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RESUMO

Galectina-3 (Gal-3) é uma lectina que se liga a β-galactosídeos, expressa em células do 

microambiente placentário. Esta lectina está envolvida em diversos processos biológicos, 

como a modulação do sistema imunológico e o controle de infecções parasitárias, incluindo a 

causada por Toxoplasma gondii. A infecção por T. gondii pode levar à transmissão congênita, 

causando abortos espontâneos, prematuridade e anomalias fetais. No entanto, pouco se sabe 

sobre o papel da Gal-3 na infecção por T. gondii na interface materno-fetal. Este estudo teve 

como objetivo investigar o papel da Gal-3 na infecção por T. gondii no contexto gestacional. 

Para tanto, promovemos o knockdown da expressão de Gal-3 utilizando RNA de interferência 

(RNAi) em células BeWo. Em explantes de vilos placentários, utilizamos β-lactose ou o 

inibidor sintético GB1107. Mostramos que a diminuição da expressão de Gal-3 em células 

BeWo aumenta a invasão e proliferação de T. gondii e regula negativamente os níveis de MIF 

e IL-6. Resultados semelhantes foram observados em vilos placentários tratados com o 

inibidor sintético, destacando o papel desta lectina na modulação da resposta imune. Por outro 

lado, o bloqueio da Gal-3 com β-lactose levou ao controle da infecção parasitária. 

Coletivamente, nosso estudo revela a Gal-3 como uma proteína alvo promissora no contexto 

da toxoplasmose congênita.

Palavras-chave: Trofoblasto, Toxoplasmose congênita, Placenta, Gal-3, Resposta imune.



ABSTRACT

Galectin-3 (Gal-3) is a lectin that binds to β-galactosides, expressed in cells of the placental 

microenvironment. This lectin is involved in various biological processes, such as modulation 

of the immune system and control of parasitic infections, including those caused by 

Toxoplasma gondii. This infection can lead to congenital transmission, causing spontaneous 

abortions, prematurity, and fetal abnormalities. However, little is known about the role of 

Gal-3 in T. gondii infection at the maternal-fetal interface. This study aimed to investigate the 

role of Gal-3 in T. gondii infection in the gestational context. To this end, we promoted the 

knockdown of Gal-3 expression using RNA interference (RNAi) in BeWo cells. In placental 

villous explants, we used β-lactose or the synthetic inhibitor GB1107. We showed that 

decreased Gal-3 expression in BeWo cells increases T. gondii invasion and proliferation and 

negatively regulates MIF and IL-6 levels. Similar results were observed in placental villi 

treated with the synthetic inhibitor, highlighting the role of this lectin in modulating the 

immune response. On the other hand, blocking Gal-3 with β-lactose led to control of the 

parasitic infection. Collectively, our study reveals Gal-3 as a promising target protein in the 

context of congenital toxoplasmosis.

Keywords: Trophoblast, Congenital toxoplasmosis, Placental, Gal-3, Immune response.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Toxoplasma gondii e Toxoplasmose

Toxoplasma gondii é um protozoário parasito intracelular obrigatório que tem o 

potencial de invadir e replicar em todas as células nucleadas de vertebrados (Montoya; 

Liesenfeld, 2004). T. gondii pertence ao filo Apicomplexa e caracteriza-se por possuir na 

região anterior o complexo apical formado por estruturas especializadas como o conóide, 

roptrias, micronemas, anel polar, grânulos densos e microtúbulos subpeliculares provenientes 

do citoesqueleto, estas organelas citoplasmáticas garantem o processo de adesão e invasão 

celular (Laliberte; Carruthers, 2008; Blader et al., 2015; Tardieux; Baum, 2016).

Para invadir a célula hospedeira, o parasito se posiciona perpendicularmente em 

relação à superfície. Após o reconhecimento dos receptores de membrana, as micronemas 

liberam moléculas adesivas. Posteriormente as roptrias secretam proteínas importante para a 

formação do vacúolo parasitóforo. Os grânulos densos liberam proteínas dentro do vacúolo, 

garantindo que o parasito possa evadir das respostas da célula hospedeira. Além disso, as 

proteínas liberadas são importantes para a formação de túbulos especializados, que permitem 

o parasito competir com a célula hospedeira por metabólitos para a sua sobrevivência (Blader; 

Saeij, 2009; Souza et al., 2010; Robert-Gangneux; Dardé, 2012).

Todas essas organelas são encontradas nas três formas evolutivas do parasito: 

taquizoítas, bradizoítas e esporozoítas. Os taquizoítas representam a forma de multiplicação 

rápida, com a formação de vacúolos parasitóforos e apresentam-se na forma de arco. Os 

bradizoítas representam a forma de multiplicação lenta, culminando na formação de cistos 

teciduais, que podem abrigar de centenas a milhares de bradizoítas. Os esporozoítas estão 

contidos no interior de oocistos e são formados por reprodução sexuada no intestino do 

hospedeiro definitivo, os felinos, sendo liberados juntamente com as fezes (Blader; Saeij, 

2009; Torrey; Yolken, 2013). Dentre as formas de infecção estão a ingestão de comida ou 

água contaminada com oocistos; ingestão de carne crua ou mal cozida contendo cistos; 

transfusões de sangue ou transplante de órgãos infectados; acidentes laboratoriais; e a 

transmissão vertical (Montoya; Liesenfeld, 2004; Elmore et al., 2010).

Dada a ampla capacidade de infectar e proliferar em uma vasta gama de células e 

diferentes hospedeiros, incluindo o homem, estima-se que aproximadamente um terço da 

população mundial seja positiva para a toxoplasmose (Lambert; Barragan, 2010; Innes, 2010; 

Aguirre et al., 2019; Bigna; Tochie, 2019). A prevalência dessa protozoose pode variar de 

acordo com a região, sendo que na América do Norte, Sudoeste Asiático e Norte da Europa 
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varia de 10 a 30%, enquanto em países da região central e sul da Europa a sorologia é de 30 a 

50%. Na América Latina e países tropicais africanos a prevalência é alta, podendo variar de 

30 a 90% (Robert-Gangneux; Dardé, 2012; Dubey et al., 2014). Essas diferenças são 

associadas com a alimentação, o preparo da comida, o tratamento adequado da água e a 

intensidade da exposição ambiental, hábitos culturais e fatores socioeconômicos (Bolais et al., 

2017).

A infecção por T. gondii leva ao estabelecimento da toxoplasmose, doença que 

geralmente cursa de maneira assintomática ou subclínica na maioria dos indivíduos 

imunocompetentes infectados; no entanto, é responsável por graves morbidades em 

indivíduos imunocomprometidos e recém-nascidos (Montoya; Liesenfeld, 2004; Dubey, 2012; 

Rorman et al., 2006). A infecção durante ou imediatamente antes da gravidez pode resultar na 

transmissão vertical que ocorre devido à passagem transplacentária das formas taquizoítas de 

T. gondii que alcançam a circulação e os tecidos fetais, contudo, a gravidade dos danos fetais 

é dependente da idade gestacional em que a infecção se estabelece (Fallahi et al., 2018; Jeffers 

et al., 2018; Strang et al., 2020). Caso a gestante se infecte no primeiro trimestre da gravidez, 

a presença do parasito aumenta a probabilidade de aborto além de possíveis alterações 

neurológicas e má formação fetal, entretanto, se a infecção ocorrer no terceiro trimestre a taxa 

de aborto é significativamente menor, contudo, a possibilidade da transmissão do patógeno 

para o feto é maior, mas com menores danos potenciais ao feto (Aguirre et al., 2019; Strang et 

al., 2020).

1.2. Resposta imune a T. gondii e durante a gestação

Durante a infecção por T. gondii, macrófagos, linfócitos T, células “natural killers” 

(NK) e leucócitos polimorfonucleares são funcionalmente ativos (Lang; Gross; Luder, 2007; 

Yarovinsky, 2014). Células apresentadoras de antígenos (APCs) secretam citocinas 

pró-inflamatórias como interleucina (IL)-12 e fator de necrose tumoral (TNF)-α, que podem 

agir em sinergia otimizando a produção de interferon (IFN)-γ (Gazzinelli et al., 1994;  Miller 

et al., 2009; Yarovinsky, 2014). 

A ativação de macrófagos por IFN-γ induz atividades antiparasitárias que incluem 

mecanismos oxidativos, não oxidativos e a indução da produção da enzima indoleamina 

2,3-dioxigenase (IDO) que degrada o triptofano, um aminoácido essencial para o crescimento 

do parasito, o que implica na inibição da proliferação ou a destruição de T. gondii 

(Pfefferkorn; Rebhun; Eckel, 1986; Arranz-Solís; Mukhopadhyay; Saeji, 2020). Além disso, 
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algumas GTPases induzidas por IFN-γ também possuem atividades contra a infecção, pois 

tendem a se acumular nas proximidades do vacúolo parasitóforo, contribuindo para a sua 

destruição (Collazo et al., 2001; Butcher et al., 2005; Zhao et al., 2009). Adicionalmente, 

IFN-γ favorece a conversão de taquizoítas em bradizoítas e, ao mesmo tempo, previne a 

ruptura dos cistos teciduais, impedindo a reativação do parasitismo no hospedeiro 

(Arranz-Solís; Mukhopadhyay; Saeij, 2020).

Uma vez estabelecida a resposta imune inata e o consequente processamento 

antigênico, inicia-se a resposta imune adaptativa mediada por células, como os linfócitos 

TCD4+, que se tornam ativos e atuam produzindo e secretando diversos mediadores 

inflamatórios, como o óxido nítrico (NO), além de induzir um aumento ainda maior nos níveis 

de IL-12 e IFN-γ (Miller et al., 2009; Melo; Jensen; Saeij, 2011). Contudo, uma resposta 

inflamatória exacerbada pode ser danosa para o hospedeiro (Melchor; Ewald, 2019). Assim, é 

importante haver um balanço entre os perfis das respostas Th1 e Th2. Esse balanço pode ser 

mediado pela produção de citocinas, como IL-4, IL-10 e TGF-β1, que atuam diminuindo a 

produção de NO em macrófagos, a atividade citotóxica de células NK e a maturação de 

células dendríticas (Wille et al., 2001; Miller et al., 2009; Arranz-Solís; Mukhopadhyay; 

Saeij, 2021).

Durante a gestação, a presença do feto e da placenta altera a imunidade e a fisiologia 

materna para permitir uma gravidez bem-sucedida. Nesse período, o sistema imunológico 

materno passa por fases distintas, caracterizadas por processos biológicos específicos (Saito; 

Miyazaki; Sasaki, 2006; Racicot et al., 2014). Assim, um balanço entre diferentes perfis de 

citocinas é necessário para o sucesso gestacional. Para que ocorra a implantação do 

blastocisto no endométrio e a invasão do trofoblasto, é preciso um microambiente 

inflamatório. Esse ambiente está associado a um aumento na produção de quimiocinas e 

citocinas pró-inflamatórias, que mantêm a decídua e contribuem para o remodelamento das 

artérias espiraladas, permitindo maior fluxo sanguíneo para o embrião (Chen et al., 2012; 

Gude et al., 2004; Burton; Jauniaux; Charnock-Jones, 2007; Pollheimer; Knofler, 2012; Kim; 

Kim, 2017).

Apesar de o perfil pró-inflamatório ser necessário para a implantação, durante a 

gestação a produção de citocinas anti-inflamatórias, como IL-4, IL-10 e TGF-β1, favorece o 

desenvolvimento do feto semi-alogênico. Essas citocinas são liberadas por células 

imunológicas maternas, como linfócitos, macrófagos, células NK uterinas, e por células fetais, 

como o trofoblasto (Prossler et al., 2014; Svensson-Arvelund, 2015; Gamliel et al., 2018; Wu 

et al., 2021). Entretanto, esse perfil anti-inflamatório pode favorecer a infecção por patógenos, 
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como T. gondii. Por outro lado, uma resposta inflamatória, como a desencadeada durante a 

infecção, pode causar desequilíbrio no microambiente placentário, levando a complicações 

gestacionais (Schminkey; Groer, 2014; Yang; Zheng; Jin, 2019; Gómez-Chávez et al., 2020).

1.3. Placenta humana e linhagem de células trofoblásticas (BeWo)

Células trofoblásticas constituem o revestimento externo do blastocisto e apresentam 

uma vasta gama de atividades funcionais, incluindo a implantação do embrião em um 

endométrio receptivo, precedido das fases de reconhecimento e adesão (Turco; Moffett, 

2019). A implantação, bem como a formação de uma placenta funcional, que prove 

suprimento metabólico para o feto em desenvolvimento, requer um equilíbrio delicado de 

numerosos fatores regulatórios envolvendo uma complexa rede de comunicação entre células 

trofoblásticas, células deciduais e células do sistema imune (Gude et al., 2004).

Estruturalmente a placenta subdivide-se nas porções materna e fetal, constituídas pela 

decídua e placa coriônica, respectivamente (Burton; Jauniaux; Charnock-Jones, 2007). Na 

interface dessas regiões encontra-se o espaço interviloso com a presença de vilos flutuantes, 

extensamente banhados pelo sangue materno extravasado, que apresentam um eixo central 

constituído por tecido conjuntivo (mesênquima) e externamente são revestidos pelo 

sinciciotrofoblasto (populações celulares que se diferenciam durante a implantação) e 

citotrofoblasto (Gude et al., 2004; Burton; Jauniaux; Charnock-Jones, 2007; Pollheimer; 

Knöfler, 2012; Knöfler et al., 2019).

Há também os vilos de ancoragem, que fixam a placa coriônica à mucosa uterina 

decidualizada, essa fixação é viabilizada por uma coluna de células trofoblásticas (Aplin et 

al., 2020). Na extremidade distal desta coluna, distingue-se uma população de células que 

migram por entre as células deciduais, o trofoblasto extraviloso, responsável pela invasão do 

endométrio até o terço interno do miométrio. O principal alvo desta subpopulação celular são 

as arteríolas espiraladas da decídua materna que são remodeladas tornando-se dilatadas e com 

pouca resistência ao fluxo sanguíneo. Falhas na remodelação destas arteríolas estão 

associadas com várias patologias gestacionais como a pré-eclâmpsia e restrição de 

crescimento intrauterino (Knöfler, 2010; Pollheimer; Knöfler, 2012).

Além de participar da formação placentária, nutrição do embrião e regulação 

hormonal, o trofoblasto atua como barreira de proteção entre a circulação fetal e materna que 

precisa ser mantida intacta a fim de proteger o organismo contra o ataque de patógenos 

(Koga; Aldo; Mor, 2009; Pollheimer; Knofler, 2012). Nesse sentido, vários estudos buscam 
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entender o papel do trofoblasto na resposta imune durante a gravidez frente a diversas 

infecções (Da Silva et al., 2017; De Souza et al., 2021).

Células BeWo, as quais apresentam propriedades semelhantes às do trofoblasto 

primário, são consideradas um ótimo modelo para o estudo da interface materno-fetal (Costa 

et al., 2021; Rosini et al., 2022; Martínez et al., 2023). Elas foram isoladas de um 

coriocarcinoma humano e possuem características de trofoblasto humano, pois secretam 

hormônios como gonadotrofina coriônica humana (hCG), hormônio lactogênio placentário 

(hPL), progesterona e estradiol (Pattillo; Gey, 1968; Wolfe, 2006). 

1.4. Galectina-3 e seu papel na gestação

As galectinas são um subgrupo de lectinas que contêm um ou dois domínios de 

reconhecimento de carboidratos (CRDs) com afinidade por glicanos contendo 

beta-galactosídeo (β-galactosídeo) (Liu; Rabinovich, 2010; Chou et al., 2018). As galectinas 

podem ser categorizadas em três grupos com base em suas estruturas, o primeiro grupo 

consiste nas galectinas prototípicas (galectinas 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 e 15), cada uma 

contendo um único tipo de domínio CRD. O segundo grupo compreende as galectinas em 

tandem (galectinas 4, 6, 8, 9 e 12), caracterizadas por apresentarem pelo menos dois CRDs 

distintos, mas homólogos, em uma única cadeia polipeptídica. Por fim, há as galectinas do 

tipo quimera, representadas exclusivamente pela galectina-3 (Gal-3), que possui um CRD na 

região C-terminal e um amplo domínio de ligação à proteína na região N-terminal que 

aumentam a avidez de ligação ao ligante beta-galactosídeo (Nio-Kobayashi, 2017; 

Brinchmann; Patel; Iversen, 2018).

Gal-3 é uma proteína solúvel de aproximadamente 30 kDa (Brinchmann; Patel; 

Iversen, 2018). Está localizada no citoplasma e no núcleo de diversos tipos celulares, mas 

também é encontrada na superfície celular e na matriz extracelular (Sciacchitano et al., 2018). 

Devido à sua ampla distribuição, participa de diversos processos biológicos, como regulação 

do crescimento, proliferação e diferenciação celular, apoptose, transdução de sinal, bem como 

interações célula-célula e célula-matriz extracelular (Chou et al., 2018). 

Além disso, Gal-3 participa de respostas imunes, incluindo processos inflamatórios 

agudos e crônicos, regulação da tolerância imunológica e recrutamento de células efetoras 

imunes em respostas associadas a interações patógeno-hospedeiro (Blois et al., 2007; 

Rabinovich; Toscano, 2009; Sato et al., 2009; Liu; Rabinovich, 2010). Esta lectina tem papéis 

promissores durante a infecção por Trypanosoma cruzi (Chain et al., 2020; Pineda et al., 
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2020) Leishmania spp. (Oliveira et al., 2021) e desempenha um papel significativo durante a 

infecção por Toxoplasma gondii (Bernardes et al., 2006; Debierre-Grockiego et al., 2010; 

Alves et al., 2010, 2013; Liu; Huang; Lu, 2018). 

Alves e colaboradores (2010) demonstraram que Gal-3 aumenta a viabilidade e 

ativação de neutrófilos infectados por T. gondii. Além disso, Gal-3 é essencial para produzir 

espécies reativas de oxigênio (ROS) em neutrófilos de camundongos infectados com a cepa 

RH de T. gondii (Alves et al., 2013). Também foi relatado que Gal-3 desempenha um papel na 

imunidade inata, gerando um perfil pró-inflamatório e desempenhando um papel regulatório 

nas células dendríticas, capaz de modular a imunidade adaptativa (Bernardes et al., 2006). 

Gal-3 também está associada ao controle do parasitismo em camundongos infectados por via 

oral com T. gondii, desencadeando uma resposta pró-inflamatória no intestino, fígado e 

tecidos cerebrais (Bernardes et al., 2006). Além disso, Gal-3 pode desempenhar um papel 

crítico na regulação da produção de citocinas em camundongos hospedeiros infectados por T. 

gondii (Liu; Huang; Lu, 2018).

No microambiente placentário, Gal-3 desempenha um papel crucial na interação do 

embrião com o endométrio durante a implantação, e sua expressão pelas células endometriais 

é regulada pela gonadotrofina coriônica humana (hCG) (Yang et al., 2011, 2013). Além disso, 

Gal-3 é expresso em diversas linhagens de células trofoblásticas, incluindo trofoblastos 

vilosos e extravilosos, como as linhagens BeWo e HTR-8/SVneo, respectivamente; e nas 

vilosidades coriônicas humanas do primeiro e terceiro trimestres de gravidez (Maquoi et al., 

1997; Hutter et al., 2016; Bojić-Trbojević et al., 2019; Xiao et al., 2019).

Foi demonstrado que Gal-3 está envolvida nos processos de interação entre as células 

trofoblásticas e a matriz extracelular durante o processo de placentação (Maquoi et al., 1997). 

Nesse contexto, a baixa expressão ou ausência de Gal-3 compromete o desenvolvimento 

embrionário ao interferir na interação das vilosidades placentárias com o endométrio (Freitag 

et al., 2020a). Este fenótipo também tem sido associado ao aumento da apoptose trofoblástica, 

disfunção placentária, restrição do crescimento fetal e inflamação pronunciada com um 

infiltrado significativo de células NK, resultando em falha gestacional (Xiao et al., 2019; 

Freitag et al., 2020a). Além disso, foi demonstrado que a restrição do crescimento fetal está 

associada à falha no aumento dos níveis séricos de Gal-3 durante o segundo e terceiro 

trimestre de gravidez em humanos (Freitag et al., 2020a). Da mesma forma, foi relatada uma 

associação entre baixos níveis séricos de Gal-3 em mulheres grávidas e o desenvolvimento de 

diabetes mellitus gestacional (Freitag et al., 2020b).

Apesar de ser uma lectina abundante em células trofoblásticas humanas e no 
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microambiente placentário, não há estudos que mostram a participação funcional da Gal-3 

durante a gestação frente à infecção por T. gondii. Portanto, estudos que investiguem a função 

de Gal-3 na passagem transplacentária de T. gondii podem esclarecer os mecanismos 

envolvidos na transmissão do parasito para o feto e gerar conhecimentos para o 

estabelecimento futuro de novas estratégias no combate à infecção congênita.
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2. JUSTIFICATIVA

A passagem transplacentária de T. gondii é uma das maiores complicações decorrentes 

da infecção, podendo levar ao aborto e a más formações fetais. Para que a gestação seja 

bem-sucedida, é essencial a modulação do perfil imunológico materno para evitar a rejeição 

do feto. Gal-3 desempenha um papel importante nas interações celulares na interface 

materno-fetal e está relacionada com o controle de infecções por diferentes patógenos. A 

literatura atual tem revelado a importância de Gal-3 na promoção da função placentária 

adequada, bem como durante a infecção sistêmica por T. gondii. No entanto, não há estudos 

sobre a participação funcional dessa lectina durante a infecção por T. gondii no contexto 

gestacional. Diante do exposto, nossa hipótese é que a presença de Gal-3 seja importante no 

controle da infecção por T. gondii na interface materno-fetal.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente trabalho visa investigar o papel funcional de Gal-3 durante a infecção 

experimental por T. gondii em células BeWo e em vilos placentários de terceiro trimestre 

gestacional.

3.2. Objetivos específicos 

- Promover o silenciamento parcial (knockdown) da expressão gênica de Gal-3 em 

células BeWo;

- Promover o bloqueio de Gal-3 em vilos placentários humanos de terceiro trimestre 

gestacional com o uso de β-lactose e inibidor sintético (GB1107);

- Quantificar os índices de adesão, invasão e proliferação intracelular de T. gondii;

- Avaliar o papel de Gal-3 sobre o perfil de produção de citocinas anti e 

pró-inflamatórias por células BeWo e vilos placentários humanos infectados ou não 

com T. gondii.
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4. METODOLOGIA

4.1. Cultura de células e manutenção dos parasitos 

Células trofoblásticas vilosas humanas (linhagem BeWo) foram adquiridas 

comercialmente da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA) e 

mantidas em meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 100U/mL 

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

(Sigma) e 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab). As culturas foram mantidas a 37°C sob 

atmosfera umidificada contendo CO2 (5%). Taquizoítas de Toxoplasma gondii (cepa RH, 

clone 2F1) expressando constitutivamente o gene da β-galactosidase foram mantidos por 

passagens seriadas em células BeWo cultivadas em meio RPMI 1640 contendo 2% de SFB, 

100U/mL de penicilina e 100μg/mL de estreptomicina a 37°C e CO2 (5%) (Teixeira et al., 

2023). De acordo com o Comunicado Nº13/2012, o Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos da UFU (CEP) declara que projetos de pesquisa que envolvam células adquiridas 

comercialmente não necessitam de aprovação ética pelo comitê (Anexo I).

4.2. Coleta de placenta humana

Placentas humanas de terceiro trimestre gestacional (36 a 40 semanas de gestação, N = 

9) foram coletadas após partos cesáreos eletivos no Hospital de Clínicas da Universidade 

Federal de Uberlândia (HC-UFU), MG, Brasil. Os métodos experimentais foram aprovados 

pelo Comitê de Ética pertinente com número de aprovação 5.614.590. O protocolo de 

pesquisa utilizando amostras de tecido humano foi realizado de acordo com as diretrizes e 

regulamentos.

Os tecidos placentários foram coletados seguindo critérios de exclusão conforme 

descrito anteriormente (Teixeira et al., 2020, 2023). Resumidamente, os tecidos placentários 

foram lavados em PBS 1x estéril gelado (pH = 7,2) para remover o excesso de sangue e 

depois dissecados assepticamente para remover tecido endometrial e membranas fetais até 1h 

após a coleta. Vilos placentários contendo cinco a sete pontas livres foram coletadas conforme 

descrito anteriormente e adicionadas a microplacas de 96 poços (uma vilosidade por poço) em 

200μL/poço de meio RPMI 1640 fresco suplementado com 100U/mL de penicilina, 

100μg/mL de estreptomicina (Sigma) e 10% de SFB por 24h a 37°C sob atmosfera 

umidificada contendo CO2 (5%) até o procedimento experimental.



20

4.3. Transfecção de células BeWo para o silenciamento de Gal-3

O uso de RNA de interferência (RNAi) pode ser mediado através de dois tipos de 

moléculas; RNA interferente pequeno de fita dupla quimicamente sintetizado (siRNA) ou 

RNA em gancho curto baseado em vetor (shRNA) (Rao et al., 2009; Shan, 2010). 

Promovemos o knockdown de Gal-3 em trofoblastos vilosos humanos (linhagem BeWo) 

usando partículas lentivirais de shRNA humano, de acordo com o fabricante. Resumidamente, 

células BeWo (0,5x105/1,5mL/poço) foram cultivadas em placas de cultura de 6 poços e 

incubadas a 37°C e 5% de CO2 por 18h. No dia seguinte, as células estavam com 50% de 

confluência e foram transfectadas com 10μL de partículas lentivirais de galectina-3 shRNA 

(h) (SC-155994-V, Santa Cruz Biotechnology, INC) ou partículas lentivirais de shRNA 

controle (SC-108080) em meio contendo 10% de SFB e Polybrene (5µg/mL) (SC-134220) e 

incubadas por 18h a 5% CO2 e 37°C. Posteriormente, o meio removido e alterado para meio 

contendo apenas 10% de SFB e as células foram deixadas proliferar por mais 24h. 

Posteriormente, as células BeWo foram tratadas com 3µg/mL de Puromycin (SC-108071) 

para selecionar populações que expressam shRNA. O meio contendo puromicina (3µg/mL) 

foi substituído a cada 48h por cerca de 10 dias. Finalmente, as populações selecionadas foram 

expandidas e testadas para determinar a expressão de Gal-3 utilizando as técnicas de Western 

blotting e imunofluorescência.

4.4. Western Blotting

Para verificar o silenciamento parcial de Gal-3 em células BeWo, bem como a inibição 

de Gal-3 em vilos placentários de terceiro trimestre gestacional previamente incubados com o 

inibidor sintético GB1107 (as condições detalhadas de tratamento serão apresentadas abaixo 

no item 4.8), realizamos o ensaio de Western Blotting, conforme descrito anteriormente 

(Barbosa et al., 2015). Resumidamente, células BeWo WT, BeWo shRNA controle e células 

BeWo shGal-3 foram coletadas da cultura e incubadas com tampão de lise [Tris-HCl 50 mM, 

NaCl 150 mM, Triton X-100 a 1%, 1% (p/v) desoxicolato de sódio e 0,1% (p/v) dodecil 

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

Diagnostic, Mannheim, Alemanha), ortovanadato de sódio (Na3VO4) e fluoreto de sódio 

(NaF) (Sigma). Posteriormente, as células passaram por três ciclos de congelamento em 

nitrogênio líquido e descongelamento em banho-maria a 37°C. Esses procedimentos 

permitiram a obtenção de lisado celular para quantificação proteica e detecção de Gal-3 por 

Western Blotting. O extrato protéico total foi centrifugado (10.000rpm, 15min, 4°C) e a 
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quantidade proteica mensurada pelo ensaio de Bradford. Em seguida, 60µg de proteínas foram 

separadas de acordo com seu tamanho molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida a 

12% (SDS-PAGE), utilizando um padrão de peso molecular como controle. Posteriormente, 

as proteínas foram eletrotransferidas para uma membrana de PVDF (Fluoreto de 

Polivinilideno; Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). A membrana foi bloqueada para 

ligação inespecífica com leite desnatado a 4% em solução salina tamponada com TRIS (TBS: 

TRIS 25 mM e NaCl 0,15 M, pH 7,4) por 1h e incubada por 18h com o anticorpo monoclonal 

anti-Gal-3 (1:1000, 14-5301-82, BioM3/38, eBioscience) diluído em TBS à temperatura 

ambiente. Após a incubação, a membrana foi lavada três vezes sob agitação suave com TBS e 

depois incubada com o anticorpo secundário IgG anti-rato conjugado com HRP (1:2000, 

Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, EUA) em TBS com 2% de leite 

desnatado por 2h em temperatura ambiente. A expressão de β-actina foi utilizada como 

controle (1:1000; SC-81178; Santa Cruz Biotechnology, INC). Finalmente, a membrana foi 

lavada três vezes novamente e visualizada utilizando o kit de quimioluminescência (Thermo 

Scientific) no ChemiDoc MP Imaging System (BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, 

EUA).

4.5. Imunofluorescência para Gal-3

A expressão de Gal-3 também foi verificada por imunofluorescência. Células BeWo 

Wild Type, shRNA controle e shGAL-3 (1x105/500µl/poço) foram plaqueadas em 

microplacas de 24 poços contendo lamínulas de 13mm e incubadas a 37°C e CO2 (5%) por 

18h. Posteriormente, as células foram fixadas com paraformaldeído (PFA) a 4% durante 

45min à temperatura ambiente, depois lavadas com PBS 1x e incubadas durante 18h com o 

anticorpo monoclonal anti-Gal-3 [diluído 1:1000 em PGN (PBS contendo 0,25% de gelatina 

+ 0,01% de saponina)] (14-5301-82, BioM3/38, eBioscience)] no escuro a 4ºC. Após, as 

lamínulas foram lavadas com PBS 1x e incubadas com IgG anti-camundongo conjugado com 

Alexa Fluor 488 e TO-PRO-3 iodide (Invitrogen Califórnia, EUA) (ambos diluídos 1:500 em 

PGN 0,01% saponina) por 1h no escuro a 4°C para marcar Gal-3 e o núcleo, respectivamente. 

As lamínulas foram montadas em lâminas de vidro e as amostras foram analisadas usando 

microscopia confocal de fluorescência (40X, Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha).
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4.6. Proliferação e invasão intracelular de T. gondii

Células BeWo Wild Type, shRNA controle e shGAL-3 (3x104/100µL/poço) foram 

cultivadas em microplacas de 96 poços contendo meio RPMI e 10% de SFB, e mantidas por 

18h em incubadora a 37ºC com 5% de CO2. Posteriormente, as células foram infectadas com 

taquizoítas de T. gondii em uma multiplicidade de infecção (MOI) de 3:1 (proporção de 

parasitos por célula), em meio RPMI com 10% de SFB por 3h para avaliar a invasão de T. 

gondii ou por 24h para avaliar a proliferação intracelular de T. gondii. A invasão do parasito e 

a proliferação intracelular foram avaliadas usando o ensaio colorimétrico de β-galactosidase, 

uma reação usando o substrato reagente clorofenol vermelho-β-D-galactopiranosídeo (CPRG; 

Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), conforme descrito anteriormente (Teixeira et al., 

2023). A absorbância foi determinada em 570nm e a invasão e proliferação intracelular de T. 

gondii foi descrita como o número de taquizoítas obtidos de acordo com uma curva padrão 

contendo taquizoítas livres (1×106 a 15,6×103), os dados foram expressos em porcentagem (% 

de invasão ou proliferação de T. gondii).

4.7. Ensaio de adesão e invasão (“verde/vermelho”)

Usamos o ensaio de coloração diferencial de anticorpos verde/vermelho para 

confirmar o envolvimento de Gal-3 nas etapas iniciais da infecção por T. gondii, conforme 

descrito previamente (Lim et al., 2018; Teixeira et al., 2023, 2021). Células BeWo Wild Type, 

shRNA controle e shGAL-3 (1x105/500μL/poço) foram cultivadas em microplacas de 24 

poços contendo lamínulas de 13mm e mantidas por 18h em estufa a 37ºC com 5% de CO2. 

Posteriormente, as células foram infectadas com taquizoítas de T. gondii (3:1) por 3h. Em 

seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1x para remover parasitos não 

invadidos. Em seguida, as células foram fixadas com PFA a 4% durante 15min à temperatura 

ambiente e foram incubadas com anticorpo primário anti-T. gondii policlonal feito em coelho 

(Abcam #20530; Waltham, MA, EUA) [diluído 1:500 em PGN (PBS contendo 0,25% de 

gelatina)] à temperatura ambiente por 1h, seguido por IgG anti-coelho conjugado com Alexa 

Fluor 594 (Invitrogen, EUA #A11012; Waltham, MA, EUA) também diluído 1:500 em PGN. 

Em seguida, as células foram incubadas durante 1h com anticorpo primário policlonal feito 

em coelho anti-T. gondii (diluído 1:500 em PGN-0,01% saponina - solução permeabilizante) 

seguido de incubação por 1h com IgG anti-coelho conjugado com Alexa Fluor 488 

(Invitrogen, EUA #A11008; Waltham, MA, EUA), e DAPI marcador para o núcleo da célula 

(Invitrogen, EUA) ambos diluídos 1:500 em PGN + saponina. As lamínulas foram montadas 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001706X21002904#bib0048
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em lâminas de vidro e as amostras foram analisadas utilizando microscopia confocal de 

fluorescência (40X, Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha). O número de parasitos intracelulares 

(verde+/vermelho-) e aderidos [vermelho+ ou verde+/vermelho+ (amarelo)] foi contado em 

20 campos selecionados aleatoriamente em cada lamínula montada separadamente (Fernandes 

et al., 2023; Teixeira et al., 2023). A proporção do número de taquizoítas intracelulares em 

relação ao número total de parasitos foi considerada como a razão da invasão.

4.8. Viabilidade de vilos placentários

Para bloquear a atividade da Gal-3 nos vilos placentários, utilizamos β-lactose, um 

açúcar que possui alta afinidade pelo sítio de ligação da lectina. Estudos anteriores 

demonstraram a eficácia da β-lactose na inibição dos domínios N-terminal e C-terminal desta 

proteína em concentrações semelhantes às utilizadas neste trabalho (Sano et al., 2000; 

Fernández et al., 2005; Stowell et al., 2008). Também utilizamos um inibidor sintético 

específico para Gal-3, que penetra nas células, GB1107 (3,4-diclorofenil 

3-desoxi-3-[4(3,4,5-trifluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-1-tio-α-D-galactopiranosídeo), que 

foi generosamente fornecido por Galecto Biotech (Zetterberg et al., 2018; Vuong et al., 2019).

Primeiramente, os vilos placentários foram coletados e cultivados por 24h conforme 

mencionado anteriormente. Com base na literatura, os vilos placentários foram tratados ou 

não com β-lactose (30, 50, 100 e 150mM) por 2h ou com GB1107 (180, 150 e 120μM) por 

24h. Adicionalmente, após as 24h de tratamento com o inibidor GB1107, o meio foi removido 

e substituído por meio 10% SFB livre de tratamento, e a toxicidade também foi avaliada. 

A viabilidade tecidual foi medida por MTT, LDH e ensaios histológicos, de acordo 

com protocolos publicados (Teixeira et al., 2020). Resumidamente, após o tempo de 

tratamento determinado, os sobrenadantes da cultura foram coletados e a concentração de 

LDH medida de acordo com as instruções do fabricante com pequenas modificações (LDH 

Liquiform, Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil | Ref 86-2/30, Lote 7010). Este 

ensaio é baseado no consumo e diminuição da absorção de NADH a 340nm, medido por uma 

leitora de microplacas (Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, EUA). A LDH liberada no meio de cultura foi expressa em U/L de atividade enzimática 

da LDH e foi usada como marcador de integridade tecidual.

Paralelamente, na mesma condição experimental descrita acima, a viabilidade tecidual 

também foi avaliada pelo ensaio MTT. Após os tratamentos, os sobrenadantes da cultura 

foram removidos e substituídos por 200µL de solução de MTT [180 µL de meio de cultura 
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mais 20 µL de MTT (5 mg/mL)] por 4h a 37°C e 5% de CO2. Posteriormente, os cristais de 

formazan resultante da redução do MTT foram solubilizados pela adição de uma solução 

contendo 10% de dodecil sulfato de sódio (SDS, Sigma) em 100µL de água e 

N,N-dimetilormamida (DMF 1:1) por 18h, 37°C, 5% CO2. Finalmente, as vilosidades foram 

removidas de cada poço e a absorbância (570nm) foi mediada por uma leitora de microplacas 

(Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). A 

viabilidade tecidual foi expressa em porcentagens (% de viabilidade por incorporação de 

MTT), sendo a absorbância das vilosidades incubadas apenas com meio de cultura (grupo não 

tratado) considerada 100% viável. Além disso, realizamos análises morfológicas das 

vilosidades tratadas para corroborar os ensaios de viabilidade. Secções de tecido de 

vilosidades foram coradas com hematoxilina/eosina e examinadas utilizando um microscópio 

óptico (X40, Scanscope AT).

4.9. Infecção por T. gondii nas vilos placentários

Quantificamos a proliferação intracelular de T. gondii em explantes de vilos 

placentários tratadas com β-lactose ou GB1107 usando um ensaio colorimétrico de 

β-galactosidase. Resumidamente, as vilosidades foram coletadas e cultivadas em microplacas 

de 96 poços (uma vilosidade por poço/200µL) em meio de cultura suplementado por 24h a 

37°C e 5% de CO2. Em seguida, as vilosidades foram tratadas nas concentrações não tóxicas 

de β-lactose (30, 50, 100 e 150mM) por 2h e GB1107 (120μM) por 24h e depois infectadas 

com taquizoítas de T. gondii (1×106/200µL/poço) e incubadas por 24h a 37°C e 5% CO2. Os 

vilos placentários foram coletados e armazenados a -80°C para as seguintes análises: 

determinação do conteúdo proteico usando o reagente de Bradford e proliferação intracelular 

de T. gondii por ensaio de β-galactosidase de acordo com protocolos publicados (Teixeira et 

al., 2023).
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4.10. Detecção de citocinas

Os níveis das citocinas humanas IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α, IFN-γ e MIF 

liberadas nos sobrenadantes da cultura, produzidos pelas células BeWo ou por vilos 

placentários, sob as diferentes condições experimentais, foram medidos usando o ensaio de 

ELISA, seguindo as instruções do fabricante (BD Bioscience, San Diego, CA, EUA; R&D 

Systems, Minneapolis, MN, EUA). Os dados foram expressos em pg/mL de acordo com uma 

curva padrão de cada citocina para células BeWo. Para explantes placentários, as 

concentrações de citocinas foram normalizadas usando uma razão entre a produção de 

citocinas (pg/mL) e seu conteúdo de proteína total correspondente (μg/mL) de cada amostra, 

sendo os níveis demonstrados em pg/mg de tecido. Os limites de detecção de cada citocina 

foram determinados a partir de curvas padrão: IL-4 (7,8 pg/mL), IL-6 (4,7 pg/mL), IL-8 (3,1 

pg/mL), IL-10 (7,8 pg/mL), TNF-α (7,8 pg/mL). mL), INF-γ (4,7 pg/mL) e MIF (125 pg/mL).

4.11. Análise estatística

Todos os dados foram expressos como média e erro padrão das médias (±SEM). Os 

dados obtidos foram submetidos à teste de normalidade, sendo que quando paramétricos, 

foram posteriormente analisados pelo teste One-way ANOVA com pós-teste por comparações 

múltiplas de Sidak, e quando não paramétricos, isto é, não validados via teste de normalidade,  

os  dados  foram  analisados  pelo  teste de  Kruskal-Wallis  com  pós-teste por comparações  

múltiplas  de  Dunn, utilizando o programa GraphPad  Prism® Version  8.00 (GraphPad  

Software,  Inc., San  Diego, EUA). Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. A expressão de Gal-3 foi eficientemente reduzida em células BeWo após 
transfecção de shRNA

Depois de promover o knockdown de Gal-3 em uma linhagem de células trofoblástica 

vilosas humanas (células BeWo) usando partículas lentivirais de shRNA, a redução da 

expressão de Gal-3 foi confirmada por técnicas de Western Blotting e imunofluorescência. 

Mostramos que a expressão proteica foi parcialmente reduzida apenas em células BeWo 

submetidas a partículas lentivirais de galectina-3 shRNA em comparação com os grupos 

controle (Wild Type e shRNA controle); além disso, a expressão de Gal-3 não foi alterada nas 

células BeWo submetidas às partículas lentivirais de controle de shRNA em comparação com 

as células BeWo Wild Type (Figura 1A). Em relação ao ensaio de imunofluorescência, 

células BeWo Wild Type (Figura 1B) e shRNA controle (Figura 1C) apresentam um padrão 

de expressão/distribuição homogêneo de Gal-3 (cor verde) por toda a célula, enquanto nas 

células BeWo shGal-3 a marcação da proteína encontra-se parcialmente reduzida (Figura 

1D).

Figura 1. A expressão de Gal-3 é eficientemente reduzida em células BeWo após transfecção de shRNA. Células 

BeWo foram transfectadas com shRNA de Galectina-3 ou partículas lentivirais de shRNA controle. O 

knockdown de Gal-3 foi confirmado por Western blotting (A) e ensaios de imunofluorescência (B-D). Imagens 

de fluorescência representativas são demonstradas com ampliação de 40x, barra de escala 24µm. Foi realizado 

um experimento independente em quadruplicata. 
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5.2. A diminuição da expressão de Gal-3 em células BeWo favoreceu a invasão e 
proliferação intracelular de T. gondii

Após a confirmação do silenciamento gênico, verificamos o impacto do knockdown 

da proteína na invasão e proliferação de T. gondii em células BeWo (Wild Type, shRNA 

controle e shGal-3). Avaliamos a invasão parasitária (3h) ou a proliferação intracelular (24h) 

utilizando o ensaio de β-galactosidase. Observamos que o knockdown de Gal-3 aumentou a 

invasão de parasitos em comparação com células Wild Type (*P=0,0011) ou células de 

controle shRNA (#P=0,0277) (Figura 2A). Da mesma forma, a expressão reduzida de Gal-3 

em células BeWo favoreceu a proliferação de T. gondii em comparação com células BeWo 

Wild Type (*P=0,0222) ou controle shRNA (#P=0,0215) (Figura 2B), sugerindo Gal-3 como 

uma proteína chave envolvida no controle do parasitismo. Para consolidar nossos achados e 

confirmar a capacidade de Gal-3 em interferir nas primeiras etapas da infecção parasitária, 

avaliamos as taxas de adesão e invasão após 3h de infecção por T. gondii utilizando o ensaio 

de fluorescência “verde/vermelho”. Corroborando com nossas descobertas anteriores, o 

knockdown da proteína alvo em células BeWo resultou em um aumento significativo na taxa 

de invasão em comparação com células que possuem expressão normal de Gal-3 (*P=0,0076) 

ou células de controle de shRNA (#P=0,0322) (Figura 2C). Em consonância com este 

resultado, a diminuição da expressão de Gal-3 aumentou significativamente o número de 

parasitos intracelulares em relação às células Wild Type (*P=0,0246) ou células shRNA 

controle (#P=0,0180) (Figura 2D). Curiosamente, as células shGal-3 não apresentaram 

diferença estatística no número de parasitos aderidos em comparação com os grupos controle 

(Figura 2D). Imagens ilustrativas de fluorescência destacam os taquizoítas de T. gondii 

aderidos e intracelulares (Figura 2 E-G).
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Figura 2. A baixa expressão de Gal-3 em células BeWo aumenta a invasão e proliferação intracelular de T. 
gondii. (A) Células BeWo silenciadas ou não para Gal-3 foram infectadas por 3h para avaliar a invasão de T. 
gondii ou (B) por 24h para avaliar a proliferação do parasito. Em ambas as situações experimentais, o número de 
taquizoítas foi determinado pelo ensaio da β-galactosidase e expresso em porcentagem. Foram realizados quatro 
experimentos independentes em octoplicata. (C) A proporção do número de taquizoítas intracelulares em relação 
ao número total de parasitos foi considerada como razão de invasão. (D) O número de parasitos intracelulares 
(verde+/vermelho-) e aderidos [vermelho ou vermelho+/verde+ (amarelo)] foi contabilizado em 20 campos 
selecionados aleatoriamente e expresso como a razão do número de parasitos pelo núcleo da célula hospedeira. 
(E-G) Imagens representativas de fluorescência destacando o impacto da diminuição da expressão de Gal-3 na 
proliferação de parasitos. Foram realizados dois experimentos independentes em quadruplicata. As imagens 
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foram capturadas com ampliação de 40x (barra de escala: 24μm). *Comparação entre células shGal-3 e Wild 
Type; #Comparação entre shGal-3 e shRNA controle.

5.3. A expressão reduzida de Gal-3 modulou negativamente os níveis de MIF e 
IL6 em células BeWo infectadas por T. gondii

Até o momento, nossas descobertas mostraram que a redução de Gal-3 aumenta a 

proliferação do parasito, pois apresentam maior capacidade de invadir e replicar nas células 

hospedeiras. No entanto, não podemos excluir a possibilidade de que Gal-3 possa afetar a 

resposta imune do hospedeiro. Portanto, investigamos os potenciais efeitos 

imunomoduladores na presença ou redução desta proteína através da dosagem dos níveis de 

citocinas. Mensuramos os níveis de IL4, IL6, IL8, IL10, IFNγ, MIF e TNFα no sobrenadante 

de células BeWo sob diferentes condições experimentais. Observamos que a infecção por T. 

gondii promoveu uma forte regulação positiva nos níveis de MIF pelas células Wild Type 

(*P<0,0001) e shGal-3 (*P<0,0001) em comparação com as células Wild Type e células 

shGal-3 não infectadas, respectivamente (Figura 3A). Curiosamente, as células shGal-3 

infectadas tiveram menor produção de MIF do que as células Wild Type infectadas 

(&P<0,0001) (Figura 3A). A redução da expressão de Gal-3 induziu uma diminuição nos 

níveis de IL6 em comparação com células Wild Type ($P=0,0131). Durante a infecção por T. 

gondii, há uma forte regulação positiva de IL6 em células Wild Type em comparação com a 

condição não infectada (*P=0,0143), mas os níveis também se mantiveram reduzidos em 

células shGal-3 em comparação com células Wild Type infectadas (&P<0,0001) (Figura 3B). 

Em relação à produção de IL8, nossos dados revelaram que as células Wild Type infectadas 

tiveram maior produção de IL8 do que as células Wild Type não infectadas (*P=0,0323) 

(Figura 3C). Por outro lado, os níveis de IFNγ foram mais elevados em células BeWo Wild 

Type não infectadas em comparação com células BeWo Wild Type infectadas (*P=0,0012); 

além disso, na condição não infectada, as células shGal-3 mostraram uma redução na secreção 

de IFNγ em comparação com as células Wild Type ($P=0,0213) (Figura 3D). As citocinas 

IL4, IL10 e TNFα não foram detectadas em sobrenadantes de células BeWo sob quaisquer 

condições experimentais (dados não mostrados). Juntos, esses achados sugerem que a 

modulação negativa de Gal-3 está associada a níveis reduzidos de citocinas essenciais   pelo 

controle da infecção por T. gondii no trofoblasto.
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Figura 3. O knockdown de Gal-3 reduz a produção de MIF e IL6 em células BeWo infectadas por T. gondii. 

Células BeWo Wild Type ou shGal-3 foram infectadas ou não com taquizoítas de T. gondii, os sobrenadantes da 

cultura celular foram coletados para mensuração de (A) MIF, (B) IL6, (C) IL8 e (D) IFNγ. *Comparação entre 

células não infectadas/infectadas; &Comparação entre células infectadas; $Comparação entre células não 

infectadas.

5.4. Concentrações não citotóxicas de β-lactose inibiram significativamente a 
proliferação de T. gondii em vilos placentários de maneira dose-dependente

A viabilidade dos vilos placentários foi avaliada após tratamento por 2h com β-lactose 

utilizando o ensaio MTT. O tratamento com β-lactose não foi tóxico aos vilos placentários em 

todas as doses testadas em relação ao grupo controle (vilos não tratados) (Figura 4A). 

Confirmando o nosso ensaio de viabilidade anterior, o ensaio LDH também revelou que a 

β-lactose não foi tóxica para vilos placentários em comparação com o grupo controle (Figura 
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4B). Além disso, a análise morfológica demonstrou a manutenção da integridade tecidual 

destacada por uma morfologia típica de células citotrofoblásticas (setas pretas) e mesênquima 

(M) em comparação com o grupo não tratado (Figura 4 D-E). Com base nesses resultados, 

promovemos o bloqueio de Gal-3 utilizando concentrações seguras de β-lactose e avaliamos a 

proliferação do parasito. Nossos dados demonstraram que doses mais altas de β-lactose 

(150mM, *P<0,0001; 100mM, *P=0,0002; 50mM, *P=0,0120) prejudicaram 

significativamente a proliferação do parasito quando comparadas com explantes de 

vilosidades não tratadas (Figura 4C).

Figura 4. O tratamento com lactose não afeta a viabilidade dos vilos placentários e controla o parasitismo. Os 
vilos placentários foram incubados por 2h com lactose para inibir o sítio de ligação da Gal-3 (30, 50, 100 e 
150mM) e apenas meio de cultura (grupo controle) e submetidos à análise de viabilidade. (A) A viabilidade dos 
vilos placentários foi determinada pela incorporação de MTT, o grupo controle considerou 100% da viabilidade 
(B) Os sobrenadantes dos vilos placentários foram coletados e usados   para medir os níveis de LDH (U/L). Foi 
realizado um experimento independente em octoplicata. São mostradas fotomicrografias representativas de 
cortes histológicos corados com hematoxilina-eosina (HE) de vilos placentários tratadas com (D) meio de cultura 
ou (E) lactose (150mM) por 2h. As fotomicrografias foram capturadas com ampliação de 40x (barra de escala: 
60μm). (C) Vilos placentários previamente incubados com lactose (30, 50, 100 e 150 mM) foram infectados com 
taquizoítas de T. gondii por 24h e a porcentagem de proliferação intracelular de parasitos foi medida pelo ensaio 
de β-galactosidase, no qual o não tratado/infectado (grupo controle) foi considerado como 100% de proliferação 
parasitária. Foram realizados três experimentos independentes em octoplicata. *Comparação entre 
lactose/controle.
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5.5. A inibição da expressão de Gal-3 em vilos placentários mediada por GB1107 
contribuiu para o aumento da proliferação de T. gondii possivelmente através da 
redução dos níveis de MIF e IL6

A viabilidade dos vilos placentários foi avaliada após tratamento por 24h com 

GB1107, ou após a sua remoção por mais 24h, utilizando o ensaio MTT. Observamos que 

durante as primeiras 24h de tratamento, houve toxicidade para o explante apenas na 

concentração de 180µM (*P=0,0087) e que continuou tóxica mesmo após a remoção do 

tratamento, mostrando-se irreversível ($P<0,0001), em comparação com os respectivos 

controles (grupos incubados apenas com meio de cultura); a concentração de 150µM se 

mostrou tóxica apenas na condição de remoção quando comparado ao controle não tratado, 

sugerindo que essa ainda seja uma dose elevada e que seu resquício causa prejuízos para o 

tecido ($P=0,0008). Assim, em ambas as condições experimentais analisadas, observamos que 

apenas a menor concentração utilizada (120µM) não alterou a viabilidade tecidual comparado 

ao grupo controle (vilos não tratados) (Figura 5A). Confirmando o nosso ensaio de 

viabilidade por MTT, o ensaio LDH também revelou que durante as primeiras 24h de 

tratamento, houve toxicidade para o explante nas concentrações de 180µM (*P<0,0001) e 

150µM (*P<0,0001) e que a toxicidade permaneceu mesmo após a remoção do tratamento, 

mostrando-se irreversível (180µM $P<0,0001; 150µM $P=0,0085). O inibidor sintético não foi 

tóxico para os vilos placentários apenas na menor concentração de uso (120µM) em ambas as 

condições experimentais (tratamento ou remoção) em comparação com o grupo controle 

(Figura 5B). Além disso, a análise morfológica para a concentração de 120µM demonstrou a 

manutenção da integridade tecidual destacada por uma morfologia típica de células 

citotrofoblásticas (setas pretas) e mesênquima (M) em comparação com o grupo não tratado 

(Figura 5 C-D). Com base nesses resultados, promovemos o bloqueio de Gal-3 em vilos 

placentários utilizando concentrações seguras de inibidor e avaliamos inicialmente se nessa 

condição a proteína seria inibida. Confirmamos por Western blotting que 120µM é suficiente 

para inibir Gal-3, mesmo após a remoção do tratamento, evidenciando o seu efeito irreversível 

(Figura 5E). Posteriormente, após validarmos a inibição de Gal-3 dos vilos placentários 

mediada pelo GB1107, avaliamos a proliferação intracelular de T. gondii. Nossos dados 

demonstraram que a inibição da expressão de Gal-3 aumentou a proliferação parasitária 

quando comparado com os vilos placentários não tratadas (*P=0,0450) (Figura 5F).

Buscando compreender o impacto da inibição de Gal-3 mediada pelo tratamento com 

o inibidor na resposta imune, na presença ou ausência da infecção, mensuramos os níveis de 

citocinas no sobrenadante dos vilos placentários. Observamos que a infecção por T. gondii 
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aumentou os níveis de MIF em vilos não tratados (*P = 0,0284) em comparação com o 

controle não infectado. Curiosamente, os vilos infectados que receberam o inibidor, tiveram 

menor produção de MIF do que vilos infectados não tratados (#P=0,0339) (Figura 5G). A 

redução da expressão de Gal-3 induziu ao aumento nos níveis de IL6 em comparação com 

vilos não tratados ($P=0,0020). Contudo, durante a infecção por T. gondii, há uma regulação 

negativa de IL6 nos vilos tratados com inibidor em comparação com a condição não infectada 

(&P=0,0009) (Figura 5H). Em relação à produção de IL10, nossos dados revelaram que os 

vilos não infectados e tratados com inibidor reduziram a produção de IL10 ($P=0,0020) em 

comparação ao controle. Além disso, vilos infectados e não tratados também apresentaram 

uma redução na secreção desta citocina quando comparado ao controle não infectado 

(*P=0,0153) (Figura 5I). Por outro lado, os níveis de TNFα não apresentaram diferença 

estatística em nenhuma condição experimental (Figura 5J).
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Figura 5. O tratamento com inibidor sintético (GB1107) não afeta a viabilidade dos vilos placentários e aumenta 
o parasitismo. Os vilos placentários foram incubados por 24h com inibidor para bloquear Gal-3 (180, 150, 
120uM) e posteriormente o tratamento foi removido e adicionado apenas meio de cultura por mais 24h e 
submetidos à análise de viabilidade. (A) A viabilidade dos vilos placentários foi determinada pela incorporação 
de MTT, o grupo controle considerou 100% da viabilidade (B) Os sobrenadantes dos vilos placentários foram 
coletados e usados   para medir os níveis de LDH (U/L). Foram realizados dois experimentos independentes em 
octoplicata. *Comparação entre GB1107/controle na condição tratada por 24h; $Comparação entre 
GB1107/controle na condição após a remoção do tratamento. São mostradas fotomicrografias representativas de 
cortes histológicos corados com hematoxilina-eosina (HE) de vilos placentários tratadas com (C) meio de cultura 
ou (D) inibidor (120uM) por 24h. As fotomicrografias foram capturadas com ampliação de 40x (barra de escala: 
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60μm). (E) Vilos placentários previamente incubados com inibidor (120uM) e foram infectados com taquizoítas 
de T. gondii por 24h e a porcentagem de proliferação intracelular de parasitos foi medida pelo ensaio de 
β-galactosidase, no qual o não tratado/infectado (grupo controle) foi considerado como 100% de proliferação 
parasitária. Foram realizados três experimentos independentes em octoplicata. *Comparação entre 
GB1107/controle. Adicionalmente, vilos placentários foram infectadas ou não com taquizoítas de T. gondii, os 
sobrenadantes da cultura celular foram coletados para medição de (F) MIF, (G) IL6, (H) IL10 e (I) TNFα. 
*Comparação entre vilos não tratados infectados ou não; &Comparação entre vilos tratados com GB1107 
infectados ou não; $Comparação entre vilos não infectados; #Comparação entre vilos infectados.
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6. DISCUSSÃO

Gal-3 é uma lectina multifuncional de ligação a β-galactosídeo associada à 

implantação, embriogênese, formação placentária, bem como à manutenção e sucesso da 

gravidez (Yang et al., 2011; Yang; Lei; Zhang, 2013). Curiosamente, foi relatado que Gal-3 

desempenha uma participação proeminente durante infecções por parasitos protozoários, 

incluindo T. gondii (Debierre-Grockiego et al., 2010; Alves et al., 2010). Neste cenário, 

investigamos de forma pioneira o papel da Gal-3 durante a infecção por T. gondii através de 

dois modelos experimentais bem estabelecidos de interface materno-fetal: um modelo in vitro 

utilizando células trofoblásticas humanas (células BeWo) e um modelo ex vivo usando vilos 

placentários do terceiro trimestre de gravidez (Costa et al., 2020; Rosini et al., 2021; Martínez 

et al., 2023; Teixeira et al., 2023).

Para desvendar se Gal-3 é capaz de modular etapas essenciais do ciclo lítico de T. 

gondii, avaliamos os processos de adesão, invasão e proliferação. Nossos dados revelaram que 

a expressão reduzida de Gal-3 em células BeWo favoreceu a infecção parasitária, o que foi 

destacado por maiores taxas de invasão e proliferação intracelular, assim como em vilos 

placentários tratados com inibidor sintético GB1107 onde a proliferação do parasito também 

aumentou, indicando que esta lectina desempenha um papel importante no controle do 

parasitismo. Corroborando com nossos dados, Bernardes e colegas (2006) demonstraram que 

a infecção pela cepa ME-49 de T. gondii em camundongos Gal-3-/- exibiu maior carga 

parasitária (Bernardes et al., 2006). Diante do exposto, os resultados encontrados neste estudo 

corroboram os da literatura, uma vez que em células BeWo com expressão reduzida de Gal-3, 

bem como em vilosidades placentárias tratadas com inibidor, houve aumento da invasão e 

proliferação intracelular de T. gondii, sugerindo que esta lectina desempenha um papel 

importante no controle da infecção pelo parasito na interface materno-fetal.

Então, nossas descobertas demonstraram que a expressão reduzida de Gal-3 aumentou 

a suscetibilidade das células BeWo e de vilos placentários tratados com inibidor sintético à 

infecção por T. gondii. Assim, levantou-se a seguinte questão: seria a deficiência da expressão 

de Gal-3 capaz de modular a expressão de mediadores imunológicos importantes no controle 

do parasitismo?

A literatura já demonstrou a importância de Gal-3 na resposta imunológica contra T. 

gondii e outros parasitos. Foi demonstrado que Gal-3 expressa em macrófagos reconhece 

glicosilfosfatidilinositóis (GPIs) na superfície de T. gondii, uma interação necessária para 

gerar uma resposta imune antiparasitária eficaz (Debierre-Grockiego et al., 2010). A ligação 
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da Gal-3 aos GPIs de T. gondii aumenta os níveis de TNF-α nos macrófagos infectados e, 

paralelamente, a Gal-3 também pode atuar como um co-receptor, apresentando os GPIs aos 

receptores do tipo toll (TLRs) nos macrófagos (Debierre-Grockiego et al., 2010). Após 

infecção com a cepa ME-49 de T. gondii, camundongos Gal-3-/- exibiram maior carga 

parasitária, diminuição do recrutamento de monócitos/macrófagos e neutrófilos, atraso na 

resposta inflamatória no sistema nervoso central e concentrações significativamente mais altas 

de IL12 e IFNγ no soro em comparação com camundongos Gal-3+/+, sugerindo que Gal-3 é 

uma molécula importante no curso de uma resposta imune para controlar a proliferação de T. 

gondii in vivo (Bernardes et al., 2006).

Em relação a outros parasitos protozoários, a literatura revelou que Gal-3 reconhece 

glicoproteínas e glicolipídios expressos na superfície de patógenos como Leishmania major, 

Schistosoma mansoni e Trypanosoma cruzi (Pelletier; Sato, 2002; Van Den Berg et al., 2004; 

Pineda et al., 2015). Gal-3 é responsável por reconhecer o lipofosfoglicano presente na 

superfície de L. major, sugerindo que a molécula pode contribuir para uma resposta imune 

específica contra a leishmaniose (Van Den Berg et al., 2004). Outro estudo demonstrou que 

Gal-3 reconhece glicanos presentes em S. mansoni, o que pode ser um padrão para o 

reconhecimento imunológico do parasito mediado por esta galectina (Pineda et al., 2015). 

Além disso, esta molécula parece ser importante no controle de T. cruzi que, ao evadir dos 

mecanismos imunológicos desencadeados pela Gal-3 durante a infecção, altera a estrutura 

molecular da galectina, anulando assim os mecanismos de sinalização associados à imunidade 

inata que são desencadeados por esta lectina (Pineda et al., 2015, 2020).

Assim, avaliamos os efeitos imunomoduladores de Gal-3 mensurando os níveis de 

citocinas presentes nos sobrenadantes de células BeWo Wild Type, shGal-3 e vilos 

placentários (pré-tratados com o inibidor GB1107) infectados ou não por T. gondii. Em geral, 

observamos que a modulação negativa de Gal-3 reduziu os níveis de IL-6 e IFN-γ em células 

BeWo não infectadas. Da mesma forma, a expressão reduzida de Gal-3 também prejudicou a 

produção de MIF e IL-6 em células BeWo infectadas por T. gondii. Além disso, a ausência de 

Gal-3 parece não interferir na produção de IL-8 em células BeWo infectadas ou não. 

Adicionalmente, notamos que a redução de Gal-3 pelo inibidor sintético em vilos placentários 

também prejudicou a produção de MIF e IL-6 nas condições infectadas.

No contexto da interface materno-fetal, estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa 

relataram extensivamente o papel da IL-6, MIF e IFN-γ durante a infecção por T. gondii 

(Rosini et al., 2022; Fernandes et al., 2023; Teixeira et al., 2023). Foi demonstrado que níveis 

mais elevados de MIF em células BeWo e em vilos placentários infectadas por T. gondii estão 
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associados ao controle do parasitismo (Ferro et al., 2008; Franco et al., 2011; Gomes et al., 

2011). De maneira semelhante, a IL-6 desempenha um papel importante durante a invasão e 

implantação do embrião no útero (Champion et al., 2012). e está envolvida no controle de 

infecções por parasitos intracelulares, especialmente T. gondii (Barbosa et al., 2015; Da Silva 

et al., 2017; Gomes et al., 2018; Fernandes et al., 2023; Teixeira et al., 2023). Por outro lado, 

apesar de sua grande importância durante a infecção aguda por T. gondii (Liu; Huang; Lu, 

2018), foi demonstrado que o IFNγ não é capaz de controlar o parasitismo em células BeWo 

(Oliveira et al., 2006; Barbosa et al., 2008; Barbosa et al., 2015). Em conjunto, demonstramos 

que os baixos níveis de IL-6 e MIF nas células shGal-3 BeWo e nos vilos placentários tratados 

com inibidor, poderiam ser responsáveis   pelo comprometimento da invasão e proliferação de 

T. gondii, como descrito anteriormente em modelos distintos na interface materno-fetal 

(Fernandes et al., 2023; Teixeira et al., 2023). Nossos achados indicam que a deficiência na 

expressão de Gal-3 está associada a modulação negativa da produção de citocinas essenciais 

para o controle do parasitismo, destacando assim, que Gal-3 tem papel chave na regulação da 

resposta imune contra T. gondii na interface materno-fetal.

Adicionalmente, avaliamos o papel da Gal-3 durante a infecção por T. gondii usando 

os vilos placentários no terceiro trimestre tratados com β-lactose, um composto que inibe 

eficientemente os domínios N-terminal e C-terminal bloqueando os domínios Gal-3 (Sano et 

al., 2000; Fernández et al., 2005; Stowell et al., 2008). Curiosamente, doses não citotóxicas de 

β-lactose controlaram a proliferação intracelular de T. gondii em vilos placentários de maneira 

dose-dependente, ao contrário dos resultados observados em células BeWo com expressão 

reduzida de Gal-3 e em vilos tratados com inibidor. Acreditamos que esse resultado possa 

estar relacionado à inespecificidade da lactose para o sítio Gal-3, o que poderia estar 

desencadeando outras vias de sinalização intracelular que contribuem para o controle do 

parasitismo.

Além disso, as variações nos resultados observadas entre os diferentes modelos 

empregados nesta pesquisa destacam a importância da utilização de abordagens in vitro e ex 

vivo para investigar a interface materno-fetal em humanos (Rosini et al., 2022; de Souza et 

al., 2023). Embora o estudo de células isoladas seja crucial para decifrar mecanismos 

celulares específicos, o emprego da placenta humana é essencial devido à sua representação 

mais abrangente do ambiente placentário. Este tecido abrange não apenas trofoblastos vilosos, 

mas também trofoblastos extravilosos, sinciciotrofoblastos, mesênquima e vasos sanguíneos 

fetais (Turco, 2019). Consequentemente, o microambiente dos explantes placentários difere 

significativamente daquele dos trofoblastos isolados individuais.
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7. CONCLUSÃO

Nossos achados demonstram que a Gal-3 é uma proteína crucial para o controle da 

infecção por T. gondii, visto que a deficiência em sua expressão resulta em um aumento nas 

taxas de invasão e proliferação do parasita. Além disso, a ausência de Gal-3 está associada à 

modulação negativa de MIF e IL-6, citocinas importantes para o controle da infecção por T. 

gondii na interface materno-fetal.

Este é o primeiro estudo que revela o papel da Gal-3 na infecção por T. gondii no 

contexto gestacional. Nesse sentido, são necessários novos estudos que utilizem outros 

modelos e investiguem os mecanismos pelos quais essa lectina atua no microambiente 

placentário, para que possamos entender completamente sua função no controle da 

transmissão vertical do parasita.
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