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RESUMO

O complexo teniase-cisticercose considerado uma doenga tropical negligenciada
causada por helmintos e aquelas causadas por protozoarios como
toxoplasmose. constituem um problema para saude publica, especialmente em
paises em desenvolvimento. Considerando que as infec¢gdes por helmintos
podem alterar a suscetibilidade a outros parasitos, € importante entender os
impactos dessa interagdo em diferentes modelos, como na interface materno-
fetal. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o papel do extrato salino (ES) do
cisticerco de Taenia crassiceps durante a infec¢cdo por Toxoplasma gondii nas
células trofoblasticas da linhagem BeWo. O extrato salino foi obtido do
metacestddeo de T. crassiceps e usado nas células em diferentes concentracdes
(64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0.5; 0.25 e 0.125 ug/ml). Os parametros avaliados
incluiram:(a) a viabilidade celular, usando o método MTT, (b) o efeito do ES na
proliferacao de T. gondii, avaliado via reagao (-galactosidase, e (c) secrecao de
citocinas (IL-6, IL-8, IL-10, e MIF) em culturas sobrenadantes, avaliada pelo
ensaio ELISA imunoenzimatico, depois com a estimulacdo com ES, com ou sem
a infecgdo por T. gondii. O ES nao afetou a viabilidade das células BeWo. No
ensaio de proliferagdo, nas concentragdes testadas (32 e 8 ug/mL), houve uma
reducdo no numero de T. gondii, similar ao efeito observado com o tratamento
padrao com sulfadiazina e pirimetamina. A respeito das citocinas, a producéo de
IL-10 aumentou apds estimulagdo com ES, nas mesmas condigbes em que foi
observado a diminuicdo da proliferagdo de T. gondii. Esses resultados
contribuiram para o entendimento da coinfeccao de Taenia sp. e T. gondii.
Antigenos de Taenia crassiceps podem possi influenciar a interagcdo com drogas
durante o tratamento e impactar o resultado da transmissdo vertical da

toxoplasmose.

Palavras-chave: Célula BeWo; Cisticercose; Coinfeccao; Taenia crassiceps



ABSTRACT

The taeniasis-cysticercosis complex, considered a neglected tropical disease
caused by helminths, and protozoan infections such as toxoplasmosis constitute
a public health problem, especially in developing countries. Considering that
helminth infections can alter susceptibility to other parasites, it is important to
understand the impacts of this interaction in different models, such as at the
maternal-fetal interface. This study aimed to evaluate the role of the saline extract
(SE) of Taenia crassiceps cysticerci during Toxoplasma gondii infection in BeWo
trophoblastic cells. The saline extract was obtained from T. crassiceps
metacestodes and applied to cells at different concentrations (64, 32, 16, 8, 4, 2,
1, 0.5, 0.25, and 0.125 pg/mL). The parameters evaluated included: (a) cell
viability, using the MTT assay, (b) the effect of SE on T. gondii proliferation,
assessed by the B-galactosidase reaction, and (c) cytokine secretion (IL-6, IL-8,
IL-10, and MIF) in culture supernatants, measured by ELISA immunoassay, after
stimulation with SE, with or without T. gondii infection. SE did not affect the
viability of BeWo cells. In the proliferation assay, at the tested concentrations (32
and 8 ug/mL), there was a reduction in the number of T. gondii, like the effect
observed with standard treatment using sulfadiazine and pyrimethamine.
Regarding cytokines, IL-10 production increased after stimulation with SE, under
the same conditions in which a decrease in T. gondii proliferation was observed.
These findings contributed to the understanding of Taenia sp. and T. gondii
coinfection. Taenia crassiceps antigens may potentially influence drug
interactions during treatment and impact the outcome of vertical transmission of

toxoplasmosis.

Keywords: BeWo cells; Cysticercosis; Co-infection; Taenia crassiceps.
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1 INTRODUGAO

1.1 O género Taenia e aspectos gerais do complexo teniase-cisticercose

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) constituem atualmente um
grande problema de saude e gestdo publica em paises em desenvolvimento.
Elas ocorrem em cerca de 149 paises, onde uma grande parcela da populagao
vive em condi¢cbes de baixa renda, afetando mais de um bilhdo de pessoas
(FIOCRUZ, 2010). Apesar de serem cosmopolitas o seu endemismo da
cisticercose concentra-se em regides como a América Latina, Africa e Asia com
estimativa de 50.000 mortes anuais (WHO, 2022).

Dentro desse contexto podemos citar o complexo teniase-cisticercose que
€ causado em humanos por duas espécies de parasitos zoondticos, Taenia
saginata e T. solium, que popularmente, recebem o nome de solitarias (TOLEDO
et al., 2018). A teniase é causada pelo parasito adulto de ambas as espécies ja

a cisticercose, pela larva (cisticerco) de T. solium.

Teniase e cisticercose tém distribuicdo com abrangéncia mundial (CDC,
2017). Estima-se que cerca de 2,5-8,3 milhdes de pessoas estejam infectadas
com cisticercose no mundo, segundo a Organizagao Mundial da Saude (WHO,
2022). Dentro desse numero ha muitos casos diagnosticados na América Latina.
Nesta regiao, entre outros fatores epidemioldgicos, a alta prevaléncia decorre da
falta de saneamento basico de qualidade na maioria das cidades. No Brasil, a
ocorréncia do complexo teniase-cisticercose tem ligagdo principalmente a
comunidades rurais, onde é comum a criagao de suinos em ‘chiqueiros’ e gado
solto, associada a falta de saneamento basico, propiciando a contaminacao do
alimento, da agua, de bovinos e suinos (ACEVEDO-NIETO et al., 2017). E
menos evidenciada em regides urbanizadas onde a manutencéo do ciclo de
Taenia é observada dentro do proprio ambiente familiar, por meio de transmissao
domiciliar. Além disso, o fato de que em muitas regides o atendimento médico é
de dificil acesso, e a falta de informacao sobre ambas as doencas dificulta o

diagndstico e tratamento adequados.



Ténias sdo vermes morfologicamente achatados dorsoventralmente, em
forma de fita, e divididos em cabeca ou escolex, colo ou pescogo e estrobilo ou
corpo (NEVES, 2022). Taenia saginata apresenta quatro ventosas em seu
escolex, seguido por um pescogo longo e fino; e suas proglotes ndo gravidas séo
largas enquanto as proglotes gravidas séo longas. T. saginata é a espécie mais
comum em humanos e podem alcancar até 20 metros de comprimento, porém
usualmente alcanga cerca de 5 a 8 metros, tem como hospedeiro intermediario
os bovinos (ROBERTS; JANOVY; NADLER, 2012). Taenia solium apresenta 4
ventosas e dois circulos de aculeos no apice do seu rostro; suas proglotes
gravidas sao mais largas do que as nao gravidas. Usualmente alcanga cerca de
2 a 3 metros e tem como hospedeiro intermediario o suino, porém o ser humano
também acidentalmente pode servir como hospedeiro intermediario, por isso ela
€ considerada a mais grave para humanos, por causar a cisticercose
(ROBERTS; JANOVY; NADLER, 2012).

O ciclo se inicia quando bovinos e suinos se alimentam ou bebem agua
que estdo contaminados com ovos presentes nas fezes do home parasitado
(TOLEDO et al., 2018). Os ovos, na presencga de umidade e na auséncia de luz,
podem permanecer viaveis por muito tempo (BASTOS, 2019). Apds ingeridos
pelos hospedeiros intermediarios, as oncosferas (embrides hexacantos) sao
liberadas no intestino delgado e, em agao conjunta do suco gastrico e da bile,
penetram a parede do intestino delgado até alcangar os vasos sanguineos, para
invadir os 6rgaos ou tecidos do animal infectado e formar cisticercos (CHIEFFI,
SANTOS, 2020). A teniase desenvolve-se ou ocorre quando o homem ingere as
formas metacestddeas, presentes em carnes cruas ou malcozidas de suino ou
bovino. No homem, apds agao digestiva, o escolex do cisticerco evagina e se
fixa @ mucosa do intestino através das suas ventosas (DA SILVA et al., 2022). A
ténia adulta comeca a se desenvolver e crescer seu estrébilo em uma agao do
colo ou pescogo. A Taenia saginata, ao atingir a fase adulta, iniciara a eliminagao
das proglotes gravidas pelas fezes, as quais, na fase madura se desprendem do
estrébilo da ténia e alcangam as fezes. Ja em T. solium, essas proglotes migram
para o anus do hospedeiro, em ambos 0s casos as proglotes serdo eliminadas
pelas fezes. No caso de Taenia solium, o homem pode atuar como hospedeiro



intermediario ao ingerir os ovos que resultam em cisticercose (BUSCHMANN,
2011).

A cisticercose pode ser classificada de acordo com a localizagdo dos
cisticercos, com casos de cisticercos alojados no tecido subcuténeo, cardiaco,
cerebral e outras estruturas pertencentes ao sistema nervoso central (SNC)
chamada de neurocisticercose (NCC). Quando ha casos de NCC, os sintomas
dependem, entre outros fatores, do estagio do cisticerco: vesicular, coloidal,
granular nodular ou granular calcificado. O estagio em que o cisticerco se
encontra, combinado com a carga parasitaria e com a resposta imune que o
individuo infectado apresenta frente ao periodo de infecgéo, afeta a patogenia
da NCC. Geralmente, nos casos em que ha sintomas, os cisticercos comprimem
as estruturas adjacentes ao local onde esta localizado (WEBB,et al., 2018).
Quando ocorre um extravasamento do liquido vesicular, podem surgir
complicagdes graves, tal como uma reagao inflamatéria intensa no SNC central
(GUIMARAES, 2010). Na maioria dos pacientes infectados, esses sintomas
compreendem desde dores de cabega até convulsées. Na gravidez, pode
acontecer um agravamento desses sintomas que serao acompanhados de um
aumento da presséao intracraniana e, em casos raros, esses sintomas podem
levar ao coma e a morte da mae e do feto. Nao ha evidéncia de ocorréncia de
transmissao vertical (WEBB et al., 2018).

O diagndstico da teniase e da cisticercose, muitas vezes, ocorre de forma
tardia ou, a vezes, por se tratar de parasitoses na maioria dos casos
assintomaticas nao sado sequer diagnosticadas, sendo dificil identificar a
populacdo afetada. Quando é investigada, a teniase pode ser diagnosticada
através do exame parasitolégico de fezes, que detecta os ovos da familia
Taeniidae, ou da tamisagao das fezes, que envolve a coleta e a identificagcao
especifica das proglotes (DA SILVA et al., 2022). Ha também a possibilidade de
aplicacao do ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA) e a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR). A cisticercose pode ser diagnosticada por exames de
imagem — padrao ouro -, exames soroldgicos, exame de liquor que é um teste
sorolégico (em caso de neurocisticercose - NCC) e biopsia (CARPIO; ROMO;
DEL BRUTTO, 2023).
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O tratamento adequado para teniase e cisticercose, quando sao
diagnosticadas, é feito com medicamentos antiparasitarios; um dos mais comuns
nesses casos € o albendazol. Quando ha o diagnéstico de NCC, utiliza-se o
antiparasitario associado a anti-inflamatorios, antiepilépticos e, em casos graves
como hidrocefalia, lesdes intracranianas sintomaticas, cisticercos
intraventriculares ou que causam compressao de estruturas vitais, pode haver
uma intervencgéo cirurgica (WHITE JUNIOR et al., 2018).

As helmintiases tém como uma das suas caracteristicas a capacidade de
alterar a imunidade e de tornar o hospedeiro mais suscetivel a doencas
diretamente relacionadas aos helmintos, sejam elas causadas por outros
parasitas do mesmo grupo, protozoarios, virus ou bactérias. Quando ha infecgéo
em humanos por helmintos, ha uma inducédo de resposta imunoldgica tipo 2
(Th2), associada a produgédo, entre outras, de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. A
modulagao na resposta produzida pelo sistema imune é benéfica para que os
helmintos consigam sobreviver por muito tempo no hospedeiro sem serem
prejudicados, a0 mesmo tempo em que tornam o hospedeiro mais suscetivel a
outras infecgdes (CHETTY et al., 2020).

Sobre a NCC a resposta imune do hospedeiro aos cisticercos € complexa
e diversa; a resposta mais comum é a do tipo Th2, principalmente quando
observada em individuos assintomaticos, porém esse quadro pode mudar em
quadros clinicos sintomaticos. Os tipos de respostas para a NCC sdo humoral e
celular. A resposta humoral envolve o aumento de IgG e suas subclasses
dependendo do estagio de infeccdo no individuo. A resposta celular é
dependente do estagio do metacestdédeo e da sua localizagdo; inicialmente, a
resposta predominante € de citocinas Th2 e imunorregulatérias que limitam a
inflamacédo e favorecem a sobrevivéncia do parasito. A medida que ha uma
deterioragao dos cisticercos, ocorre a ativagao inflamatéria Th1, com producéao
de IFN-y, TNF-a e IL-1B, o que leva a producado de granulomas maduros. Além
disso, as formas metacestddeas induzem a ativacao de células T reguladoras,
que produzem IL-10 e TGF-B, suprimindo a proliferagao dos linfocitos e ajudando

a evitar a destruicao excessiva do tecido neural (PRODJINOTHO et al., 2020).
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1.2 Toxoplasma gondii e a toxoplasmose

A toxoplasmose € uma infeccdo causada pelo parasito protozoario
intracelular obrigatério Toxoplasma gondii que por ter uma distribuicdo mundial
e alta prevaléncia, € de importancia para a saude publica. Esse parasito tem um
ciclo heteroxénico facultativo, ou seja, pode ter um ou mais hospedeiros (DINIZ
et al., 2022). Seu hospedeiro intermediario pode ser qualquer mamifero ou ave
e seu hospedeiro definitivo é um felideo. Devido a essa ampla gama de
hospedeiros, estima-se que em alguns paises a prevaléncia soroldgica atinja
80% da populagéo (NEVES, 2022).

O T. gondii apresenta trés formas distintas: esporozoitos, merozoitos
(taquizoitos e bradizoitos) e gametas. Seus hospedeiros podem ser infectados
de varias formas diferentes. A rota de transmissao depende do estagio em que
o T. gondii se apresenta: a infec¢ao por bradizoitos acontece pela ingestao de
carne crua ou mal cozida; ja a infecgdo por esporozoitos em oocistos, pela
ingestdo de alimentos crus e agua contaminados e contato com o solo
contaminado por fezes de gatos infectados; enquanto taquizoitos podem estar
presentes em fluidos corporais (leite e saliva), em 6rgaos infectados usados para
transplante, no sangue de individuos infectados e podem ser transmitidos
verticalmente, quando a mae transmite via transplacentaria para seu feto. Seu
ciclo de vida é dividido em fase assexuada em hospedeiros intermediarios e
definitivos e fase sexuada apenas em hospedeiros definitivos: felideos (NEVES,
2022).

A fase assexuada inicia-se ap6és a infeccdo no hospedeiro intermediario.
Os esporozoitos sofrem intensas multiplicagdes intracelulares. No vacuolo
parasitoforo intracelular os novos taquizoitos sao formados via endodiogenia,
rompem a célula e invadem novas células e reiniciam esse processo (NEVES,
2022). A fase de replicacao rapida dos taquizoitos nos tecidos é denominada de
fase aguda. Quando alguns parasitos se diferenciarem em bradizoitos, formam
cistos teciduais, e a toxoplasmose entra em fase crénica (NEVES, 2022). A fase
sexuada ocorre nas células epiteliais do intestino delgado de felideos néao

imunes. Ha uma fase reprodutiva por esquizogonia, seguida por uma sexuada.
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A esquizogonia gera varios merozoitos - seu conjunto dentro do vacuolo
parasitéforo recebe o nome de esquizonte maduro-, entdo a célula se rompe e
libera os merozoitos que penetram novas células epiteliais e se diferenciar em
formas sexuadas Os gametdcitos, apos passarem por um processo de
maturacdo, formardo os microgametas moveis e os macrogametas imoveis.
Apos a fecundacgéo, forma-se o zigoto, que evoluira dentro do epitélio, formando
uma parede externa dupla e dara origem ao oocisto. Em alguns dias, a célula se
rompe e libera o oocisto que atingira o ambiente com as fezes; sua maturagéo

acontecera por esporogonia (NEVES, 2022).

Geralmente, a toxoplasmose € uma doencga assintomatica em pessoas
saudaveis, e seus sintomas dependem de fatores do parasito e do hospedeiro.
Entre os fatores do parasito que influenciam as manifestacées sintomaticas da
toxoplasmose estédo a carga parasitaria e a cepa do parasito. Relativamente ao
hospedeiro, destacam-se a resposta imune elaborada e o estado imune geral,
com énfase nos imunocomprometidos e nas gestantes como principais fatores.
Os sintomas podem ser facilmente confundidos com sintomas de outras
doencas, incluindo: febre, fadiga, dores musculares, dor de garganta e dor de
cabeca. Suas manifestagcdes mais graves estao relacionadas aos individuos que
apresentam lesdes nos olhos e no cérebro e na infecgdo congénita: aborto,
nascimento prematuro e danos neuroldgicos no feto (SANTOS; RIBEIRO; LIMA,
2023).

O diagndstico é feito por exames laboratoriais, onde se realiza uma testes
sorologicos que detecta os anticorpos IgM e IgG especificos (DE MORAES,
2022). O tratamento pode ser realizado usando medicamentos como
pirimetanina, sulfadiazina e espiramicina. A preveng¢ao da doenga envolve a
melhoria dos habitos de higiene pessoal e da forma de higienizar e cozinhar os
alimentos, além de um diagndstico rapido tanto nos animais quanto nos seres
humanos contaminados (ALVES et al., 2022).

1.3 A toxoplasmose e a gestacgao

O Brasil tem uma alta taxa de incidéncia de toxoplasmose congénita,
podendo alcancar até 10 casos a cada 10 mil nascidos vivos. Suas

manifestacdes clinicas sao variaveis e incluem: alteragcdes oftalmoldgicas,
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neurolégicas e alteragbes do volume craniano (microcefalia e macrocefalia).
Também incluem manifestagdes sistémicas e podem, em casos muito graves,
levar a morte fetal e neonatal (SANTOS; RIBEIRO; LIMA, 2023). Por ser uma
doenca de circulacdo endémica, a notificacdo de casos de toxoplasmose

gestacional e congénita € compulséria desde fevereiro de 2016 (BRASIL, 2016).

A toxoplasmose na gestagao tera como fatores determinantes do risco de
transmissao a resposta imunologica materna, a idade gestacional no momento
da infeccdo e a viruléncia do parasito. No caso da idade gestacional o risco de
transmissao varia da seguinte forma: 2% no periodo periconcepcional, 10-25%
no primeiro trimestre, 30-45% no segundo, 60-65% no terceiro e 80% antes do
parto (DINIZ et al., 2022). A crianga pode nascer assintomatica, mas com o
desenvolvimento surgem os sintomas da doenca surgem (DE MORAES, 2022).
O diagndstico é feito por exames laboratoriais, onde se realiza uma triagem
soroldgica, que detecta os anticorpos IgM e IgG especificos, porque a maioria
das gestantes ndo apresenta sintomas e, quando ocorrem, eles podem ser:

febre, cefaleia, mialgia, linfadenopatia e erupgéo cutanea no feto.

1.4 Modelos de avaliagao in vitro: interagao de Taenia crassiceps e células
BeWo

O trofoblasto € uma célula de origem fetal que desempenha um papel
importante para garantir o sucesso gestacional, impossibilitando casos de
rejeicao materna (WEGMANN et al., 1993). Ela é responsavel por aderir e invadir
o blastocisto no endométrio, nutrir o embrido e formar a porcao fetal da placenta
(FITZGERALD et al., 2008). As células BeWo foram as primeiras células
trofoblasticas enddcrinas humanas a serem cultivadas e usadas como modelo;
elas crescem rapido e secretam citocinas e horménios (FUJISAWA et al., 2000).
A linhagem BeWo possibilita avaliar in vitro as interagbes entre as células

trofoblasticas e infecgbes causadas por parasitos.

Taenia crassiceps tem caracteristicas muito préximas as de T. solium,
porém pode ser facilmente mantida em laboratérios e manipulada in vitro e in

vivo. Em condicbes naturais, Taenia crassiceps tem como hospedeiros
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definitivos raposas, marmotas, lobos e caes, e como hospedeiros intermediarios
ratos de campo, pequenos roedores e camundongos BALB/c (LOOS-FRANK,
2000). Assim, € um modelo adequado para estudar os aspectos da cisticercose
humana (WILLMS; ZURABIAN, 2010).

Taenia crassiceps induz uma resposta imune do tipo Th2 estereotipada
no hospedeiro. Essa resposta é caracterizada pela secreg¢ao de citocinas anti-
inflamatadrias, como IL-4 e IL-13, juntamente com outras citocinas como IL-6, IL-
9, IL-10, IL-25, IL-33 e TGF-B (PEON; ESPINOZA-JIMENEZ; TERRAZAS,
2013). Essas citocinas promovem alteragées no recrutamento e ativagado de
leucdcitos, incluindo a diferenciacéo de linfocitos T CD4+ em subconjuntos Th2
e células T reguladoras, ativagado de células B produtoras de IgG1 e IgE, e
aumento de eosindfilos, basdfilos e mastocitos (PEON; ESPINOZA-JIMENEZ;
TERRAZAS, 2013).

Sendo usado como modelo animal, o cisticerco de Taenia crassiceps é
mantido através de passagens intraperitoniais seriadas de cistos da cavidade
peritoneal de camundongos BALB/c infectados, a reprodugdo para novos
camundongos ocorre por brotamento (WILLMS; ZURABIAN, 2010).

Existem estudos sobre a toxoplasmose associada a doencgas infecciosas
relacionadas a virus, como por exemplo a toxoplasmose cerebral, que € mais
frequente e apresenta maiores riscos em pacientes infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e com sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) (CORREA-ACOSTA et al., 2018). Em contrapartida, ndo existem muitos
estudos sobre o complexo teniase-cisticercose, e estudos sobre o impacto que
duas infecgdes parasitarias exercem na expressao do sistema imunolégico séo
muito escassos. Por esses motivos, tornam-se necessario estudos que
proponham qual o impacto que a ténia e seu mecanismo de modulacdo da
resposta imunolégica do hospedeiro podem ter em modelo de interface materno-

fetal envolvendo Toxoplasma gondii.
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2 OBJETIVOS

e Avaliar o papel do extrato salino (ES) de cisticercos de Taenia crassiceps
na infecgcdo de Toxoplasma gondii em células trofoblasticas humana
vilosas da linhagem BeWo.

e Analisar o efeito do ES de Taenia crassiceps na viabilidade celular de
BeWo;

e Avaliar o ES de Taenia crassiceps na proliferacédo de Toxoplasma gondii
nas células trofoblasticas;

e Mensurar a producdo de citocinas no sobrenadante de células BeWo
infectadas ou nédo por Toxoplasma gondii e estimuladas com ES de

Taenia crassiceps.
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3 METODOLOGIA
3.1 Obtencao dos cisticercos e preparagao do extrato salino

O Laboratdrio de Diagnéstico de Parasitoses (LADIPAR) possui estoque
de cisticercos de Taenia crassiceps obtidos via protocolo CEUA/UFU 094/16. A
manutengcdo experimental da cepa de T. crassiceps foi realizada em
camundongos fémeas da linhagem BALB/c na Rede de Biotérios de Roedores
(REBIR) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

O extrato salino (ES) dos metacestdédeos foi preparado de acordo com
Silva et al. (2017). As formas larvais foram ressuspensas em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS; 0,01 mol/L, pH 7,2), acrescentando um coquetel
de inibidores de protease (mini-ULTRAcomplete, Roche, Alemanha). Utilizando
um macerador, um pildo e nitrogénio liquido, os cisticercos foram rompidos em
cinco ciclos de maceragéao, adicionando o nitrogénio no inicio de cada um. Por
fim, foram adicionados 2,5 mL de PBS e o conteudo foi centrifugado (12400 x g,
30 min, 4°C) e recolhido o sobrenadante (ES). A dosagem proteica foi realizada
usando o método de Lowry et al. (1951). O extrato salino foi armazenado a -20°C

até o uso.

3.2 Cultura e manutenc¢ao das células BeWo

As células trofoblasticas humanas da linhagem BeWo foram
descongeladas, lavadas e ressuspendidas. Apds esse processo, foram
colocadas em frascos estéreis para cultura com meio de cultivo Roswell Park
Institute 1640 (RPMI 1640), 10 % soro fetal bovino e 1% de antibiéticos (10.000
U/ml de penicilina e 10 mg/ml de estreptomicina). Elas foram incubadas em uma
estufa de cultura a 37°C e 5% de CO.. Para manter a viabilidade das células, foi
necessario realizar uma repicagem cerca de duas vezes por semana. Para o
repique, as garrafas foram tratadas com tripsina, 0,25% de acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) e colocadas durante 5 min dentro da estufa de cultura.
Depois, foi adicionado meio suplementado com 10% de soro fetal bovino para a
inativagao da tripsina e a lavagem das células. As células foram transferidas para
tubos de 15 mL e centrifugadas por 5 min em temperatura ambiente. Apds a
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centrifugacgéo, foi feita a contagem celular usando a camera de Neubauer onde
foram contados os 4 quadrantes laterais. Apds a contagem o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspenso com meio completo. Por fim, metade

dessa solugao foi colocada novamente na garrafa.

3.3 Cultura e manutengao do Toxoplasma gondii

A cultura e manutengédo do Toxoplasma gondii foi feita com o seu estagio
de taquizoitos da cepa RH (alta viruléncia), mantidos em frascos de cultura
contendo células BeWo e incubadas na estufa de cultura (37°C, 5% CO,). A
medida que essas células sofriam lise do parasito, o meio que estava com os
taquizoitos foi transferido para tubos de 15 mL e centrifugado por 5 minutos.
Apos a centrifugacéao, foi feita a contagem utilizando a camara de Neubauer
contando o quadrante do meio. Apds a contagem o sobrenadante foi descartado
e o sedimento contendo os parasitos foi homogeneizado e colocado novamente

na garrafa contendo células ndo-infectadas.

3.4 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado para avaliar o efeito do ES de
Taenia crassiceps na proliferagao das células da linhagem BeWo. Esse ensaio
seguiu o protocolo de Mosmann (1983) e é baseado na conversao do sal

tetrazolio (MTT) (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoélio) em formazan.

Uma quantidade de 3x10* de células BeWo foi colocada em cada pogo de
placas de cultura de 24 pogos, juntamente com meio RPMI e 10% de soro fetal
bovino. As placas foram incubadas por 24 horas em estufa (37°C, 5% CO) e
foram tratadas em diluicdo seriada com concentragdes decrescentes de extrato
salino de T. crassiceps (64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 ug/ml) durante 24
horas. Como controle, células BeWo foram tratadas apenas com o meio RPMI e

10% de soro fetal bovino.

Apoés 24 horas de tratamento, as placas foram incubadas com MTT (5
mg/ml) juntamente com meio RPMI e 10% de soro fetal bovino, durante 4 horas.
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Apds o tempo de incubagéo, os sobrenadantes foram removidos e os cristais de
formazan foram solubilizados com 100 pL de solucéo contendo SDS 10% e N,N-
dimetilformamida 50%, seguindo o protocolo de Mosmann. Posteriormente, a
absorbancia foi medida pela leitura da densidade 6ptica (DO) em um leitor de
microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, EUA) com comprimento
de onda de 570 nm.

3.5 Ensaio de proliferagao

O ensaio de proliferagao foi realizado para avaliar o Toxoplasma gondii,
ap6s o tratamento com extrato salino de Taenia crassiceps. O ensaio foi
realizado com base na expressao da p-galactosidase (-gal), que funciona como
uma marcador de proliferacao celular do parasito modificado. A proliferagcao de
Toxoplasma gondii foi analisada utilizando o ensaio colorimétrico de B-
galactosidase. Esse ensaio é fundamentado na clivagem do substrato clorofenol
vermelho-B-D-galactopiranosideo (CPRG) pela enzima [B-galactosidase, que
acarreta a formagdo de galactose e de croméforo vermelho de clorofenol,
detectavel por espectrofotometria a 570 nm (TONINI; STEIDEL, 2013).

Células BeWo (3x10* células/pogo) foram plaqueadas em placas de 24
pocos juntamente com RPMI e 10% de soro fetal bovino. As células foram
mantidas durante 24 horas na estufa e, apos esse tempo, foram infectadas com
taquizoitos de Toxoplasma gondii em meio RPMI e 10% de soro fetal bovino.
Apos 3 horas de infecgdo, as placas foram lavadas com meio de cultura
incompleto (sem soro fetal bovino) - para remover os parasitos que estavam fora
das células - e foram tratadas com as concentragdes nao citotdéxicas do extrato
salino de T. crassiceps. As células BeWo foram tratadas com sulfadiazina (SDZ)

+ pirimetamina (PIR; 200 + 8 pg/ml, respectivamente).

As placas foram centrifugadas 24 horas apds o tratamento e, em seguida,
foram adicionados 100 uL de tampao de lise RIPA por pogo [50 mM de Tris-HCI,
150 mM de NaCl, 1% de Triton X-100, 1% de deoxicolato de sédio e 0,1% de
dodecil sulfato de sodio (SDS), pH 7.5] por 15 minutos a temperatura ambiente.
Foram adicionados, apds esse tempo, 160 uL de tampao de ensaio (100 mM de
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tampéao fosfato, pH 7,3, 102 mM de B-mercaptoetanol, 9 mM de MgCl>) e 40 pL
do substrato CPRG (Roche, EUA), e foi incubada no escuro a temperatura

ambiente por 15 min.

Para efeito de visualizagdo qualitativa do fenébmeno de proliferacao,
também foram preparadas laminulas. Para o ensaio em laminula, as células
BeWo foram cultivadas em uma placa de 24 pogos, com uma laminula em cada.
ApOs a realizacao dessa etapa, as células presentes em cada poco foram fixadas
com uma solugéo de formaldeido a 4% por 2 horas e, em seguida, lavadas com
PBS para remover o fixador e residuos do meio de cultura. As laminas onde
foram colocadas a laminula foram limpas com alcool, e o sobrenadante presente
nos pocos da placa foi retirado. As laminulas foram retiradas dos pogos com a
ajuda de uma agulha e foram mergulhadas no azul de toluidina por cerca de 40
segundos; apds esse tempo, foram mergulhadas na agua para retirar o excesso
e conferidas no microscépio. Por fim, apds a secagem das laminulas, elas foram

fixadas a lamina usando uma solugao de Entellan.

3.6 Dosagem de citocinas

O ELISA foi realizado com kits comerciais, utilizando os sobrenadantes
das culturas de células BeWo infectadas e nao infectadas com Toxoplasma
gondii. Esses sobrenadantes foram tratados respectivamente com 32 ug/ml ou 8
pg/ml. Os niveis das citocinas IL-6, IL-8, IL-10 e MIF foram usados para as
avaliagdes. As concentragcdes das citocinas em cada uma das amostras foram
quantificadas a partir de curvas padrao, cada uma com os limites minimos de
deteccéo: IL-6 (4,7 pg/ml), IL-8 (3,125 pg/ml), IL-10 (7,81 pg/ml) e MIF (31,25
pg/ml). Foram realizados trés experimentos independentes e as concentragdes

de citocinas foram expressas em pg/ml.

3.7 Analise estatistica

Os dados submetidos a analise no GraphPad Prism® Version 9.5, onde
os outliers foram identificados utilizando o método de ROUT, com Q=10%. Apds

a verificacdo da distribuicdo de normalidade, os dados paramétricos foram
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analisados pelo teste ANOVA, seguido por um poés-teste de multiplas

comparacgoes.

Para a comparagdo com o controle negativo (C), foi utilizado o teste de
multiplas comparagdes de Dunnett para as seguintes finalidades: (a) viabilidade
celular com as concentragdes variando de 64 a 0,125 pg/ml de ES; (b)
proliferacdo do T. gondii usando as concentragdes sulfadiazina e pirimetamina
(SP), 32, 8, 2, 0,5 e 0,125 ug/ml; e (c) niveis de citocina de cada uma das
concentragdes (SP, 32 e 8 ug/ml).

Os valores de proliferagdo do T. gondii foram divididos pela média do
controle (C) e expressos como a razdo da condi¢cao/controle. Para as analises
das citocinas, a razdo também foi calculada em relagdo ao controle (C) e
comparada com as condicdes das placas infectadas e nao infectadas utilizando
o teste T de Student. Os dados foram expressos como a média e desvio padrao

(DP), e valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Extrato salino de Taenia crassiceps nao altera a viabilidade das células
BeWO

Para avaliar o potencial efeito toxico do extrato salino (ES) de Taenia
crassiceps nas células da linhagem BeWo, foi realizado o ensaio de viabilidade
celular, que se baseia na conversao do sal tetrazolio (MTT) (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio) em formazan. A absorbancia das placas foi medida por
leitura de densidade éptica (DO) em um leitor de microplacas, e os dados obtidos

foram submetidos a analise estatistica.

Foram testadas concentragdes seriadas de ES, variando de 64; 32; 16; 8;
4; 2; 1; 0,5; 0,25 e 0,125 ug/ml. Essas concentragdes nao apresentaram
diferenga significativa na viabilidade celular quando comparadas ao controle,
como observado na Figura 1, indicando que o extrato salino nao foi téxico para
as células BeWo. Devido a esse resultado, optou-se por utilizar as concentragoes

de 32, 8, 2, 0,5 e 0,125 ug/ml para os experimentos de proliferacéao.
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Figura 1 — Viabilidade celular. Efeito de diferentes concentragdes do extrato salino (ES)
de Taenia crassiceps sobre a célula BeWo — dados dos dois primeiros experimentos.
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Valores representam a meédia + desvio padrdo do ensaio MTT. C = controle sem
tratamento; os numeros no eixo x indicam as concentragdes do extrato em pg/mL.

4.2 Extrato salino de Taenia crassiceps em concentragoes especificas reduz

a proliferagao de Toxoplasma gondii em células BeWo

O ensaio de proliferacéo foi realizado para avaliar o efeito do extrato salino
de Taenia crassiceps na proliferacdo de Toxoplasma gondii. A analise da
proliferacao foi feita utilizando o ensaio colorimétrico de B-galactosidase, seguido
por espectrofotometria e analise estatistica. Para fins de visualizag&o qualitativa,

também foi realizado o ensaio em laminula.

As analises estatisticas do ensaio de proliferacdo demonstraram uma
reducédo na proliferacdo de T. gondii quando as células BeWo foram tratadas
com as concentragdes de 32 e 8 pg/mL do extrato salino (Figura 2). Esse efeito
foi similar ao observado com o tratamento padrao de sulfadiazina e pirimetamina
(SP), utilizado como controle positivo. Imagens representativas do ensaio (Figura
3 A-D) mostram a redugdo nas marcagdes dos vacuolos parasitéforos no

controle positivo (SP) e nas células tratadas com ES (32 e 8 ug/mL).
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Figura 2. Proliferacéo de Toxoplasma gondii. Quantificagéo de taquizoitos intracelulares
usando um ensaio de (-galactosidase. Células BeWo infectadas com T. gondii foram
tratadas por 24 horas com um extrato salino de cisticercos de Taenia crassiceps (32, 8,
2, 0,5 e 0,125 pg/ml). Controles: negativo (C) — células BeWo infectadas apenas com
meio, e positivo (SP) — tratamento com sulfadiazina + pirimetamina. Os dados séo
apresentados como a razao de cada condi¢do para a média do controle negativo (C).
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Diferencas significativas foram determinadas por ANOVA unidirecional seguida por pos-
testes de comparacado multipla. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas (P < 0,05).

Figura 3. A-D. Fotomicrografias representativas do ensaio de proliferacdo de
Toxoplasma gondii: células tratadas com C (A), SP (B) e extrato salino de cisticercos de
Taenia crassiceps (C - 32 ug/ml, D - 8 pg/ml). Coradas com azul de toluidina; barra de
escala — 20 uym. A seta indica o vacuolo parasitéforo.

4.3 O estimulo com o extrato salino de Taenia crassiceps aumenta a

producao de IL-10 em células infectadas

A dosagem de citocinas foi avaliada em trés experimentos independentes
utilizando o ensaio imunoenzimatico quantitativo (ELISA). As concentracdes de

IL-10 e outras citocinas avaliadas foram quantificadas a partir de curvas padrao.

Foi observado que a producédo de IL-10 n&do apresentou resultados
significativos em células BeWo néao infectadas por T. gondii. No entanto, nas
células infectadas, constatou-se um aumento significativo na producao de IL-10

nas concentracdes de 32 e 8 ug/mL do extrato salino (Figura 4 C).
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4.4 Razao das outras citocinas (MIF, IL-6 e IL-8)

Para as demais citocinas avaliadas (IL-6, IL-8 e MIF), ndo foram
observadas diferengas significativas nas concentragdes de ES testadas.
Excecao feita a MIF, cuja produgéo foi maior em células n&o infectadas por T.

gondii quando comparada as células infectadas e tratadas com SP.
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Figura 4. Analise das citocinas IL-6 (A), IL-8 (B), IL-10 (C) e MIF (D) nos sobrenadantes
de células BeWo, nao infectadas ou infectadas com Toxoplasma gondii, nas seguintes
condigdes: controle negativo (C); controle positivo (SP; sulfadiazina + pirimetamina);
tratadas com o extrato salino de cisticercos de Taenia crassiceps (ES; 32 e 8 ug/ml). A
analise foi realizada por meio de ELISA. Os resultados foram expressos como a razéo
de cada condigéo em relagdo a média do controle negativo (C). As condi¢des infectadas
e nado infectadas foram comparadas utilizando o teste t de Student; *P < 0,05.
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5 DISCUSSAO

A interacao entre infecgdes helminticas e outras doengas infecciosas &
complexa, e ha uma necessidade crescente de estudos para compreender como
as coinfec¢des podem influenciar a evolugdo das doengas (LEBU et al., 2023).
Este estudo investigou o efeito do extrato salino (ES) de cisticercos de Taenia
crassiceps na infeccdo por Toxoplasma gondii em células trofoblasticas
humanas da linhagem BeWo, um modelo valioso da interface materno-fetal. A
imunomodulagcdo causada por T. crassiceps pode impactar infecgbes
subsequentes

Em nossos achados, a producdo de MIF foi maior em células nao
infectadas por T. gondii quando comparada aquelas que foram infectadas e
tratadas com sulfadiazina e pirimetamina (SP). Para as demais citocinas pré-
inflamatdrias avaliadas, como IL-6 e IL-8, ndo houve diferengas significativas nas
concentracdes testadas do ES, tanto em culturas infectadas quanto em nao
infectadas com o extrato salino. A IL-8, especificamente, atua como uma
quimiocina que atrai células imunes para a interface materno-fetal (McDONALD
et al., 2013).

Um dos achados mais relevantes deste estudo foi o aumento significativo
de IL-10 em células infectadas com T. gondii ap6s estimulo com o extrato salino.
A IL-10 é uma citocina regulatéria, conhecida por sua fungédo na polarizagao
imunoldgica e no controle da inflamacao desencadeada durante infecgdes por
helmintos (FIGUEIREDO et al., 2010; CHETTY et al., 2020). Esses dados séo
corroborados por estudos que relatam altos niveis de IL-10 em coinfeccoes,
como Plasmodium-Schistosoma e Plasmodium-Ancylostoma em humanos
(BUSTINDUY et al., 2015). O "efeito duplo" observado neste estudo — controle
do parasito e aumento da IL-10 — sugere um mecanismo imunomodulatorio
complexo.

Aprofundando nos mecanismos, foi demonstrado que antigenos
excretados/secretados (E/S) de Taenia crassiceps podem comprometer a
producdo de citocinas pré-inflamatérias (como IL-12 e TNF-a) em células
dendriticas expostas a antigenos soluveis de Toxoplasma gondii, enquanto
mantém a secregao de IL-10 (TERRAZAS et al., 2010). Em um contexto similar,

na coinfecgao crénica com Plasmodium, antigenos de T. crassiceps aumentaram
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os niveis de IL-10 e IL-4 em macrofagos e esplendcitos. Isso resultou em uma
resposta imune mista que reduziu a replicagdo do parasito e prolongou a
sobrevida em camundongos coinfectados (SALAZAR-CASTANON et al., 2018).
A resposta imune classica desencadeada por helmintos é caracterizada por uma
modulagdo Th2 e/ou respostas imunes regulatorias, envolvendo citocinas como
IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (ANTHONY et al., 2007; PEON; ESPINOZA-
JIMENEZ; TERRAZAS, 2013). A infeccéo por T. crassiceps induz uma resposta
Th1 inicial e transitoria, que posteriormente se desloca para uma resposta Th2
(TERRAZAS; BOJALIL; GOVEZENSKY, 1998).

Contudo, ainda ha consideravel controvérsia sobre os efeitos de
helmintos na suscetibilidade ou resisténcia a T. gondii. Modelos murinos
experimentais de coinfecgdes fornecem exemplos variados: a coinfecgdo com
Trypanosoma cruzi pdde atrasar a parasitemia em estagios iniciais, mas
infecgbes cronicas por T. crassiceps aumentaram significativamente a
suscetibilidade (RODRIGUEZ; TERRAZAS; MARQUEZ, 1999). Infeccdes
prévias de camundongos com T. crassiceps exacerbaram a carga parasitaria de
Leishmania spp. e induziram lesdes cutdneas maiores durante as coinfeccdes
(RODRIGUEZ-SOSA et al., 2006). Por outro lado, a coinfeccdo com Trichinella
spiralis e T. gondii resultou em uma infecgao protozoaria mais branda e menores
niveis de anticorpos anti-Toxoplasma (AFIFI et al., 1999), com T. gondii
suprimindo a resposta Th2 induzida por Trichinella e sem alteragao significativa
na carga de cistos cerebrais (HAMED et al., 2023). Em contraste, a infec¢ao
concorrente com Heligmosomoides bakeri em camundongos falhou em
estabelecer imunidade de células T CD8+ contra T. gondii, e a parasitemia
permaneceu inalterada ou até aumentou, associada a maiores taxas de
mortalidade e alterag¢des no perfil de citocinas (AHMED et al., 2017; SZABO et
al., 2024). Nossos resultados, por sua vez, demonstraram uma menor
proliferacdo de T. gondii nas células BeWo, um modelo da interface materno-
fetal, apds a exposig¢ao ao extrato salino de T. crassiceps.

O aumento de IL-10 induzido por helmintos levanta a importante questao
de como isso altera o curso das infecgdes por protozoarios. Embora o aumento
de IL-10 e outras citocinas regulatérias seja essencial para o sucesso gestacional
e frequentemente induzido por helmintos, ele pode desequilibrar as respostas

imunes necessarias em cenarios de coinfecgao. Protozoarios parasitos, como T.
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gondii, tipicamente dependem de uma resposta pro-inflamatoria robusta para
seu controle e eliminagdo. Portanto, a super-regulacdo da IL-10 poderia
potencialmente dificultar a capacidade do hospedeiro de combater infeccdes
protozoarias de forma eficaz. No entanto, neste estudo, observamos uma
reducdo na carga parasitaria de T. gondii, apesar do aumento nos niveis de IL-
10 induzido pelo extrato salino de T. crassiceps. Isso sugere que os efeitos
imunomoduladores do extrato salino podem envolver mecanismos além de
simplesmente alterar o balango de citocinas. Por exemplo, o extrato salino pode
potencializar a atividade fagocitaria ou a produgéao de anticorpos especificos, o
que poderia compensar a resposta pro-inflamatéria atenuada. Alternativamente,
o extrato salino pode interferir diretamente na sobrevivéncia ou replicacdo do
parasito através de vias ainda a serem descobertas.

Este estudo apresenta algumas limitagbes, como o uso de um modelo in
vitro e a potencial variabilidade no extrato antigénico. No entanto, os resultados
obtidos contribuem significativamente para a compreenséo das coinfecgdes com
Taenia crassiceps. e T. gondii, particularmente na interface materno-fetal. As
coinfecgdes entre helmintos e outras doencgas infecciosas representam desafios
substanciais para as estratégias de tratamento e controle, visto que o viés
imunoldgico induzido por helmintos pode aumentar a suscetibilidade a outras
infecgbes e tornar a eliminagdo dos parasitos muito mais dificil (LEBU et al.,
2023). Essas implicagdes se estendem ao desempenho de testes diagndsticos,
a eficacia de medicamentos e as interacdbes medicamentosas durante o
tratamento (GRAHAM et al., 2007). Por exemplo, o tratamento padrdao da
toxoplasmose com sulfadiazina e pirimetamina atua na via de sintese de acido
félico e na di-hidrofolato redutase, respectivamente, processos decisivos para o
metabolismo do T. gondii. Compreender como os antigenos derivados de
helmintos interagem com esses medicamentos é essencial para otimizar os
protocolos de tratamento. Pesquisas futuras devem explorar aspectos como a
duracdo da infecgao, as cepas dos parasitos, a fonte antigénica e o uso de
diferentes modelos (por exemplo, vilosidades placentarias ou outras linhagens
celulares) para uma compreensao mais aprofundada das interagdes envolvidas.
Estudos in vivo sao decisivos para explorar o potencial terapéutico dos antigenos
de T. crassiceps, especialmente no contexto das interagdes medicamentosas e
da transmissado vertical da toxoplasmose. Essa abordagem se alinha com a
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necessidade de estratégias de controle parasitario novas e eficazes que
gerenciem coinfec¢des sem comprometer o sucesso gestacional.

O MIF (fator inibidor da migragdo de macréfagos) € uma citocina pro-
inflamatdria essencial tanto para a imunidade inata quanto adaptativa, produzida
por varias células, incluindo as células BeWo. Essa citocina desempenha um
papel fundamental no controle de infec¢des por protozoarios (TERRAZAS et al.,
2017). Em nosso estudo, o resultado aponta que a producado de MIF foi maior
em células nao infectadas por T. gondii comparado as infectadas e tratadas com
SP, e que ndo houve diferengas com as concentragdes de ES testadas. Por outro
lado, as citocinas IL-6 e IL-8, também pré-inflamatérias, ndo apresentaram
alteracdes significativas em relacédo a infeccdo por T. gondii. A IL-8, em
particular, atua como uma quimiocina, atraindo células imunolégicas para a
interface materno-fetal (McDONALD et al., 2013).

Estudos sobre coinfecgdes fornecem uma perspectiva mais proxima das
condigdes in vivo, ao contrario dos resultados obtidos em estudos controlados
com patdgenos unicos (SZABO, 2024). Pesquisas adicionais sdo necessarias
para explorar os mecanismos que resultaram na reducao da proliferagdo de T.
gondii em células BeWo apés o estimulo com o extrato salino de T. crassiceps,
bem como os niveis elevados de IL-10. Aspectos como a durag¢ao da infecgao,
as cepas dos parasitos, a fonte antigénica e o uso de diferentes modelos — como
vilosidades placentarias ou outras linhagens celulares — podem ajudar a

esclarecer melhor essas interagoes.
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6 CONCLUSAO

e O extrato antigénico de Taenia crassiceps foi capaz de reduzir a
proliferagdo de Toxoplasma gondii em células trofoblasticas
humanas e aumentou a producéao de IL-10;

e Esses achados contribuem para o entendimento da coinfec¢ao de
Taenia sp. e T. gondii, particularmente na interface materno-fetal;

e Estudos in vivo podem permitir explorar o potencial terapéutico
dos antigenos de T. crassiceps, especialmente no contexto das
interagbes medicamentosas e da transmissdo vertical da
toxoplasmose;

e E importante ressaltar que essa abordagem estéa alinhada com a
necessidade de desenvolver estratégias de controle parasitario
novas e eficazes estratégias para gerenciar coinfec¢gdes que néao
comprometam o sucesso gestacional;

e Houve a redugdo de proliferagcdo de Toxoplasma gondii nas
concentragdes 32 e 8 podendo abrir margem para o estudo de
concentragdes maiores

e Pode ser relevante testar com Taenias que de fato parasitam

seres humanos, afim de tentar replicar resultados parecidos.
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