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RESUMO
Galectina-3 (Gal-3) é uma lectina que se liga a B-galactosideos, expressa em células do
microambiente placentario. Esta lectina estd envolvida em diversos processos biologicos,
como a modulacdo do sistema imunolédgico e o controle de infecgdes parasitérias, incluindo a
causada por Toxoplasma gondii. A infeccdo por 7. gondii pode levar a transmissdo congénita,
causando abortos espontaneos, prematuridade e anomalias fetais. No entanto, pouco se sabe
sobre o papel da Gal-3 na infec¢ao por 7. gondii na interface materno-fetal. Este estudo teve
como objetivo investigar o papel da Gal-3 na infec¢ao por T. gondii no contexto gestacional.
Para tanto, promovemos o knockdown da expressao de Gal-3 utilizando RNA de interferéncia
(RNAi) em células BeWo. Em explantes de vilos placentérios, utilizamos B-lactose ou o
inibidor sintético GB1107. Mostramos que a diminui¢do da expressao de Gal-3 em células
BeWo aumenta a invasdo e proliferacdo de 7. gondii e regula negativamente os niveis de MIF
e IL-6. Resultados semelhantes foram observados em vilos placentdrios tratados com o
inibidor sintético, destacando o papel desta lectina na modulagao da resposta imune. Por outro
lado, o bloqueio da Gal-3 com [-lactose levou ao controle da infeccdo parasitaria.
Coletivamente, nosso estudo revela a Gal-3 como uma proteina alvo promissora no contexto

da toxoplasmose congénita.

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



ABSTRACT
Galectin-3 (Gal-3) is a lectin that binds to B-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 7. 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 B-lactose or the synthetic inhibitor GB1107. We showed that
decreased Gal-3 expression in BeWo cells increases 7. 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 B-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. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii e Toxoplasmose

Toxoplasma gondii ¢ um protozodrio parasito intracelular obrigatério que tem o
potencial de invadir e replicar em todas as células nucleadas de vertebrados (Montoya;
Liesenfeld, 2004). 7. gondii pertence ao filo Apicomplexa e caracteriza-se por possuir na
regido anterior o complexo apical formado por estruturas especializadas como o condide,
roptrias, micronemas, anel polar, granulos densos e microtibulos subpeliculares provenientes
do citoesqueleto, estas organelas citoplasmaticas garantem o processo de adesdo e invasdo
celular (Laliberte; Carruthers, 2008; Blader et al., 2015; Tardieux; Baum, 2016).

Para invadir a célula hospedeira, o parasito se posiciona perpendicularmente em
relacdo a superficie. Apos o reconhecimento dos receptores de membrana, as micronemas
liberam moléculas adesivas. Posteriormente as roptrias secretam proteinas importante para a
formagdo do vacuolo parasitéforo. Os granulos densos liberam proteinas dentro do vacuolo,
garantindo que o parasito possa evadir das respostas da célula hospedeira. Além disso, as
proteinas liberadas sdo importantes para a formacao de tubulos especializados, que permitem
0 parasito competir com a célula hospedeira por metabolitos para a sua sobrevivéncia (Blader;
Saeij, 2009; Souza et al., 2010; Robert-Gangneux; Dardé, 2012).

Todas essas organelas sdo encontradas nas trés formas evolutivas do parasito:
taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas. Os taquizoitas representam a forma de multiplicagao
rapida, com a formagdo de vacuolos parasitoforos e apresentam-se na forma de arco. Os
bradizoitas representam a forma de multiplicacdo lenta, culminando na formagao de cistos
teciduais, que podem abrigar de centenas a milhares de bradizoitas. Os esporozoitas estdo
contidos no interior de oocistos e sdo formados por reproducido sexuada no intestino do
hospedeiro definitivo, os felinos, sendo liberados juntamente com as fezes (Blader; Saeij,
2009; Torrey; Yolken, 2013). Dentre as formas de infeccdo estdo a ingestdo de comida ou
agua contaminada com oocistos; ingestdao de carne crua ou mal cozida contendo cistos;
transfusdes de sangue ou transplante de oOrgdos infectados; acidentes laboratoriais; e a
transmissdo 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 terco da
populacao mundial seja positiva para a toxoplasmose (Lambert; Barragan, 2010; Innes, 2010;
Aguirre et al., 2019; Bigna; Tochie, 2019). A prevaléncia dessa protozoose pode variar de

acordo com a regiao, sendo que na América do Norte, Sudoeste Asidtico e Norte da Europa
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varia de 10 a 30%, enquanto em paises da regido central e sul da Europa a sorologia ¢ de 30 a
50%. Na América Latina e paises tropicais africanos a prevaléncia ¢ alta, podendo variar de
30 a 90% (Robert-Gangneux; Dardé, 2012; Dubey et al., 2014). Essas diferengas sao
associadas com a alimentagdo, o preparo da comida, o tratamento adequado da agua e a
intensidade da exposi¢cdo ambiental, habitos culturais e fatores socioecondmicos (Bolais et al.,
2017).

A infec¢do por T. gondii leva ao estabelecimento da toxoplasmose, doenca que
geralmente cursa de maneira assintomatica ou subclinica na maioria dos individuos
imunocompetentes infectados; no entanto, ¢ responsavel por graves morbidades em
individuos imunocomprometidos e recém-nascidos (Montoya; Liesenfeld, 2004; Dubey, 2012;
Rorman et al., 2006). A infeccdo durante ou imediatamente antes da gravidez pode resultar na
transmissdo vertical que ocorre devido a passagem transplacentaria das formas taquizoitas de
T gondii que alcangam a circulacdo e os tecidos fetais, contudo, a gravidade dos danos fetais
¢ dependente da idade gestacional em que a infeccdo 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 presenca do parasito aumenta a probabilidade de aborto além de possiveis alteragdes
neuroldgicas e ma formagao fetal, entretanto, se a infec¢do ocorrer no terceiro trimestre a taxa
de aborto ¢ significativamente menor, contudo, a possibilidade da transmissdo do patégeno
para o feto € maior, mas com menores danos potenciais ao feto (Aguirre et al., 2019; Strang et

al., 2020).

1.2. Resposta imune a 7. gondii e durante a gestaciao

Durante a infeccdo por 7. gondii, macrofagos, linfocitos T, células “natural killers”
(NK) e leucocitos polimorfonucleares sdo funcionalmente ativos (Lang; Gross; Luder, 2007;
Yarovinsky, 2014). Células apresentadoras de antigenos (APCs) secretam citocinas
pro-inflamatorias como interleucina (IL)-12 e fator de necrose tumoral (TNF)-a, que podem
agir em sinergia otimizando a producdo de interferon (IFN)-y (Gazzinelli et al., 1994; Miller
et al., 2009; Yarovinsky, 2014).

A ativagdo de macrofagos por IFN-y induz atividades antiparasitarias que incluem
mecanismos oxidativos, ndo oxidativos e a inducdo da producdo da enzima indoleamina
2,3-dioxigenase (IDO) que degrada o triptofano, um aminoécido essencial para o crescimento
do parasito, o que implica na inibi¢do da proliferacdio ou a destruicdo de 7. gondii

(Pfefferkorn; Rebhun; Eckel, 1986; Arranz-Solis; Mukhopadhyay; Saeji, 2020). Além disso,
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algumas GTPases induzidas por IFN-y também possuem atividades contra a infeccdo, pois
tendem a se acumular nas proximidades do vacuolo parasitoforo, contribuindo para a sua
destruicao (Collazo et al., 2001; Butcher et al., 2005; Zhao et al., 2009). Adicionalmente,
IFN-y favorece a conversao de taquizoitas em bradizoitas e, a0 mesmo tempo, previne a
ruptura dos cistos teciduais, impedindo a reativagdo do parasitismo no hospedeiro
(Arranz-Solis; Mukhopadhyay; Saeij, 2020).

Uma vez estabelecida a resposta imune inata € o consequente processamento
antigénico, inicia-se a resposta imune adaptativa mediada por células, como os linfocitos
TCD4", que se tornam ativos e atuam produzindo e secretando diversos mediadores
inflamatorios, como o 6xido nitrico (NO), além de induzir um aumento ainda maior nos niveis
de IL-12 e IFN-y (Miller et al., 2009; Melo; Jensen; Saeij, 2011). Contudo, uma resposta
inflamatoéria exacerbada pode ser danosa para o hospedeiro (Melchor; Ewald, 2019). Assim, ¢
importante haver um balango entre os perfis das respostas Thl e Th2. Esse balanco pode ser
mediado pela producgdo de citocinas, como IL-4, IL-10 e TGF-B1, que atuam diminuindo a
producao de NO em macrofagos, a atividade citotoxica de células NK e a maturacdo de
células dendriticas (Wille et al., 2001; Miller et al., 2009; Arranz-Solis; Mukhopadhyay;
Saeij, 2021).

Durante a gestacdo, a presenca do feto e da placenta altera a imunidade e a fisiologia
materna para permitir uma gravidez bem-sucedida. Nesse periodo, o sistema imunoldgico
materno passa por fases distintas, caracterizadas por processos bioldgicos especificos (Saito;
Miyazaki; Sasaki, 2006; Racicot et al., 2014). Assim, um balango entre diferentes perfis de
citocinas ¢ necessario para o sucesso gestacional. Para que ocorra a implantagdo do
blastocisto no endométrio e a invasdo do trofoblasto, ¢ preciso um microambiente
inflamatério. Esse ambiente esta associado a um aumento na produgdo de quimiocinas e
citocinas pro-inflamatorias, que mantém a decidua e contribuem para o remodelamento das
artérias espiraladas, permitindo maior fluxo sanguineo para o embrido (Chen et al., 2012;
Gude et al., 2004; Burton; Jauniaux; Charnock-Jones, 2007; Pollheimer; Knofler, 2012; Kim;
Kim, 2017).

Apesar de o perfil pré-inflamatério ser necessario para a implanta¢do, durante a
gestacdo a produgdo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-4, IL-10 e TGF-B1, favorece o
desenvolvimento do feto semi-alogénico. Essas citocinas sdo liberadas por células
imunoldgicas maternas, como linfocitos, macrofagos, 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-inflamatério pode favorecer a infec¢do por patdgenos,
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como 7. gondii. Por outro lado, uma resposta inflamatoria, como a desencadeada durante a
infeccdo, pode causar desequilibrio no microambiente placentario, levando a complicagdes

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

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

C¢lulas trofoblasticas constituem o revestimento externo do blastocisto e apresentam
uma vasta gama de atividades funcionais, incluindo a implantacdo do embrido em um
endométrio receptivo, precedido das fases de reconhecimento e adesdo (Turco; Moffett,
2019). A implantagdo, bem como a formacdo de uma placenta funcional, que prove
suprimento metabolico para o feto em desenvolvimento, requer um equilibrio delicado de
numerosos fatores regulatorios envolvendo uma complexa rede de comunicacdo entre células
trofoblasticas, células deciduais e células do sistema imune (Gude et al., 2004).

Estruturalmente a placenta subdivide-se nas por¢des materna e fetal, constituidas pela
decidua e placa corionica, respectivamente (Burton; Jauniaux; Charnock-Jones, 2007). Na
interface dessas regides encontra-se o espaco interviloso com a presenca de vilos flutuantes,
extensamente banhados pelo sangue materno extravasado, que apresentam um eixo central
constituido por tecido conjuntivo (mesénquima) e externamente sdo revestidos pelo
sinciciotrofoblasto (populagdes celulares que se diferenciam durante a implantacdo) e
citotrofoblasto (Gude et al., 2004; Burton; Jauniaux; Charnock-Jones, 2007; Pollheimer;
Knofler, 2012; Knofler et al., 2019).

Hé também os vilos de ancoragem, que fixam a placa coridnica a mucosa uterina
decidualizada, essa fixagdo ¢ viabilizada por uma coluna de células trofoblasticas (Aplin et
al., 2020). Na extremidade distal desta coluna, distingue-se uma populagdo de células que
migram por entre as células deciduais, o trofoblasto extraviloso, responsavel pela invasdo do
endométrio até o terco interno do miométrio. O principal alvo desta subpopulacdo celular sao
as arteriolas espiraladas da decidua materna que sao remodeladas tornando-se dilatadas e com
pouca resisténcia ao fluxo sanguineo. Falhas na remodelagdo destas arteriolas estdo
associadas com vdarias patologias gestacionais como a pré-eclampsia e restricdo de
crescimento intrauterino (Knofler, 2010; Pollheimer; Knofler, 2012).

Além de participar da formacgdo placentdria, nutrigdo do embrido e regulagdo
hormonal, o trofoblasto atua como barreira de prote¢do entre a circulacdo fetal e materna que
precisa ser mantida intacta a fim de proteger o organismo contra o ataque de patdgenos

(Koga; Aldo; Mor, 2009; Pollheimer; Knofler, 2012). Nesse sentido, varios estudos buscam
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entender o papel do trofoblasto na resposta imune durante a gravidez frente a diversas
infecgdes (Da Silva et al., 2017; De Souza et al., 2021).

Células BeWo, as quais apresentam propriedades semelhantes as do trofoblasto
primario, sdo consideradas um 6timo modelo para o estudo da interface materno-fetal (Costa
et al., 2021; Rosini et al., 2022; Martinez et al., 2023). Elas foram isoladas de um
coriocarcinoma humano e possuem caracteristicas de trofoblasto humano, pois secretam
hormonios como gonadotrofina coridnica humana (hCG), hormdnio lactogénio placentario

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

1.4. Galectina-3 e seu papel na gestaciao

As galectinas sdo um subgrupo de lectinas que contém um ou dois dominios de
reconhecimento de carboidratos (CRDs) com afinidade por glicanos contendo
beta-galactosideo (B-galactosideo) (Liu; Rabinovich, 2010; Chou et al., 2018). As galectinas
podem ser categorizadas em trés grupos com base em suas estruturas, o primeiro grupo
consiste nas galectinas prototipicas (galectinas 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 e 15), cada uma
contendo um unico tipo de dominio 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 homologos, em uma Unica cadeia polipeptidica. Por fim, ha as galectinas do
tipo quimera, representadas exclusivamente pela galectina-3 (Gal-3), que possui um CRD na
regido C-terminal e um amplo dominio de ligagdo a proteina na regido N-terminal que
aumentam a avidez de ligagdo ao ligante beta-galactosideo (Nio-Kobayashi, 2017;
Brinchmann; Patel; Iversen, 2018).

Gal-3 ¢ uma proteina soluvel de aproximadamente 30 kDa (Brinchmann; Patel;
Iversen, 2018). Estd localizada no citoplasma e no nucleo de diversos tipos celulares, mas
também ¢ encontrada na superficie celular e na matriz extracelular (Sciacchitano et al., 2018).
Devido a sua ampla distribui¢do, participa de diversos processos biologicos, como regulagao
do crescimento, proliferacao e diferenciagdo celular, apoptose, transducao de sinal, bem como
interacoes célula-célula e célula-matriz extracelular (Chou et al., 2018).

Além disso, Gal-3 participa de respostas imunes, incluindo processos inflamatorios
agudos e cronicos, regulagdo da tolerancia imunologica e recrutamento de células efetoras
imunes em respostas associadas a interagdes patdgeno-hospedeiro (Blois et al., 2007;
Rabinovich; Toscano, 2009; Sato et al., 2009; Liu; Rabinovich, 2010). Esta lectina tem papéis

promissores durante a infec¢do 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
infeccdo 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
ativacdao de neutrdfilos infectados por 7. gondii. Além disso, Gal-3 ¢ essencial para produzir
espécies reativas de oxigénio (ROS) em neutrofilos 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 pré-inflamatério e desempenhando um papel regulatério
nas células dendriticas, capaz de modular a imunidade adaptativa (Bernardes et al., 2006).
Gal-3 também esta associada ao controle do parasitismo em camundongos infectados por via
oral com 7. gondii, desencadeando uma resposta pro-inflamatdéria no intestino, figado e
tecidos cerebrais (Bernardes et al., 2006). Além disso, Gal-3 pode desempenhar um papel
critico na regula¢dao da produgdo de citocinas em camundongos hospedeiros infectados por 7.
gondii (Liu; Huang; Lu, 2018).

No microambiente placentario, Gal-3 desempenha um papel crucial na interacao do
embrido com o endométrio durante a implantacdo, e sua expressdo pelas células endometriais
¢ regulada pela gonadotrofina corionica humana (hCG) (Yang et al., 2011, 2013). Além disso,
Gal-3 ¢ expresso em diversas linhagens de células trofoblasticas, incluindo trofoblastos
vilosos e extravilosos, como as linhagens BeWo e HTR-8/SVneo, respectivamente; e nas
vilosidades coridnicas humanas do primeiro e terceiro trimestres de gravidez (Maquoi et al.,
1997; Hutter et al., 2016; Boji¢-Trbojevi¢ et al., 2019; Xiao et al., 2019).

Foi demonstrado que Gal-3 esta envolvida nos processos de interagdo entre as células
trofoblasticas e a matriz extracelular durante o processo de placentacdo (Maquoi et al., 1997).
Nesse contexto, a baixa expressdo ou auséncia de Gal-3 compromete o desenvolvimento
embriondrio ao interferir na interacdo das vilosidades placentarias com o endométrio (Freitag
et al., 2020a). Este fenotipo também tem sido associado ao aumento da apoptose trofoblastica,
disfungdo placentaria, restrigdo do crescimento fetal e inflamacdo 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 restricdo do crescimento fetal esta
associada a falha no aumento dos niveis séricos de Gal-3 durante o segundo e terceiro
trimestre de gravidez em humanos (Freitag et al., 2020a). Da mesma forma, foi relatada uma
associacdo entre baixos niveis séricos de Gal-3 em mulheres gravidas e o desenvolvimento de
diabetes mellitus gestacional (Freitag et al., 2020b).

Apesar de ser uma lectina abundante em células trofoblasticas humanas e no
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microambiente placentario, ndo hd estudos que mostram a participagdo funcional da Gal-3
durante a gestacao frente a infec¢do por 7. gondii. Portanto, estudos que investiguem a funcao
de Gal-3 na passagem transplacentdria de 7. gondii podem esclarecer os mecanismos
envolvidos na transmissdao do parasito para o feto e gerar conhecimentos para o

estabelecimento futuro de novas estratégias no combate a infec¢do congénita.
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2. JUSTIFICATIVA

A passagem transplacentaria de 7. gondii ¢ uma das maiores complica¢des decorrentes
da infec¢do, podendo levar ao aborto e a mas formacdes fetais. Para que a gestacdo seja
bem-sucedida, ¢ essencial a modulagdo do perfil imunoloégico materno para evitar a rejeicao
do feto. Gal-3 desempenha um papel importante nas interacdes celulares na interface
materno-fetal e estd relacionada com o controle de infecgdes por diferentes patdgenos. A
literatura atual tem revelado a importancia de Gal-3 na promog¢do da funcdo placentéria
adequada, bem como durante a infecc¢ao sist€émica por 7. gondii. No entanto, ndo ha estudos
sobre a participagdo funcional dessa lectina durante a infec¢do por 7. gondii no contexto
gestacional. Diante do exposto, nossa hipdtese ¢ que a presenca de Gal-3 seja importante no

controle da infec¢do por 7. 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 infeccao
experimental por 7. gondii em células BeWo e em vilos placentdrios de terceiro trimestre

gestacional.

3.2. Objetivos especificos

- Promover o silenciamento parcial (knockdown) da expressdo génica de Gal-3 em
células BeWo;

- Promover o bloqueio de Gal-3 em vilos placentarios humanos de terceiro trimestre
gestacional com o uso de B-lactose e inibidor sintético (GB1107);

- Quantificar os indices de adesdo, invasao e proliferacdo intracelular de 7. gondii;,

- Avaliar o papel de Gal-3 sobre o perfil de producdo de citocinas anti e
pro-inflamatérias por células BeWo e vilos placentarios humanos infectados ou ndo

com 1. gondii.
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4. METODOLOGIA

4.1. Cultura de células e manutencao dos parasitos

Células trofoblasticas 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), 100ug/mL de estreptomicina
(Sigma) e 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab). As culturas foram mantidas a 37°C sob
atmosfera umidificada contendo CO, (5%). Taquizoitas de Toxoplasma gondii (cepa RH,
clone 2F1) expressando constitutivamente o gene da P-galactosidase foram mantidos por
passagens seriadas em células BeWo cultivadas em meio RPMI 1640 contendo 2% de SFB,
100U/mL de penicilina e 100pg/mL de estreptomicina a 37°C e CO, (5%) (Teixeira et al.,
2023). De acordo com o Comunicado N°13/2012, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFU (CEP) declara que projetos de pesquisa que envolvam células adquiridas

comercialmente ndo necessitam de aprovagao €tica pelo comité (Anexo I).

4.2. Coleta de placenta humana

Placentas humanas de terceiro trimestre gestacional (36 a 40 semanas de gestacdo, N =
9) foram coletadas apos partos cesareos eletivos no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-UFU), MG, Brasil. Os métodos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica pertinente com numero de aprovagdo 5.614.590. O protocolo de
pesquisa utilizando amostras de tecido humano foi realizado de acordo com as diretrizes e
regulamentos.

Os tecidos placentarios foram coletados seguindo critérios de exclusdo conforme
descrito anteriormente (Teixeira et al., 2020, 2023). Resumidamente, os tecidos placentarios
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
apos a coleta. Vilos placentarios contendo cinco a sete pontas livres foram coletadas conforme
descrito anteriormente e adicionadas a microplacas de 96 pogos (uma vilosidade por pogo) em
200uL/poco de meio RPMI 1640 fresco suplementado com 100U/mL de penicilina,
100pg/mL de estreptomicina (Sigma) e 10% de SFB por 24h a 37°C sob atmosfera

umidificada contendo CO, (5%) até o procedimento experimental.
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4.3. Transfecc¢iao de células BeWo para o silenciamento de Gal-3

O uso de RNA de interferéncia (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 particulas lentivirais de shRNA humano, de acordo com o fabricante. Resumidamente,
células BeWo (0,5x10°/1,5mL/pogo) foram cultivadas em placas de cultura de 6 pogos ¢
incubadas a 37°C e 5% de CO, por 18h. No dia seguinte, as células estavam com 50% de
confluéncia e foram transfectadas com 10uL de particulas lentivirais de galectina-3 shRNA
(h) (SC-155994-V, Santa Cruz Biotechnology, INC) ou particulas lentivirais de shRNA
controle (SC-108080) em meio contendo 10% de SFB e Polybrene (Spug/mL) (SC-134220) e
incubadas por 18h a 5% CO, 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 3ug/mL de Puromycin (SC-108071)
para selecionar populagdes que expressam shRNA. O meio contendo puromicina (3pug/mL)
foi substituido a cada 48h por cerca de 10 dias. Finalmente, as populacdes selecionadas foram
expandidas e testadas para determinar a expressdo de Gal-3 utilizando as técnicas de Western

blotting e imunofluorescéncia.

4.4. Western Blotting

Para verificar o silenciamento parcial de Gal-3 em células BeWo, bem como a inibi¢ao
de Gal-3 em vilos placentarios de terceiro trimestre gestacional previamente incubados com o
inibidor sintético GB1107 (as condigdes detalhadas de tratamento serdo 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 tampao de lise [Tris-HCI 50 mM,
NaCl 150 mM, Triton X-100 a 1%, 1% (p/v) desoxicolato de sodio e 0,1% (p/v) dodecil
sulfato de sdédio (SDS), pH 7,5] suplementado com inibidor de protease (Complete, Roche
Diagnostic, Mannheim, Alemanha), ortovanadato de sédio (Na;VO,) e fluoreto de soédio
(NaF) (Sigma). Posteriormente, as células passaram por trés ciclos de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C. Esses procedimentos
permitiram a obtencdo de lisado celular para quantificagdo proteica e detec¢dao 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, 60ug de proteinas foram
separadas de acordo com seu tamanho molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida a
12% (SDS-PAGE), utilizando um padrdo de peso molecular como controle. Posteriormente,
as proteinas foram eletrotransferidas para uma membrana de PVDF (Fluoreto de
Polivinilideno; Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). A membrana foi bloqueada para
ligagdo inespecifica com leite desnatado a 4% em solucdo 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) diluido em TBS a temperatura
ambiente. Apds a incubacdo, a membrana foi lavada trés vezes sob agitagcdo suave com TBS e
depois incubada com o anticorpo secundario 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 expressao de P-actina foi utilizada como
controle (1:1000; SC-81178; Santa Cruz Biotechnology, INC). Finalmente, a membrana foi
lavada trés vezes novamente e visualizada utilizando o kit de quimioluminescéncia (Thermo
Scientific) no ChemiDoc MP Imaging System (BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA,
EUA).

4.5. Imunofluorescéncia para Gal-3

A expressao de Gal-3 também foi verificada por imunofluorescéncia. Células BeWo
Wild Type, shRNA controle € shGAL-3 (1x10°/500ul/pogo) foram plaqueadas em
microplacas de 24 pogos contendo laminulas de 13mm e incubadas a 37°C e CO, (5%) por
18h. Posteriormente, as cé€lulas foram fixadas com paraformaldeido (PFA) a 4% durante
45min a temperatura ambiente, depois lavadas com PBS 1x e incubadas durante 18h com o
anticorpo monoclonal anti-Gal-3 [diluido 1:1000 em PGN (PBS contendo 0,25% de gelatina
+ 0,01% de saponina)] (14-5301-82, BioM3/38, eBioscience)] no escuro a 4°C. Apos, as
laminulas foram lavadas com PBS 1x e incubadas com IgG anti-camundongo conjugado com
Alexa Fluor 488 ¢ TO-PRO-3 iodide (Invitrogen Califérnia, EUA) (ambos diluidos 1:500 em
PGN 0,01% saponina) por 1h no escuro a 4°C para marcar Gal-3 e o nucleo, respectivamente.
As laminulas foram montadas em laminas de vidro e as amostras foram analisadas usando

microscopia confocal de fluorescéncia (40X, Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha).
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4.6. Proliferacao e invasao intracelular de 7. gondii

Células BeWo Wild Type, shRNA controle ¢ shGAL-3 (3x10%/100uL/pogo) foram
cultivadas em microplacas de 96 pogos contendo meio RPMI e 10% de SFB, e mantidas por
18h em incubadora a 37°C com 5% de CO,. Posteriormente, as células foram infectadas com
taquizoitas de 7. gondii em uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 3:1 (proporgdo de
parasitos por célula), em meio RPMI com 10% de SFB por 3h para avaliar a invasdo de T.
gondii ou por 24h para avaliar a proliferacao intracelular de 7 gondii. A invasao do parasito e
a proliferacdo intracelular foram avaliadas usando o ensaio colorimétrico de B-galactosidase,
uma reagdo usando o substrato reagente clorofenol vermelho-f-D-galactopiranosideo (CPRG;
Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), conforme descrito anteriormente (Teixeira et al.,
2023). A absorbancia foi determinada em 570nm e a invasdo e proliferacao intracelular de 7.
gondii foi descrita como o niimero de taquizoitas obtidos de acordo com uma curva padrao
contendo taquizoitas livres (1x10°a 15,6x10°), os dados foram expressos em porcentagem (%

de invasdo ou proliferacdo de 7. gondii).

4.7. Ensaio de adesdo e invasao (“verde/vermelho”)

Usamos o ensaio de coloracdo diferencial de anticorpos verde/vermelho para
confirmar o envolvimento de Gal-3 nas etapas iniciais da infec¢ao por 7. gondii, conforme
descrito previamente (Lim et al., 2018; Teixeira et al., 2023, 2021). Células BeWo Wild Type,
shRNA controle ¢ shGAL-3 (1x10°/500uL/pogo) foram cultivadas em microplacas de 24
pocos contendo laminulas de 13mm e mantidas por 18h em estufa a 37°C com 5% de CO,.
Posteriormente, as células foram infectadas com taquizoitas de 7. gondii (3:1) por 3h. Em
seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1x para remover parasitos nao
invadidos. Em seguida, as células foram fixadas com PFA a 4% durante 15min a temperatura
ambiente e foram incubadas com anticorpo primario anti-7. gondii policlonal feito em coelho
(Abcam #20530; Waltham, MA, EUA) [diluido 1:500 em PGN (PBS contendo 0,25% de
gelatina)] a temperatura ambiente por 1h, seguido por IgG anti-coelho conjugado com Alexa
Fluor 594 (Invitrogen, EUA #A11012; Waltham, MA, EUA) também diluido 1:500 em PGN.
Em seguida, as células foram incubadas durante 1h com anticorpo primario policlonal feito
em coelho anti-7. gondii (diluido 1:500 em PGN-0,01% saponina - solu¢do permeabilizante)
seguido de incubacdo por lh com IgG anti-coelho conjugado com Alexa Fluor 488
(Invitrogen, EUA #A11008; Waltham, MA, EUA), e DAPI marcador para o ntcleo da célula

(Invitrogen, EUA) ambos diluidos 1:500 em PGN + saponina. As laminulas foram montadas
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em laminas de vidro e as amostras foram analisadas utilizando microscopia confocal de
fluorescéncia (40X, Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha). O nimero de parasitos intracelulares
(verde+/vermelho-) e aderidos [vermelho+ ou verde+/vermelho+ (amarelo)] foi contado em
20 campos selecionados aleatoriamente em cada laminula montada separadamente (Fernandes
et al., 2023; Teixeira et al., 2023). A propor¢do do nimero de taquizoitas intracelulares em

relacdo ao nimero total de parasitos foi considerada como a razio da invasao.

4.8. Viabilidade de vilos placentarios

Para bloquear a atividade da Gal-3 nos vilos placentarios, utilizamos B-lactose, um
acucar que possui alta afinidade pelo sitio de ligagdo da lectina. Estudos anteriores
demonstraram a eficacia da B-lactose na inibi¢do dos dominios N-terminal e C-terminal desta
proteina em concentragdes semelhantes as utilizadas neste trabalho (Sano et al., 2000;
Fernandez et al., 2005; Stowell et al., 2008). Também utilizamos um inibidor sintético
especifico para Gal-3, que penetra nas células, GBI1107 (3,4-diclorofenil
3-desoxi-3-[4(3,4,5-trifluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-1-tio-a-D-galactopiranosideo), que
foi generosamente fornecido por Galecto Biotech (Zetterberg et al., 2018; Vuong et al., 2019).

Primeiramente, os vilos placentdrios foram coletados e cultivados por 24h conforme
mencionado anteriormente. Com base na literatura, os vilos placentarios foram tratados ou
ndo com B-lactose (30, 50, 100 e 150mM) por 2h ou com GB1107 (180, 150 e 120uM) por
24h. Adicionalmente, ap6s as 24h de tratamento com o inibidor GB1107, o meio foi removido
e substituido por meio 10% SFB livre de tratamento, e a toxicidade também foi avaliada.

A viabilidade tecidual foi medida por MTT, LDH e ensaios histologicos, de acordo
com protocolos publicados (Teixeira et al., 2020). Resumidamente, apds o tempo de
tratamento determinado, os sobrenadantes da cultura foram coletados ¢ a concentracao de
LDH medida de acordo com as instrugdes do fabricante com pequenas modifica¢des (LDH
Liquiform, Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil | Ref 86-2/30, Lote 7010). Este
ensaio ¢ baseado no consumo e diminui¢do da absor¢ao 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 enzimatica
da LDH e foi usada como marcador de integridade tecidual.

Paralelamente, na mesma condig@o experimental descrita acima, a viabilidade tecidual
também foi avaliada pelo ensaio MTT. Apds os tratamentos, os sobrenadantes da cultura

foram removidos e substituidos por 200uL. de solucdo de MTT [180 puL de meio de cultura
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mais 20 uL de MTT (5 mg/mL)] por 4h a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, os cristais de
formazan resultante da reducdo do MTT foram solubilizados pela adi¢gdo de uma solugdo
contendo 10% de dodecil sulfato de sédio (SDS, Sigma) em 100uL de agua e
N,N-dimetilormamida (DMF 1:1) por 18h, 37°C, 5% CO,. Finalmente, as vilosidades foram
removidas de cada poco e a absorbancia (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 incorporagdo de
MTT), sendo a absorbancia das vilosidades incubadas apenas com meio de cultura (grupo nao
tratado) considerada 100% vidvel. Além disso, realizamos analises morfologicas das
vilosidades tratadas para corroborar os ensaios de viabilidade. Sec¢des de tecido de
vilosidades foram coradas com hematoxilina/eosina e examinadas utilizando um microscépio

optico (X40, Scanscope AT).

4.9. Infeccao por 7. gondii nas vilos placentarios

Quantificamos a proliferacdo intracelular de 7. gondii em explantes de vilos
placentarios tratadas com [-lactose ou GB1107 usando um ensaio colorimétrico de
B-galactosidase. Resumidamente, as vilosidades foram coletadas e cultivadas em microplacas
de 96 pocos (uma vilosidade por po¢co/200uL) em meio de cultura suplementado por 24h a
37°C e 5% de CO,. Em seguida, as vilosidades foram tratadas nas concentragdes ndo toxicas
de B-lactose (30, 50, 100 e 150mM) por 2h e GB1107 (120uM) por 24h e depois infectadas
com taquizoitas de 7. gondii (1x10°%200uL/pogo) e incubadas por 24h a 37°C e 5% CO,. Os
vilos placentarios foram coletados e armazenados a -80°C para as seguintes analises:
determinagdo do contetido proteico usando o reagente de Bradford e proliferagao intracelular
de T' gondii por ensaio de -galactosidase de acordo com protocolos publicados (Teixeira et

al., 2023).
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4.10. Deteccao de citocinas

Os niveis das citocinas humanas IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IFN-y ¢ MIF
liberadas nos sobrenadantes da cultura, produzidos pelas células BeWo ou por vilos
placentarios, sob as diferentes condi¢des experimentais, foram medidos usando o ensaio de
ELISA, seguindo as instrucdes 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 padrdo de cada citocina para células BeWo. Para explantes placentarios, as
concentragdes de citocinas foram normalizadas usando uma razdo entre a produgdo de
citocinas (pg/mL) e seu contetdo de proteina total correspondente (ng/mL) de cada amostra,
sendo os niveis demonstrados em pg/mg de tecido. Os limites de deteccdo de cada citocina
foram determinados a partir de curvas padrao: 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-a (7,8 pg/mL). mL), INF-y (4,7 pg/mL) e MIF (125 pg/mL).

4.11. Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média e erro padrao das médias (=SEM). Os
dados obtidos foram submetidos a teste de normalidade, sendo que quando paramétricos,
foram posteriormente analisados pelo teste One-way ANOVA com pos-teste por comparagdes
multiplas de Sidak, e quando ndo paramétricos, isto ¢, ndo validados via teste de normalidade,
os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis com pos-teste por comparagdes
multiplas 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 expressio de Gal-3 foi eficientemente reduzida em células BeWo apos
transfeccao de shRNA

Depois de promover o knockdown de Gal-3 em uma linhagem de células trofobléstica
vilosas humanas (cé¢lulas BeWo) usando particulas lentivirais de shRNA, a reducao da
expressao de Gal-3 foi confirmada por técnicas de Western Blotting e imunofluorescéncia.
Mostramos que a expressao proteica foi parcialmente reduzida apenas em células BeWo
submetidas a particulas lentivirais de galectina-3 shRNA em comparagdo com os grupos
controle (Wild Type e shRNA controle); além disso, a expressao de Gal-3 nao foi alterada nas
cé¢lulas BeWo submetidas as particulas lentivirais de controle de ShRNA em comparag¢ao com
as células BeWo Wild Type (Figura 1A). Em relacdo ao ensaio de imunofluorescéncia,
cé¢lulas BeWo Wild Type (Figura 1B) e shRNA controle (Figura 1C) apresentam um padrao
de expressao/distribuicdo homogéneo de Gal-3 (cor verde) por toda a célula, enquanto nas
células BeWo shGal-3 a marcacdo da proteina encontra-se parcialmente reduzida (Figura

1D).

Galectina-3
e — ot

RS | o

Wild shRNA
Type Controle

shGal-3

shRNA Controle

Figura 1. A expressdo de Gal-3 ¢ eficientemente reduzida em células BeWo apds transfecgdo de shRNA. Células
BeWo foram transfectadas com shRNA de Galectina-3 ou particulas lentivirais de shRNA controle. O
knockdown de Gal-3 foi confirmado por Western blotting (A) e ensaios de imunofluorescéncia (B-D). Imagens
de fluorescéncia representativas sdo demonstradas com ampliagdo de 40x, barra de escala 24pum. Foi realizado

um experimento independente em quadruplicata.
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5.2. A diminui¢io da expressdo de Gal-3 em células BeWo favoreceu a invasao e
proliferacio intracelular de 7. gondii

Apds a confirmagdo do silenciamento génico, verificamos o impacto do knockdown
da proteina na invasdo e proliferacdo de 7. gondii em células BeWo (Wild Type, shRNA
controle e shGal-3). Avaliamos a invasao parasitaria (3h) ou a proliferacao intracelular (24h)
utilizando o ensaio de B-galactosidase. Observamos que o knockdown de Gal-3 aumentou a
invasio de parasitos em comparagdo com células Wild Type (‘P=0,0011) ou células de
controle shRNA (“P=0,0277) (Figura 2A). Da mesma forma, a expressio reduzida de Gal-3
em células BeWo favoreceu a proliferacdo de 7. gondii em comparacdo com células BeWo
Wild Type ("P=0,0222) ou controle shRNA (“P=0,0215) (Figura 2B), sugerindo Gal-3 como
uma proteina chave envolvida no controle do parasitismo. Para consolidar nossos achados e
confirmar a capacidade de Gal-3 em interferir nas primeiras etapas da infec¢do parasitaria,
avaliamos as taxas de adesdo e invasdo apods 3h de infec¢do por 7. gondii utilizando o ensaio
de fluorescéncia “verde/vermelho”. Corroborando com nossas descobertas anteriores, o
knockdown da proteina alvo em células BeWo resultou em um aumento significativo na taxa
de invasdo em compara¢io com células que possuem expressio normal de Gal-3 (‘P=0,0076)
ou células de controle de shRNA (*P=0,0322) (Figura 2C). Em consonincia com este
resultado, a diminuicdo da expressdo de Gal-3 aumentou significativamente o numero de
parasitos intracelulares em relagdo as células Wild Type ("P=0,0246) ou células shRNA
controle ("P=0,0180) (Figura 2D). Curiosamente, as células shGal-3 ndo apresentaram
diferenga estatistica no numero de parasitos aderidos em comparagdo com os grupos controle
(Figura 2D). Imagens ilustrativas de fluorescéncia destacam os taquizoitas de 7. gondii

aderidos e intracelulares (Figura 2 E-G).
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Figura 2. A baixa expressdo de Gal-3 em células BeWo aumenta a invasdo e proliferagdo intracelular de T.
gondii. (A) Células BeWo silenciadas ou nio para Gal-3 foram infectadas por 3h para avaliar a invasdo de T
gondii ou (B) por 24h para avaliar a proliferagdo do parasito. Em ambas as situagdes experimentais, o nimero de
taquizoitas foi determinado pelo ensaio da f-galactosidase e expresso em porcentagem. Foram realizados quatro
experimentos independentes em octoplicata. (C) A propor¢do do nimero de taquizoitas intracelulares em relacao
ao numero total de parasitos foi considerada como razdo de invasdo. (D) O niimero de parasitos intracelulares
(verdet/vermelho-) e aderidos [vermelho ou vermelho+/verde+ (amarelo)] foi contabilizado em 20 campos
selecionados aleatoriamente e expresso como a razdo do numero de parasitos pelo nucleo da célula hospedeira.
(E-G) Imagens representativas de fluorescéncia destacando o impacto da diminui¢do da expressdo de Gal-3 na
proliferacdo de parasitos. Foram realizados dois experimentos independentes em quadruplicata. As imagens



29

foram capturadas com ampliagdo de 40x (barra de escala: 24pm). “Comparagdo entre células shGal-3 e Wild
Type; “Comparagio entre shGal-3 e shRNA controle.

5.3. A expressdo reduzida de Gal-3 modulou negativamente os niveis de MIF e
IL6 em células BeWo infectadas por 7. gondii

Até o momento, nossas descobertas mostraram que a reducao de Gal-3 aumenta a
proliferacdo do parasito, pois apresentam maior capacidade de invadir e replicar nas células
hospedeiras. No entanto, ndo podemos excluir a possibilidade de que Gal-3 possa afetar a
resposta imune do hospedeiro. Portanto, investigamos o0s potenciais efeitos
imunomoduladores na presenca ou redugdo desta proteina através da dosagem dos niveis de
citocinas. Mensuramos os niveis de IL4, IL6, IL8, IL10, IFNy, MIF e TNFa no sobrenadante
de células BeWo sob diferentes condigdes experimentais. Observamos que a infec¢ao por 7.
gondii promoveu uma forte regulagdo positiva nos niveis de MIF pelas células Wild Type
("P<0,0001) e shGal-3 ("P<0,0001) em comparagdo com as células Wild Type e células
shGal-3 ndo infectadas, respectivamente (Figura 3A). Curiosamente, as células shGal-3
infectadas tiveram menor produg¢do de MIF do que as células Wild Type infectadas
(¥P<0,0001) (Figura 3A). A redugdo da expressio de Gal-3 induziu uma diminui¢do nos
niveis de IL6 em compara¢do com células Wild Type (*P=0,0131). Durante a infec¢io por T.
gondii, ha uma forte regulagdo positiva de IL6 em células Wild Type em comparagdo com a
condi¢do ndo infectada (‘P=0,0143), mas os niveis também se mantiveram reduzidos em
células shGal-3 em comparagio com células Wild Type infectadas (“P<0,0001) (Figura 3B).
Em relacdo a producao de IL8, nossos dados revelaram que as células Wild Type infectadas
tiveram maior produgdo de IL8 do que as células Wild Type ndo infectadas ("P=0,0323)
(Figura 3C). Por outro lado, os niveis de [FNy foram mais elevados em células BeWo Wild
Type ndo infectadas em comparagdo com células BeWo Wild Type infectadas ("P=0,0012);
além disso, na condi¢do nao infectada, as células shGal-3 mostraram uma reducao na secre¢ao
de IFNy em comparagdo com as células Wild Type (*P=0,0213) (Figura 3D). As citocinas
IL4, IL10 e TNFa ndo foram detectadas em sobrenadantes de células BeWo sob quaisquer
condi¢des experimentais (dados ndo mostrados). Juntos, esses achados sugerem que a
modulagdo negativa de Gal-3 estd associada a niveis reduzidos de citocinas essenciais pelo

controle da infec¢do por 7. gondii no trofoblasto.
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Figura 3. O knockdown de Gal-3 reduz a producdo de MIF e IL6 em células BeWo infectadas por 7. gondii.
Células BeWo Wild Type ou shGal-3 foram infectadas ou ndo com taquizoitas de 7. gondii, os sobrenadantes da
cultura celular foram coletados para mensuragdo de (A) MIF, (B) IL6, (C) IL8 e (D) IFNy. “Comparacio entre
células ndo infectadas/infectadas; *Comparacdo entre células infectadas; SComparagio entre células ndo

infectadas.

5.4. Concentracées niao citotoxicas de P-lactose inibiram significativamente a
proliferacio de 7. gondii em vilos placentarios de maneira dose-dependente

A viabilidade dos vilos placentarios foi avaliada ap6s tratamento por 2h com [-lactose
utilizando o ensaio MTT. O tratamento com [-lactose nao foi toxico aos vilos placentarios em
todas as doses testadas em relagdo ao grupo controle (vilos ndo tratados) (Figura 4A).
Confirmando o nosso ensaio de viabilidade anterior, o ensaio LDH também revelou que a

B-lactose ndo foi toxica para vilos placentarios em comparagdo com o grupo controle (Figura
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4B). Além disso, a andalise morfologica demonstrou a manuten¢do da integridade tecidual
destacada por uma morfologia tipica de células citotrofoblasticas (setas pretas) e mesénquima
(M) em comparacao com o grupo nao tratado (Figura 4 D-E). Com base nesses resultados,
promovemos o bloqueio de Gal-3 utilizando concentracdes seguras de B-lactose e avaliamos a
proliferacdo do parasito. Nossos dados demonstraram que doses mais altas de B-lactose
(150mM,  'P<0,0001; 100mM, P=0,0002; 50mM, ‘P=0,0120) prejudicaram

significativamente a proliferagdio do parasito quando comparadas com explantes de

vilosidades ndo tratadas (Figura 4C).
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Figura 4. O tratamento com lactose nao afeta a viabilidade dos vilos placentarios e controla o parasitismo. Os
vilos placentarios foram incubados por 2h com lactose para inibir o sitio de ligagdo da Gal-3 (30, 50, 100 e
150mM) e apenas meio de cultura (grupo controle) e submetidos a analise de viabilidade. (A) A viabilidade dos
vilos placentérios foi determinada pela incorporagdo de MTT, o grupo controle considerou 100% da viabilidade
(B) Os sobrenadantes dos vilos placentarios foram coletados e usados para medir os niveis de LDH (U/L). Foi
realizado um experimento independente em octoplicata. Sdo mostradas fotomicrografias representativas de
cortes histologicos corados com hematoxilina-eosina (HE) de vilos placentarios tratadas com (D) meio de cultura
ou (E) lactose (150mM) por 2h. As fotomicrografias foram capturadas com ampliacdo de 40x (barra de escala:
60um). (C) Vilos placentarios previamente incubados com lactose (30, 50, 100 e 150 mM) foram infectados com
taquizoitas de 7. gondii por 24h e a porcentagem de proliferago intracelular de parasitos foi medida pelo ensaio
de B-galactosidase, no qual o ndo tratado/infectado (grupo controle) foi considerado como 100% de proliferagio

parasitaria. Foram realizados trés experimentos independentes em octoplicata. "Comparagdo entre
lactose/controle.
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5.5. A inibi¢do da expressdo de Gal-3 em vilos placentarios mediada por GB1107
contribuiu para o aumento da proliferacio de 7. gondii possivelmente através da
reducio dos niveis de MIF e IL6

A viabilidade dos vilos placentdrios foi avaliada apos tratamento por 24h com
GB1107, ou apds a sua remocao por mais 24h, utilizando o ensaio MTT. Observamos que
durante as primeiras 24h de tratamento, houve toxicidade para o explante apenas na
concentragdo de 180uM ("P=0,0087) e que continuou tdxica mesmo apds a remogdo do
tratamento, mostrando-se irreversivel (*P<0,0001), em comparagio com o0s respectivos
controles (grupos incubados apenas com meio de cultura); a concentragdo de 150uM se
mostrou toxica apenas na condi¢do de remog¢do quando comparado ao controle ndo tratado,
sugerindo que essa ainda seja uma dose elevada e que seu resquicio causa prejuizos para o
tecido (*P=0,0008). Assim, em ambas as condi¢des experimentais analisadas, observamos que
apenas a menor concentragdo utilizada (120uM) nao alterou a viabilidade tecidual comparado
ao grupo controle (vilos nao 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 concentragdes de 180uM ("P<0,0001) e
150uM (*P<0,0001) e que a toxicidade permaneceu mesmo apds a remogio do tratamento,
mostrando-se irreversivel (180uM $P<0,0001; 150uM $P=0,0085). O inibidor sintético nio foi
toxico para os vilos placentdrios apenas na menor concentragdo de uso (120pM) em ambas as
condi¢cdes experimentais (tratamento ou remoc¢do) em comparagdo com O grupo controle
(Figura 5B). Além disso, a analise morfologica para a concentragao de 120uM demonstrou a
manuten¢do da integridade tecidual destacada por uma morfologia tipica de células
citotrofoblasticas (setas pretas) e mesénquima (M) em comparagdo com o grupo ndo tratado
(Figura 5 C-D). Com base nesses resultados, promovemos o bloqueio de Gal-3 em vilos
placentérios utilizando concentracdes seguras de inibidor e avaliamos inicialmente se nessa
condicdo a proteina seria inibida. Confirmamos por Western blotting que 120uM ¢ suficiente
para inibir Gal-3, mesmo ap6s a remog¢ao do tratamento, evidenciando o seu efeito irreversivel
(Figura 5E). Posteriormente, apds validarmos a inibi¢do de Gal-3 dos vilos placentérios
mediada pelo GB1107, avaliamos a proliferacdo intracelular de 7. gondii. Nossos dados
demonstraram que a inibicdo da expressao de Gal-3 aumentou a proliferagdo parasitaria
quando comparado com os vilos placentarios ndo tratadas ("P=0,0450) (Figura 5F).

Buscando compreender o impacto da inibi¢ao de Gal-3 mediada pelo tratamento com
o inibidor na resposta imune, na presenca ou auséncia da infeccao, mensuramos os niveis de

citocinas no sobrenadante dos vilos placentarios. Observamos que a infec¢ao por 7. gondii
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aumentou os niveis de MIF em vilos ndo tratados ('P = 0,0284) em comparagdo com o
controle ndo infectado. Curiosamente, os vilos infectados que receberam o inibidor, tiveram
menor producdo de MIF do que vilos infectados ndo tratados (“P=0,0339) (Figura 5G). A
redugdo da expressdao de Gal-3 induziu ao aumento nos niveis de IL6 em comparagdo com
vilos ndo tratados (*P=0,0020). Contudo, durante a infec¢do por 7. gondii, h4 uma regulagdo
negativa de IL6 nos vilos tratados com inibidor em comparacido com a condi¢@o ndo infectada
(¥P=0,0009) (Figura SH). Em relagdo a produgdo de IL10, nossos dados revelaram que os
vilos ndo infectados e tratados com inibidor reduziram a produg¢io de IL10 (*P=0,0020) em
comparagdo ao controle. Além disso, vilos infectados e ndo tratados também apresentaram
uma reducdo na secrecdo desta citocina quando comparado ao controle ndo infectado
("P=0,0153) (Figura 5I). Por outro lado, os niveis de TNFa ndo apresentaram diferenga

estatistica em nenhuma condi¢ao experimental (Figura 5J).
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Figura 5. O tratamento com inibidor sintético (GB1107) ndo afeta a viabilidade dos vilos placentarios e aumenta
o parasitismo. Os vilos placentarios 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 a analise de viabilidade. (A) A viabilidade dos vilos placentarios foi determinada pela incorporagéo
de MTT, o grupo controle considerou 100% da viabilidade (B) Os sobrenadantes dos vilos placentarios foram
coletados e usados para medir os niveis de LDH (U/L). Foram realizados dois experimentos independentes em
octoplicata. *Comparagio entre GB1107/controle na condi¢io tratada por 24h; $Comparacio entre
GB1107/controle na condi¢do apds a remogdo do tratamento. Sao mostradas fotomicrografias representativas de
cortes histologicos corados com hematoxilina-eosina (HE) de vilos placentarios tratadas com (C) meio de cultura
ou (D) inibidor (120uM) por 24h. As fotomicrografias foram capturadas com ampliacdo de 40x (barra de escala:
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60um). (E) Vilos placentarios previamente incubados com inibidor (120uM) e foram infectados com taquizoitas
de T. gondii por 24h e a porcentagem de proliferagdo intracelular de parasitos foi medida pelo ensaio de
B-galactosidase, no qual o ndo tratado/infectado (grupo controle) foi considerado como 100% de proliferagao
parasitaria. Foram realizados trés experimentos independentes em octoplicata. "Comparagdo entre
GB1107/controle. Adicionalmente, vilos placentarios foram infectadas ou ndo com taquizoitas de 7. gondii, os
sobrenadantes da cultura celular foram coletados para medi¢cdo de (F) MIF, (G) IL6, (H) IL10 e (I) TNFo.
"Comparagio entre vilos ndo tratados infectados ou nio; “Comparagdo entre vilos tratados com GB1107
infectados ou nio; *Comparacio entre vilos ndo infectados; “Comparacéo entre vilos infectados.
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6. DISCUSSAO

Gal-3 ¢ uma lectina multifuncional de ligagdo a [-galactosideo associada a
implanta¢do, embriogénese, formacgdo placentdria, bem como a manutengdao e sucesso da
gravidez (Yang et al., 2011; Yang; Lei; Zhang, 2013). Curiosamente, foi relatado que Gal-3
desempenha uma participagdo proeminente durante infec¢des por parasitos protozoarios,
incluindo 7. gondii (Debierre-Grockiego et al., 2010; Alves et al., 2010). Neste cenario,
investigamos de forma pioneira o papel da Gal-3 durante a infeccao por 7. gondii através de
dois modelos experimentais bem estabelecidos de interface materno-fetal: um modelo in vitro
utilizando células trofoblasticas humanas (células BeWo) e um modelo ex vivo usando vilos
placentarios do terceiro trimestre de gravidez (Costa et al., 2020; Rosini et al., 2021; Martinez
et al., 2023; Teixeira et al., 2023).

Para desvendar se Gal-3 ¢ capaz de modular etapas essenciais do ciclo litico de T.
gondii, avaliamos os processos de adesdo, invasao e proliferacdo. Nossos dados revelaram que
a expressao reduzida de Gal-3 em células BeWo favoreceu a infecgdo parasitaria, o que foi
destacado por maiores taxas de invasdo e proliferagdo intracelular, assim como em vilos
placentérios tratados com inibidor sintético GB1107 onde a proliferagdo 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 infeccdo pela cepa ME-49 de T. gondii em camundongos Gal-37 exibiu maior carga
parasitaria (Bernardes et al., 2006). Diante do exposto, os resultados encontrados neste estudo
corroboram os da literatura, uma vez que em células BeWo com expressao reduzida de Gal-3,
bem como em vilosidades placentérias tratadas com inibidor, houve aumento da invasdo e
proliferagdo intracelular de 7. gondii, sugerindo que esta lectina desempenha um papel
importante no controle da infec¢do pelo parasito na interface materno-fetal.

Entdo, nossas descobertas demonstraram que a expressao reduzida de Gal-3 aumentou
a suscetibilidade das células BeWo e de vilos placentérios tratados com inibidor sintético a
infeccdo por 7. gondii. Assim, levantou-se a seguinte questdo: seria a deficiéncia da expressao
de Gal-3 capaz de modular a expressdo de mediadores imunoldgicos importantes no controle
do parasitismo?

A literatura ja demonstrou a importancia de Gal-3 na resposta imunologica contra 7.
gondii e outros parasitos. Foi demonstrado que Gal-3 expressa em macréfagos reconhece
glicosilfosfatidilinositéis (GPIs) na superficie de 7. gondii, uma interacdo necessaria para

gerar uma resposta imune antiparasitaria eficaz (Debierre-Grockiego et al., 2010). A ligacao
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da Gal-3 aos GPIs de T gondii aumenta os niveis de TNF-o nos macrofagos infectados e,
paralelamente, a Gal-3 também pode atuar como um co-receptor, apresentando os GPIs aos
receptores do tipo toll (TLRs) nos macrofagos (Debierre-Grockiego et al., 2010). Apds
infec¢do com a cepa ME-49 de T gondii, camundongos Gal-37" exibiram maior carga
parasitaria, diminuicdo do recrutamento de monocitos/macrofagos e neutrofilos, atraso na
resposta inflamatoria no sistema nervoso central e concentragdes significativamente mais altas
de IL12 e IFNy no soro em comparagio com camundongos Gal-3*", sugerindo que Gal-3 é
uma molécula importante no curso de uma resposta imune para controlar a proliferagao de 7.
gondii in vivo (Bernardes et al., 2006).

Em relagdo a outros parasitos protozoarios, a literatura revelou que Gal-3 reconhece
glicoproteinas e glicolipidios expressos na superficie de patdogenos como Leishmania major,
Schistosoma mansoni e Trypanosoma cruzi (Pelletier; Sato, 2002; Van Den Berg et al., 2004;
Pineda et al., 2015). Gal-3 ¢ responsavel por reconhecer o lipofosfoglicano presente na
superficie de L. major, sugerindo que a molécula pode contribuir para uma resposta imune
especifica 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 padrdo para o
reconhecimento imunoldégico do parasito mediado por esta galectina (Pineda et al., 2015).
Além disso, esta molécula parece ser importante no controle de 7. cruzi que, ao evadir dos
mecanismos imunologicos desencadeados pela Gal-3 durante a infeccdo, altera a estrutura
molecular da galectina, anulando assim os mecanismos de sinalizagao associados a imunidade
inata que sdo desencadeados por esta lectina (Pineda et al., 2015, 2020).

Assim, avaliamos os efeitos imunomoduladores de Gal-3 mensurando os niveis de
citocinas presentes nos sobrenadantes de células BeWo Wild Type, shGal-3 e vilos
placentarios (pré-tratados com o inibidor GB1107) infectados ou ndo por 7. gondii. Em geral,
observamos que a modulacdo negativa de Gal-3 reduziu os niveis de IL-6 e IFN-y em células
BeWo nio infectadas. Da mesma forma, a expressao reduzida de Gal-3 também prejudicou a
producao de MIF e IL-6 em células BeWo infectadas por 7. gondii. Além disso, a auséncia de
Gal-3 parece ndo interferir na produg¢do de IL-8 em células BeWo infectadas ou ndo.
Adicionalmente, notamos que a redu¢do de Gal-3 pelo inibidor sintético em vilos placentarios
também prejudicou a produgdo de MIF e IL-6 nas condigdes infectadas.

No contexto da interface materno-fetal, estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
relataram extensivamente o papel da IL-6, MIF e IFN-y durante a infeccdo por 7. gondii
(Rosini et al., 2022; Fernandes et al., 2023; Teixeira et al., 2023). Foi demonstrado que niveis

mais elevados de MIF em células BeWo e em vilos placentarios infectadas por 7. gondii estao
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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 invasdo e
implantacdo do embrido no utero (Champion et al., 2012). e esta envolvida no controle de
infec¢des por parasitos intracelulares, especialmente 7. 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 importancia durante a infec¢do aguda por 7. gondii (Liu; Huang; Lu,
2018), foi demonstrado que o IFNy ndo ¢ capaz de controlar o parasitismo em cé¢lulas BeWo
(Oliveira et al., 2006; Barbosa et al., 2008; Barbosa et al., 2015). Em conjunto, demonstramos
que os baixos niveis de IL-6 e MIF nas células shGal-3 BeWo e nos vilos placentarios tratados
com inibidor, poderiam ser responsaveis pelo comprometimento da invasao e proliferagcdo 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 deficiéncia na
expressdo de Gal-3 estd associada a modulagdo negativa da produgdo de citocinas essenciais
para o controle do parasitismo, destacando assim, que Gal-3 tem papel chave na regulagdo da
resposta imune contra 7. gondii na interface materno-fetal.

Adicionalmente, avaliamos o papel da Gal-3 durante a infeccao por 7. gondii usando
os vilos placentdrios no terceiro trimestre tratados com B-lactose, um composto que inibe
eficientemente os dominios N-terminal e C-terminal bloqueando os dominios Gal-3 (Sano et
al., 2000; Fernandez et al., 2005; Stowell et al., 2008). Curiosamente, doses ndo citotoxicas de
B-lactose controlaram a proliferagdo intracelular de 7. gondii em vilos placentarios de maneira
dose-dependente, ao contrdrio dos resultados observados em células BeWo com expressao
reduzida de Gal-3 e em vilos tratados com inibidor. Acreditamos que esse resultado possa
estar relacionado a inespecificidade da lactose para o sitio Gal-3, o que poderia estar
desencadeando outras vias de sinalizagdo intracelular que contribuem para o controle do
parasitismo.

Além disso, as variagdes nos resultados observadas entre os diferentes modelos
empregados nesta pesquisa destacam a importancia da utilizagao 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 especificos, o emprego da placenta humana ¢é essencial devido a sua representagao
mais abrangente do ambiente placentario. Este tecido abrange ndo apenas trofoblastos vilosos,
mas também trofoblastos extravilosos, sinciciotrofoblastos, mesénquima e vasos sanguineos
fetais (Turco, 2019). Consequentemente, o microambiente dos explantes placentarios difere

significativamente daquele dos trofoblastos isolados individuais.
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7. CONCLUSAO

Nossos achados demonstram que a Gal-3 ¢ uma proteina crucial para o controle da
infeccao por 7. gondii, visto que a deficiéncia em sua expressao resulta em um aumento nas
taxas de invasdo e proliferacdo do parasita. Além disso, a auséncia de Gal-3 est4 associada a
modulacdo negativa de MIF e IL-6, citocinas importantes para o controle da infec¢do por 7.
gondii na interface materno-fetal.

Este ¢ o primeiro estudo que revela o papel da Gal-3 na infec¢dao por 7. gondii no
contexto gestacional. Nesse sentido, sdo necessdrios novos estudos que utilizem outros
modelos e investiguem os mecanismos pelos quais essa lectina atua no microambiente
placentario, para que possamos entender completamente sua fun¢do no controle da

transmissao vertical do parasita.
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ANEXO 1

Universidade Federal de Uberlindia
Pro-Reitoria de Pesquisa ¢ Pos-Graduacio
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS - CEP/UFU
Av. Jodo Naves de Avila, 2121, Bloco A Sala 224 -
Campus Santa Monica - Uberlandia-MG - CEP 38408-144 - FONETFAX (034)3239-4134/4335;
c-mail: cepi@propp.ufu.br ; www.comissoes.propp.ufu.br

COMUNICADO SOBRE PESQUISA COM USO DE CELULAS ADQUIRIDAS
COMERCIALMENTE

COMUNICADO N 1372012
0O COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS COMUNICA QUE
AS PESQUISAS CUJOS DADOS SERAO OBTIDOS EXCLUSIVAMENTE COM O
USO DE CELULAS ADQUIRIDAS COMERCIALMENTE NAO NECESSITAM DE
ANALISE ETICA POR UM CEP.

EXEMPLOS DESSAS CELULAS: HeLa; BeWo; JEG-3; HTR-&; HFF; Caco-2.

Uberlindia, 04 de maio de 2012,

jf”’w?iu a3, At

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Faras Furtado
Coordenadora do CEP/UFU
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