamento com altas doses de corticosteroides. Portanto, é de
suma importancia identificar e tratar a estrongiloidiase em pacientes de areas endémicas para
Strongyloides antes de iniciar qualquer terapia imunossupressora (KLEIN, GO & CUNHA,
2001).

Existem poucos estudos que abordam a prevaléncia da estrongiloidiase durante a
gravidez. A literatura atual se limita a relatos de casos isolados e a incidéncia de formas graves
da doenca durante o periodo gestacional permanece desconhecida. No entanto, mesmo com
dados escassos, a infeccdo por esse helminto tem sido associada a deficiéncias no
desenvolvimento fetal e anemia em gestantes. Além disso, casos de hiperinfeccdo e
disseminacio podem levar & morte tanto da mée quanto do neonato. E importante notar que
medicamentos frequentemente utilizados durante a gravidez, como corticosteroides para
inducdo do trabalho de parto prematuro, podem potencialmente agravar a condi¢cao (WIKMAN-
JORGENSEN, REQUENA-MENDEZ & LLENAS-GARCIA, 2021).

Para preencher as lacunas no conhecimento cientifico sobre essa doenca durante a
gravidez, sdo necessarios estudos in vitro, como nos modelos de experimentacdo na interface
materno fetal. Tais pesquisas poderdo gerar dados que, por sua vez, servirdo de base para
diretrizes de cuidados baseadas em evidéncias em relacdo as gestantes afetadas por

Strongyloides, um grupo de pacientes que, até entdo, tem sido negligenciado.

1.5 Efeitos da prednisolona na infecgdo por Toxoplasma gondii e Strongyloides

stercoralis

A prednisolona pertence ao grupo de medicamentos denominados corticosteroides e é
amplamente empregada no tratamento de diversas condi¢des médicas, especialmente aquelas
associadas aos processos inflamatérios e imunologicos. O mecanismo de acdo deste
corticosteroide envolve a inibi¢cdo de maltiplas etapas da resposta, o que inclui a redugédo da

liberacdo de células do sistema imunoldgico para areas inflamadas do organismo.
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Adicionalmente, a prednisolona desempenha um papel significativo na regulacéo da expresséo
de genes e no controle da producéo de anticorpos (RHEN & CIDLOWSKI, 2005).

A terapia convencional para a toxoplasmose geralmente envolve medicamentos como a
pirimetamina e sulfadiazina (ARRANZ-SOLIS et al., 2020). No entanto esses medicamentos
podem causar efeitos colaterais significativos e nem sempre séo bem tolerados pelos pacientes.
Portanto, a busca por alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras é de extrema importancia;
nesse ambito, destacam-se regimes que incluem os corticosteroides, como na toxoplasmose
ocular.

A ‘terapia cldssica’ para a toxoplasmose ocular compreende uma combinacdo de
pirimetamina, sulfadiazina e prednisolona (aplicagdes tdépicas e administracdo sistémica
(NATH et al., 2009). Na verdade, ainda é controverso se, quando e como 0s corticosteroides
devem ser usados para tratar a toxoplasmose ocular (JAFARI et al., 2023). Questionamentos
acerca do aumento da eficacia de corticosteroides como agente adjuvante, em compara¢do com
0 uso isolado na terapia antiparasitaria; se devem ser administrados precocemente ou em
periodo tardio; e qual o regime de doses e duracao do uso, permanecem abertos (JASPER et al.,
2017). Deve-se considerar o uso de outros antimicrobianos, como clindamicina e azitromicina,
especialmente na toxoplasmose ocular gestacional.

Embora raramente relacionada com a transmissdo congénita, as lesdes oculares tém
risco elevado de reativacdo durante a gestacdo. As diretrizes sdo vagas quanto aos regimes mais
adequados para o tratamento da toxoplasmose ocular, assim ainda ha divida na escolha de uma
estratégia de tratamento apropriada para pacientes gravidas (NATH et al., 2009). Mulheres
gravidas com infec¢cdo aguda confirmada em conjunto com retinite aguda devem ser tratadas,
em regimes incluindo os corticosteroides, para as lesdes oculares e para prevenir a transmisséo
vertical. Mulheres gravidas com infeccdo crénica por T. gondii adquirida antes da gestacdo e
retinite concomitante por reativacdo devem ser tratadas para a retinite e monitoradas para
transmissdo vertical (CORTES et al., 2019).

A prednisolona desempenha ainda um papel complementar em situacdes especificas da
toxoplasmose, como quando ha envolvimento do sistema nervoso central ou manifestacdes
inflamatorias significativas. Sua aplicacdo tem como objetivo reduzir a resposta inflamatoria e
imunologica exacerbada associada a infeccéo, aliviando sintomas neuroldgicos e minimizando
danos ao sistema nervoso central. Sua administracdo em combinacdo com 0s medicamentos
antiparasitarios pode ser uma estratégia eficaz (SILVA et al., 2021).

O uso de corticosteroides em animais infectados experimentalmente com T. gondii

resultou na morte da maioria dos casos agudos e os infectados cronicamente reativaram a
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infeccdo (HEGAB & AL-MUTAWA, 2003). Em estudo com camundongos fémeas com
toxoplasmose cronica, tratadas com acetato de cortisona, houve inducdo da transmissao
congénita de T. gondii (CHINCHILLA et al., 1992). Além disso, a prednisolona ja foi utilizada
para imunossuprimir camundongos, antes da infeccdo por T. gondii, e auxiliar na propagacao
de cepas (PUVANESUARAN et al., 2012).

Em humanos, ha relato descrevendo toxoplasmose congénita recorrente — em mais de
uma gestacdo — em gestante com sistema imunolégico comprometido por IUpus, esplenectomia
e corticoterapia com prednisolona (D’ERCOLE et al., 1995). Assim, mesmo quando a infeccédo
prévia a gestacdo € confirmada, deve-se orientar a gestante em relacéo as medidas de prevencédo
primarias da toxoplasmose, mesmo os guias afirmando ser baixo o risco de transmisséo para o
feto. E possivel haver reinfeccdo materna com gendtipos diferentes de T. gondii e, no caso de
gestantes imunossuprimidas, ha o risco suplementar de uma possivel reativacdo e é possivel
haver transmisséo na interface materno-fetal (SES-SC, 2022; BRASIL, 2012).

A prednisolona é frequentemente prescrita para tratar condi¢6es inflamatérias, alérgicas
e autoimunes em mulheres gravidas. Sua capacidade de suprimir a resposta imunologica pode
ser benéfica no tratamento de doencas e na prevencao de rejeicdo de transplantes de érgdos. A
exposicgdo fetal a prednisolona néo é isenta de preocupagdes. O uso crénico de corticosteroides
durante a gravidez pode aumentar o risco de complicacdes, incluindo parto prematuro,
restricdes de crescimento fetal e baixo peso ao nascer (LEVY, 2005). Portanto, a deciséo do
uso da prednisolona durante a gestacdo deve ser feita de forma individualizada, pesando 0s
beneficios potenciais no controle de doencas maternas contra 0s possiveis riscos para o
desenvolvimento fetal. C

Na estrongiloidiase, os corticosteroides ao serem metabolizados, aumentam as
substancias semelhantes a ecdisteroides, que atuam como sinais de ecdise das larvas e,
consequentemente ao aumento dos estadios infectantes e da carga parasitaria (VADLAMUDI
et al., 2006). Os estudos em modelos experimentais murinos, como o de Couto et al. (2020),
com Strongyloides com os medicamentos imunossupressores trazem evidéncias da agéo da
prednisolona na alteracdo de parametros parasitologicos —aumento da eliminagdo de ovos e do
namero de fémeas recuperadas do intestino — e imunolédgicos — ndo aumento da producdo de
IgG subclasses pds imunossupressao por via subcutanea. Na populacdo humana, uma reviséo
sobre estrongiloidiase grave concluiu que 67% dos casos ocorreram em pacientes em uso de
corticosteroide, com taxa de mortalidade de cerca de 63%; no entanto, o estudo ndo foi capaz
de relatar a dosagem cumulativa e o duragdo do tratamento com corticosteroides
(BUONFRATE et al., 2013). A administragdo de ivermectina — o anti-helmintico de escolha -
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representa uma abordagem, custo-efetiva em pacientes com alto risco de estrongiloidiase
(MALPICA; MOLL, 2020) — por exemplo, como os habitantes de areas hiperendémicas e
endémicas em uso de corticosteroides.

Os estudos com toxoplasmose e estrongiloidiase sdo escassos. Infecgbes por S.
stercoralis e T. gondii coexistem em hospedeiros, particularmente em locais pobres e com
recursos limitados, como em pacientes com HIV na India, mas a coinfecgdo dupla causada é
raramente relatada (SRIVASTAVA et al., 2022). Em modelo experimental murino, observou-
se que o tratamento com antigenos de S. venezuelensis aumentou as taxas de sobrevivéncia,
reduziu a carga parasitaria nos pulmdes e intestino e teve papel anti-inflamatério em
camundongos infectados por T. gondii (ARAUJO et al., 2021). N&o se tem registro na literatura
de ensaios que envolvam a prednisolona em contextos de coestimulos ou coinfeccBes de T.
gondii e Strongyloides sp. em modelos da interface materno-fetal. O presente trabalho justifica-
se pelos dados em modelo experimental que contribuam no entendimento da interface materno
fetal, frente ao estimulo de antigenos de S. venezuelensis a prednisolona e infec¢do por T.

gondii. Tal cenario mais complexo certamente € comum nas regides endémicas dos parasitos.
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2. OBJETIVO

Avaliar os estimulos do extrato salino de larvas filarioides de Strongyloides
venezuelensis e do corticosteroide prednisolona durante a infec¢do por Toxoplasma gondii em

células trofoblasticas humanas vilosas (BeWo).

2.1 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do extrato salino de larvas filarioides de S. venezuelensis e da
prednisolona na viabilidade celular de células BeWo.
Avaliar o efeito do extrato salino de S. venezuelensis, da prednisolona e da combinacéo

do extrato com o corticosteroide na proliferacdo de T. gondii em células BeWo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Fontes do extrato salino de Strongyloides venezuelensis e da prednisolona

O extrato salino de Strongyloides venezuelensis utilizado neste estudo foi obtido a partir
da manutencdo experimental da espécie em ratos (Protocolo CEUA 075-2008). O laboratério
de Diagnostico de Parasitoses (LADIPAR), do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM), da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) dispde de estoque de larvas e extrato salino. O
extrato salino foi obtido conforme o protocolo descrito por Gonzaga e colaboradores (2011).
Para a realizacdo dos experimentos foi utilizado um unico lote, filtrado em dupla membrana
para remover bactérias contaminantes.

A concentracdo proteica do extrato salino de S. venezuelensis, apds a filtracao, foi feita
pelo método de Lowry e colaboradores (1951), modificado para microplacas. Uma curva padréo
foi construida, utilizando albumina sérica bovina (BSA), nas concentra¢des de 500 a 15,62
pg/ml em diluicdo dupla seriada. Além disso, quatro solugdes sdo preparadas: a solugcdo A
consiste em sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H20) a 1% em agua destilada; a solucéo
B é constituida de tartarato de sodio e potassio a 2% em &gua destilada; a solugcdo C é uma
mistura de carbonato de sédio a 2% em hidréxido de sédio (NaOH) a 0,1 M; e, por fim, a
solucdo D, que é o Reativo de Folin-Ciocalteu (comercial) puro (LOWRY et al., 1951). O
procedimento consiste na preparacdo de uma mistura de amostra, com a adi¢do de 40 ul da
amostra, apos a devida diluicdo em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS), 200 pl da
mistura 1, composta por volumes iguais de solucbes A e B, e 100 vezes o volume da solucédo
C, e a incubacdo da mistura 2, que consiste na diluicdo da solugdo D em agua destilada na
proporcéo de 1:2, sdo adicionadas a cada tubo, e a incubacéo é prolongada por mais 30 minutos
a temperatura ambiente. O volume final é de 260 pl, dos quais 250 pl sdo aplicados em uma
microplaca por pocgo, lida em um espectrofotometro a 660 nm (Leitora BioTek, 800 TS)
(Winooski, Vermont, EUA). Utilizando um software adequado, como o Microplate Manager
4.0, uma curva de regressao linear é construida com base nos dados da curva padrdo com BSA,
permitindo a determinacdo da concentracdo da proteina nas amostras-teste, expressa em pg/ml.

A prednisolona utilizada neste experimento foi adquirida comercialmente na forma de
fosfato sodico de prednisolona (11 mg/ml; Lote 827572, F: 12/2022, V. 12/2024 Eurofarma,
Brasil).
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3.2 Cultura de células BeWo e Toxoplasma gondii

Células trofoblasticas humanas vilosas (linhagem BeWo) foram adquiridas do
“American Type Culture Collection” (ATCC, Manassas, VA, EUA) e mantidas em cultura no
Laboratorio de Imunofisiologia da Reproducéo, ICBIM, UFU.

O meio de cultivo utilizado para as células BeWo foi preparado de acordo com o
protocolo Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Cultilab, SP, Brasil) e
suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil) e antibioticos (10.000U/ml
de penicilina e 10 mg/ml de estreptomicina).

As células BeWo foram descongeladas e submetidas a lavagem e ressuspensdo,
semeadas em frascos de cultura estéreis de 25cm? ou 75cm? contendo o meio de cultivo
preparado com RPMI, SFB e antibioticos. Apds isso, os frascos foram incubados em uma estufa
de cultura a 37°C e 5% de CO; para permitir o crescimento das células. O meio de cultivo foi
trocado a cada 24 horas para manter a viabilidade celular.

Taquizoitos da cepa RH (clone 2F1) de T. gondii, expressando a enzima B-galactosidase,
foram mantidos nas células BeWo cultivadas em meio RPMI 2% SFB a 37°C e 5% de CO>
(BARBOSA et al., 2014).

De acordo com o Comunicado N°13/2012, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFU (CEP) declarou que projetos de pesquisa que envolvam células adquiridas

comercialmente ndo necessitam de aprovacao ética.

3.3 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado para avaliar o efeito do extrato salino de S.
venezuelensis e da prednisolona nas células BeWo infectadas por Toxoplasma gondii, seguindo
o protocolo de Mosmann (1983). Este ensaio € baseado na conversao do sal de tetrazélio, MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) em formazan, insolivel por mitocondrias
celulares viaveis.

As células BeWo foram semeadas em placas de cultura contendo 96 pogos na densidade
de 3x10* células por poco, e acrescido 200 pl de meio RPMI 10% SFB. Apos 24 horas em
estufa a 37°C e 5% de CO2, as células foram tratadas em diluicdo seriada (1:2) com
concentragdes decrescentes de extrato salino de S. venezuelensis ou prednisolona (64; 32; 16;
8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25 e 0,125 pg/ml) durante 24 horas. Como controle de viabilidade, células
BeWo foram tratadas somente com meio RPMI 10% SFB.
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Ap0s 24 horas de tratamento, as células foram incubadas com 10 uL de MTT (5mg/ml)
acrescido de 90 uL de meio RPMI 10% SFB em estufa durante 4 horas. Em seguida, os
sobrenadantes foram removidos e os cristais de formazan foram solubilizados com 100 uL de
solucéo contendo SDS 10% e N, N-dimetil formamida 50% (MOSMANN, 1983).

A absorbancia foi medida, ap6s 30 minutos de incubagdo, através da leitura da
densidade dptica (DO) em um leitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow

Laboratories, EUA) a comprimento de onda de 570 nm.

3.4 Ensaio de proliferacéo

O ensaio de proliferacéo foi realizado para avaliar a capacidade de proliferacdo do T.
gondii ap6s o tratamento com o extrato salino de S. venezuelensis, a prednisolona e a
combinacdo dos dois estimulos. Este ensaio é baseado na expressao do gene B-galactosidase
(Bgal), que é um marcador de proliferacdo celular no parasito modificado. Células BeWo
(3x10* células/pogo) foram plaqueadas em 200 uL de meio RPMI 10% SFB em placas de
cultura de 96 pocgos.

Apo0s 24 horas, as células foram infectadas com taquizoitos de T. gondii, na proporg¢éo
de 3 parasitos por célula (3:1), em meio RPMI 10% SFB. Apds 3 horas de infeccdo, as células
foram lavadas com meio de cultura incompleto (sem SFB), para remogdo dos parasitos
extracelulares, e tratadas ou ndo em dilui¢do seriada (1:2) com concentracdes ndo citotoxicas
do extrato salino de S. venezuelensis, prednisolona e a combinacdo dos dois tratamentos durante
24 horas.

Adicionalmente, células BeWo infectadas também foram tratadas com sulfadiazina
(SDZ) + pirimetamina (PIR; 200+8 pg/ml, respectivamente). A proliferagdo intracelular de T.
gondii foi analisada por meio do ensaio colorimétrico de B-galactosidase. O ensaio se baseia na
clivagem do substrato clorofenol vermelho-f-D-galactopiranosideo (CPRG) pela enzima B-
galactosidase, levando a formacédo de galactose e do croméforo vermelho de clorofenol, de
coloracdo avermelhada, que é detectdvel por espectrofotometria a 570 nm (TONINI &
STEIDEL, 2013).

Apbs as 24 horas de tratamento, as placas foram centrifugadas e, em seguida, foi
adicionado 100 pL de tampdo de lise RIPA por pogo [S0 mM de Tris-HCI, 150 mM de NaCl,
1% de Triton X-100, 1% de deoxicolato de sédio e 0,1% de dodecil sulfato de sddio (SDS), pH

7.5] por 15 minutos & temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 160 pL de tampao de
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ensaio (100mM de tampao fosfato, pH 7,3, 102mM de f-mercaptoetanol, 9mM de MgCl») e 40
uL do substrato CPRG (Roche, EUA).

Por fim, as placas foram incubadas a temperatura ambiente, no escuro. Posteriormente,
a atividade enzimatica da B-galactosidase foi mensurada pela DO a 570 nm usando leitor de
microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLan, EUA).

A proliferacdo intracelular de T. gondii (nimero de taquizoitos) foi obtida de acordo
com uma curva de referéncia contendo taquizoitos livres (de 1x10° a 15,625x10%). Os dados
foram expressos como numero de parasitos. A DO da condicdo experimental foi subtraida do
branco e utilizada na curva de referéncia.

Para representar o ensaio de proliferacdo foi feito o experimento em laminulas para
posterior coloracdo e obtencdo das imagens. Laminulas de microscopia foram preparadas
previamente, submetendo-as a esterilizacdo por exposicdo a luz ultravioleta. O procedimento
foi iniciado com o cultivo das células BeWo em meio de cultura, conforme citado, permitindo
que elas atingissem a densidade desejada para analise. Apds o a realizacdo do experimento, em
condicdes semelhantes as descritas, as células foram fixadas com uma solucdo de formaldeido
a 4% por 2 horas, para preservar a estrutura celular. Apos a fixacgéo, as células foram lavadas
com PBS para remover os residuos de meio de cultura e fixador. Em seguida, 0 azul de toluidina
a 0,1% em PBS foi adicionado as células e, apds a coloracdo, as células foram lavadas
suavemente com PBS para remover o0 excesso do corante. Finalmente, as laminulas com as
células coradas foram montadas em laminas de vidro usando uma solu¢éo de Entellan. O exame
microscopico subsequente permitiu a visualizacdo e a obtencdo das imagens. Todas as imagens

foram obtidas através do Scanscope AT, em aumento de 60 un.

3.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados com teste de identificacdo de outliers pelo método
de ROUT, para todos o0s possiveis valores, com Q=10%. Posteriormente, foram submetidos ao
teste de verificagdo de distribuicdo normal. Quando paramétricos, foram posteriormente
analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido de testes t com correc¢do de Bonferroni-Holm.
As condi¢cdes comparadas foram: a) prednisolona isolada, b) extrato salino de S. venezuelensis
isolado, ¢) combinacg&o dos dois estimulos e d) estimulos nas concentracdes de 32, 8 ou 2 ug/ml
e 0s respectivos controles. A comparagdo entre a condigdo controle negativa e o controle

positivo foi feita pelo teste t. Todos os dados foram expressos como média + desvio padréo
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(SD). A analises foram feitas no programa GraphPad Prism® Version 8 (GraphPad Software,
Inc., EUA). Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 A prednisolona e o extrato salino de Strongyloides venezuelensis ndo reduziram

a viabilidade das células BeWo

O ensaio de viabilidade celular (MTT) foi conduzido com o propésito de avaliar a
potencial citotoxicidade associadas ao uso da prednisolona e do extrato salino de S.
venezuelensis em células da linhagem BeWo, em uma ampla gama de concentracdes (64; 32;
16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25 e 0,125 ug/ml). Observou-se que, em todas as concentragdes testadas,
ambos os estimulos ndo demonstraram qualquer diferenca significativa na viabilidade das
células BeWo em comparacdo com o grupo controle, constituido pelas células ndo tratadas
(Figura 1).
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Figura 1. Viabilidade celular pelo ensaio de MTT em células BeWo tratadas com extrato
salino (ES) de Strongyloides venezuelensis e prednisolona. Células BeWo foram tratadas por
24 horas em diluicOes seriadas (variando de 64 a 0,125 pg/mL) com A) ES de S. venezuelensis
e B) prednisolona. Em relagéo ao controle experimental, meio a 10% foi adicionado as células
BeWo. Os dados foram expressos como media + desvio padrdo. Comparacdo entre células ndo
tratadas (controle) e células tratadas feita por One-way ANOVA. Os dados sdo expressos em
densidade otica (OD).
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4.2 Extrato salino de S. venezuelensis em conjunto com a prednisolona em
determinada concentracéo reduziram a proliferacdo intracelular de T.

gondii em células BeWo

Células da linhagem BeWo foram submetidas a infeccdo e, apos 3 horas, foram tratadas
por um periodo adicional de 24 horas, com as solugdes de extrato salino de S. venezuelensis,
prednisolona e uma combinacdo dos dois estimulos, nas concentracdes de 32, 8 e 2 ug/ml
(Figura 2). A avaliacdo da taxa de proliferacdo do parasito T. gondii foi efetuada por meio da
quantificacdo da atividade da enzima [-galactosidase. A combinagcdo sulfadiazina +
pirimetamina (SP; 200 + 8 ug/ml, respectivamente) destinada ao tratamento da toxoplasmose
congénita, utilizada como controle positivo, reduziu a replicacdo do parasito em comparacao
com o grupo controle negativo. Constatou-se que o tratamento com a combinacdo de
prednisolona com o ES de S. venezuelensis, na concentracdo de 32 pg/ml, resultou em uma
significativa reducgéo na taxa de proliferacdo intracelular do T. gondii quando comparado com
as células nao tratadas (grupo controle) e entre as outras concentracdes menores do estimulo
conjunto (8 e 2 pug/ml). A figura 3 apresenta imagens representativas do ensaio nas condi¢es
controle e da concentragdo 32 ug/ml. No controle negativo é possivel observar grande numero
de parasitos nos vacuolos parasitéforos, apontados por setas. No tratamento com SP e
tratamento com a combinacéo de prednisolona com o ES de S. venezuelensis, na concentracéo
de 32 pg/ml, observamos uma redu¢do no nimero de parasitos.

Por outro lado, os resultados obtidos revelaram gque o tratamento com o extrato salino
de S. venezuelensis e a prednisolona de forma isolada, bem como a combinagéo de ambos, nas
demais concentracdes (8 e 2 ug/ml), ndo diminuiram a proliferacdo intracelular do T. gondii

nas concentracgdes analisadas (32, 8 e 2 pg/ml).
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Figura 2. Proliferacédo de Toxoplasma gondii: quantificacdo de taquizoitos intracelulares
pela reacdo enzimatica da atividade da B-galactosidase. Células BeWo infectadas por T.
gondii foram tratadas por 24 horas com extrato salino de Strongyloides venezuelensis (S),
prednisolona (P) e com a combinacdo de ambos 0s tratamentos, em concentracdes de 32, 8 e 2
pug/ml. Com relacdo aos controles experimentais, células BeWo infectadas foram tratadas
apenas com meio de cultura (grupo controle negativo) e com a combinacdo sulfadiazina +
pirimetamina (SP; 200+8 ng/ml, respectivamente). Os dados foram expressos como média +
desvio padrdo. *Comparacdo dos grupos com o controle negativo, com diferenca significativa
das médias. Letras diferentes (a, b) representam diferencas entre as concentracdes nas
comparacOes das concentracdes do mesmo estimulo. Diferencas significativas foram
determinadas pelo One-way ANOVA e pos-teste de comparacdo multipla t de Student com
correcédo de Bonferroni-Holm. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
quando P<0,05.
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Figura 3. Ensaio de proliferacdo de Toxoplasma gondii em células trofoblésticas humanas BeWo.

A. Controle negativo, ndo tratadas. B. Tratadas com a combinacdo de SDZ+PIR na concentragéo de
200+8 pg/ml, respectivamente. C. Tratadas com prednisolona na concentracdo de 32 pg/ml. D.
Tratadas com extrato salino (ES) de Strongyloides venezuelensis na concentragdo de 32 ug/ml. E.
Tratadas com a combinacgédo de prednisolona e ES de S. venezuelensis, ambos na concentracao de 32
pg/ml. Vacutolos parasitoforos apontados pelas setas (). Fotomicrografias ilustrativa da colorimetria
de laminulas com azul de toluidina. Detalhes do experimento na secdo de Material e Métodos. Escala
da barra — 60 um.
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5. DISCUSSAO

Pacientes imunossuprimidos, devido ao comprometimento do sistema imunoldgico,
estdo suscetiveis a uma variedade de infec¢Ges por fungos, protozoarios e helmintos que
apresentam serios desafios clinicos. Isso inclui patdgenos como Pneumocystis carinii,
Cryptosporidium, Toxoplasma gondii e Strongyloides stercoralis (KLEIN, GO & CUNHA,
2001). A toxoplasmose congénita representa uma das manifestacfes mais graves da infeccéo
provocada pelo parasito T. gondii (CARLIER etal., 2012). A transmisséo vertical deste parasito
pode resultar em eventos adversos como aborto espontaneos e complicagdes graves para o feto,
incluindo malformacdes, distdrbios neurolégicos e oculares (OLARIU et al., 2011; KIEFFER
& WALLON, 2013). A estrongiloidiase, no mesmo contexto, pode persistir de forma
assintomatica por longos periodos, mas em individuos com o sistema imunolédgico
comprometido, a infeccdo pode se disseminar, ao ter dispersdo de larvas para sitios ndo usuais
do ciclo ou causar a sindrome da hiperinfecgdo, caracterizada por uma replicacdo macica do
parasito S. stercoralis, resultando em uma carga parasitaria elevada nos pulmdes e no trato
gastrointestinal (BISOFFI et al., 2013; SRIVASTAVA et al., 2022).

A resposta imune contra T. gondii é predominantemente de natureza celular, ja a resposta
contra S. venezuelensis € de ordem humoral, especialmente com a produgdo de anticorpos.
Conforme destacado por Lannes-Vieira (2014), é importante observar que tal resposta ndo é
capaz de erradicar completamente o parasitismo, com a formacdo de pseudocistos teciduais na
toxoplasmose e com a persisténcia, possivelmente, durante toda a vida do individuo, pelos
mecanismos de autoinfec¢do, na estrongiloidiase. Consequentemente, em situacdes especificas
— como em pacientes imunocomprometidos e gestantes infectadas — o uso de medicamentos se
torna essencial para controlar as infeccdes. No entanto € crucial reconhecer que o uso de
corticosteroides durante a gravidez esta associado a uma série de riscos para o feto, incluindo o
retardo no crescimento intrauterino, malformacgdes congénitas, prematuridade e até mesmo
riscos e danos a mae (LI et al., 2014).

Neste sentido, o presente estudo investigou os estimulos do corticoesteroide
prednisolona e do extrato salino de Strongyloides venezuelensis nas células trofoblasticas
humanas (linhagem BeWo) infectadas por Toxoplasma gondii. Para investigar o impacto da
prednisolona e do extrato salino de S. venezuelensis, inicialmente, verificamos a viabilidade das
células tratadas com diferentes concentragdes. Para tal proposito, empregou-se o ensaio de
MTT, a fim de identificar concentragcbes que ndo causassem alteracOes significativas na

viabilidade das células. As concentracdes empregadas foram diversas, uma vez que a literatura
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ndo tem padronizada uma referéncia; assim, optamos por testar uma amplitude consideravel de
concentragdes. Os resultados obtidos revelaram que as células submetidas ao tratamento néo
manifestaram modificacdes significativas em sua viabilidade. Considerando a nao toxicidade
dos estimulos, seguimos com 0s experimentos.

Procedemos ao tratamento das células BeWo previamente infectadas com T. gondii,
realizando um periodo de exposicdo de 24 horas a diferentes concentra¢des de prednisolona e
extrato salino de S. venezuelensis. Em virtude do teste de MTT ndo ter demonstrado alteracédo
na viabilidade celular em nenhuma concentracdo testada, escolhemos trés delas para a
realizacdo do teste de proliferagdo, uma mais alta, uma mediana e uma mais baixa. Durante a
andlise, observou-se que a combinacdo entre a prednisolona e o extrato salino de S.
venezuelensis demonstrou diminuicdo do numero de parasitos em comparacdo ao controle,
embora ndo tenha ocorrido reducdo semelhante a obtida com o tratamento utilizando
sulfadiazina e pirimetamina.

Primeiramente, os estudos envolvendo a combinagdo de coinfeccdo/estimulos entre T.
gondii, helmintos e corticosteroides sao escassos. Em estudo com células HeL a, a betametasona
aumentou a proliferacdo de taquizoitos, com mais interferéncia na viabilidade celular apos a
adicdo da substancia a cultura infectada. Enquanto a betametasona isolada nédo teve efeito na
estrutura da cultura celular ndo infectada (GHAFFARIFAR et al., 2006). Os mecanismos
subjacentes a essas varia¢es devem ser investigados, assim como no nosso modelo, e a resposta
a diferentes corticosteroides devem ser exploradas em maior detalhamento.

O estudo realizado por Araujo e colaboradores (2020) revelou importantes descobertas
no contexto da interagdo entre os antigenos de larvas de S. venezuelensis e a infec¢do por T.
gondii, utilizando um modelo experimental murino. Os pesquisadores observaram uma
significativa reducdo nos indices de parasitismo nos pulmdes e intestino delgado, bem como
uma diminuicdo nas lesbes inflamatdrias no intestino delgado, quando o extrato salino de S.
venezuelensis foi administrado apos a infeccdo por T. gondii. Além disso, os niveis intestinais
e séricos de citocinas pro-inflamatérias, como IFN-y, TNF-a ¢ IL-6, apresentaram reducéo,
sugerindo um efeito modulador do extrato salino nessas respostas imunoldgicas. No entanto, ao
considerar os resultados obtidos a partir do nosso modelo in vitro de infeccdo congénita, notou-
se uma diferenca marcante: contrariamente a reducdo do parasitismo observada no estudo in
vivo, 0s resultados do modelo in vitro ndo indicaram uma diminuicdo do parasitismo nas células
trofoblasticas pds-estimulo com antigenos de S. venezuelensis. Essa discrepancia ressalta a
complexidade da interacdo entre o helminto e o protozoério, evidenciando que as condicoes

experimentais podem influenciar significativamente os resultados. A elucidagcdo dos
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mecanismos subjacentes a essas interaces em diversos cenarios € crucial para uma
compreensdo abrangente das respostas na estrongiloidiase e suas implicacbes potenciais na
infeccdo por T. gondii. Portanto, propde-se que futuras investigacbes se concentrem na
caracterizacdo mais detalhada dessas interagdes.

E relevante salientar que tanto o extrato salino quanto a prednisolona, isoladamente ou
em conjugacéo e em concentracdes menores, ndo apresentaram uma diminuicdo significativa
no controle da proliferacdo intracelular dos parasitos, quando comparados aos demais
tratamentos. Este resultado suscita reflexdes sobre o controle da infeccdo por T. gondii, um
protozodrio parasitario intracelular obrigatério com a capacidade intrinseca de infectar uma
ampla variedade de células nucleadas (DUBEY et al., 2012). A habilidade de T. gondii em
invadir e proliferar dentro das células hospedeiras € essencial para o estabelecimento da
infeccdo no hospedeiro, uma vez que sua sobrevivéncia e disseminacdo dependem desses
processos. Surge, assim, uma indagacdo fundamental: quais sdo os estimulos e as vias de
sinalizag&o que podem ser afetados pelos tratamentos com prednisolona e o extrato salino de S.
venezuelensis nas células trofoblasticas infectadas por T. gondii? O que torna essa questdo
particularmente relevante ¢é a potencial aplicacdo clinica desses tratamentos, especialmente em
gestantes e pacientes imunocomprometidos, onde o controle da infeccdo pelo T. gondii € crucial
para evitar complicacfes graves, como a toxoplasmose congénita e as sindromes graves da
estrongiloidiase.

Outro ponto importante a ser considerado € a necessidade de traduzir esses achados em
modelos animais e, eventualmente, em ensaios clinicos em pacientes humanos. Embora o
estudo conduzido por Silva (2012) ndo tenha relatado mortalidade ou alteracOes
comportamentais significativas em ratos Wistar infectados por S. venezuelensis e tratados com
dexametasona, a extrapolacao desses resultados para a pratica clinica em seres humanos requer
cautela. Couto e colaboradores (2020) observaram diferencas nos parametros parasitologicos e
na resposta de anticorpos na infecgéo por S. venezuelensis de acordo com a via de administracéo
da prednisolona em ratos infectados experimentalmente. A traducdo de descobertas de
pesquisas em modelos animais para a pratica clinica envolve diversos desafios, incluindo a
diferenga entre espécies, respostas imunes variaveis e a complexidade do ambiente clinico.

Os testes realizados neste estudo apresentam pontos que contribuem para o avanco do
conhecimento na area de pesquisa sobre toxoplasmose e estrongiloidiase. Primeiramente, a
escolha da linhagem celular BeWo, representante de células trofoblasticas humanas, como
modelo de célula hospedeira tém relevancia, uma vez que estd envolvida diretamente na

transmissdo vertical da toxoplasmose. Outro ponto positivo é a anélise da combinagédo de
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estimulos em diferentes concentracdes, permitindo uma abordagem mais ampla sobre os efeitos
potenciais dos coestimulos nas células infectadas, simulando uma situacdo possivel no
hospedeiro-coinfeccdo e uso de corticosteroides. Os resultados obtidos nesta pesquisa revelam
que a combinacdo de prednisolona e extrato salino de S. venezuelensis, especialmente na
concentragdo de 32 pg/ml, demonstrou a capacidade de reduzir eficazmente a taxa de
proliferacdo intracelular do T. gondii em células BeWo. A identificacdo dessa combinagéo
especifica e sua capacidade de inibir a proliferacdo do parasito ressaltam a importancia de
entender os mecanismos subjacentes a essa inibicdo (por exemplo, testar concentracdes da
combinagéo entre 32 e 8 pug/ml).

Essas investigacdes podem fornecer informacdes cruciais sobre os processos celulares
e moleculares envolvidos na interacdo entre o sistema imunolégico do hospedeiro, 0s
tratamentos farmacoldgicos e T. gondii, contribuindo para o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas mais eficazes e seguras, especialmente em pacientes imunocomprometidos e

gestantes.
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6. CONCLUSAO

A prednisolona, em combinacdo com o extrato salino de Strongyloides venezuelensis
em concentracdo de 32 pg/ml demonstrou diminuicdo da proliferacdo do Toxoplasma gondii,
sem provocar toxicidade nas células BeWo.
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