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RESUMO

A toxoplasmose congénita decorre da aquisicdo materno-fetal de Toxoplasma gondii
e é caracterizada por complicagdes fisiopatoldgicas que afetam o curso gestacional.
Durante a infeccdo materna, T. gondii coloniza o microambiente placentario,
infectando o trofoblasto extraviloso através do qual o parasito pode atingir os
compartimentos fetais. Células trofoblasticas extravilosas humanas contribuem para
0 sucesso gestacional por atuarem em adaptagbes fisiolégicas maternas para a
placentacdo adequada e aceitagdo do concepto em desenvolvimento, sendo suas
atividades reguladas por mecanismos de transducgao de sinais em que se destaca a
via de sinalizagdo celular Notch, cuja acdo controla eventos celulares como
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose. A contribuicdo da sinalizagdo Notch na
toxoplasmose aguda experimental foi previamente investigada através da inibicdo do
complexo enzimatico gama-secretase, essencial a sua ativagcdo. Uma vez que a
influéncia da sinalizacdo Notch na infec¢ao do trofoblasto extraviloso humano por T.
gondii se mostra inexplorada, este cenario foi objeto de investigagdo no presente
estudo. Para isso, células HTR-8/SVneo, enquanto modelo de trofoblasto extraviloso
humano, foram infectadas por T. gondii, ou nao, tratadas com inibidores quimicos de
gama-secretase, ou ndo, e avaliadas quanto a expressao génica, parasitismo,
producao de citocinas, ativagcao do receptor Notch1 e mecanismos adicionais. Em
reposta a infecgdo, células HTR-8/SVneo apresentaram reducdes na expressio
génica de DLL4, APP e IL6R, bem como nas ativagdes de ambos, o receptor Notch1
e o fator de sinalizagdo STAT3. No entanto, os tratamentos com os inibidores de gama-
secretase, DBZ, DAPT e GSI-XIV, promoveram redug¢des do parasitismo celular, bem
como elevaram ou reduziram as secreg¢des das citocinas IL-6, IL-8 e MIF. Embora MIF
e IL-6 tenham tido producdes aumentadas pelas células em resposta a infecgao, estas
citocinas parecem n&o estar envolvidas no controle do parasitismo desencadeado
pelos inibidores de gama-secretase. Coletivamente, evidencia-se que gama-
secretase € essencial a proliferacdo de T. gondii em células HTR-8/SVneo, as quais
respondem a infeccéo reduzindo a ativagao de Notch1, sugerindo o envolvimento da
via de sinalizacao Notch na infecgado do trofoblasto extraviloso humano por T. gondii.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; trofoblasto extraviloso; sinalizagdo Notch.



ABSTRACT

Congenital toxoplasmosis results from the maternal-fetal acquisition of Toxoplasma
gondii and is characterized by physiopathological complications that affect the course
of pregnancy. During maternal infection, T. gondii colonizes the placental
microenvironment, infecting the extravillous trophoblast through which the parasite can
reach the fetal compartments. Extravillous trophoblast cells contribute to gestational
success by acting in maternal physiological adaptations for adequate placentation and
acceptance of the developing conceptus, being their activities regulated by signal
transduction mechanisms in which the Notch signaling pathway stands out, whose
action controls cellular events such as proliferation, differentiation, and apoptosis. The
contribution of Notch signaling in experimental acute toxoplasmosis was previously
investigated through the inhibition of the gamma-secretase enzyme complex, essential
for its activation. Since the influence of Notch signaling on the infection of human
extravillous trophoblasts by T. gondii remains unexplored, this scenario was the subject
of investigation in the present study. For this, HTR-8/SVneo cells, as a model of human
extravillous trophoblast, were infected with T. gondii, or not, treated with chemical
inhibitors of gamma-secretase, or not, and evaluated for gene expression, parasitism,
cytokine production, Notch1 receptor activation and additional mechanisms. In
response to infection, HTR-8/SVneo cells showed reductions in the gene expression
of DLL4, APP, and IL6R, as well as in the activation of both, the Notch1 receptor and
the STAT3 signaling factor. However, treatments with the gamma-secretase inhibitors,
DBZ, DAPT and GSI-XIV, promoted reductions in cellular parasitism, as well as
increased or decreased the secretions of the cytokines IL-6, IL-8, and MIF. Although
MIF and IL-6 had increased production by cells in response to infection, these
cytokines seem not to be involved in the control of parasitism triggered by gamma-
secretase inhibitors. Collectively, it is evident that gamma-secretase is essential for the
proliferation of T. gondii in HTR-8/SVneo cells, which respond to infection by reducing
the activation of Notch1, suggesting the involvement of Notch signaling pathway in the

infection of human extravillous trophoblast by T. gondiii.

Keywords: Toxoplasma gondii; extravillous trophoblast; Notch signaling.
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1 INTRODUGAO

Toxoplasma gondii € um protozoario parasito intracelular obrigatério, capaz de
infectar animais de sangue quente, incluindo humanos, e desencadear a
toxoplasmose, enfermidade que acomete ao menos um ter¢o da populagdo mundial
humana. Durante seu ciclo bioldégico T. gondii se diferencia em formas infectantes
tipicas denominadas esporozoito, bradizoito e taquizoito. Esporozoitos estdo contidos
no interior de oocistos, estruturas eliminadas junto as fezes do hospedeiro definitivo
felideo que, quando esporulados, contaminam agua e alimentos consumidos pelos
hospedeiros intermediarios, como a espécie humana. Bradizoitos sao caracteristicos
de fase crénica da infeccéo e consistem na forma de multiplicacéo lenta do parasito,
alojando-se em cistos teciduais no hospedeiro intermediario, sendo transmitidos
principalmente pelo consumo de carne crua ou malcozida. Por sua vez, taquizoitos
sao tipicos de fase aguda da infecgdo no hospedeiro intermediario, apresentando
intensa proliferagdo em diferentes tipos de células nucleadas, disseminando-se pelos
tecidos e sendo transmitidos especialmente pela via congénita, ao colonizar o
microambiente placentario e atingir o concepto em desenvolvimento (Dubey, 1998;
Montoya; Liesenfeld, 2004; Robert-Gangneux; Dardé, 2012; Tong et al., 2021).

A infecgao por T. gondii desencadeia no hospedeiro um padrao de resposta
imune celular, com células da imunidade inata e adaptativa operando em conjunto
para promover o controle da disseminacdo do parasito através da producdo de
mediadores inflamatdrios, como citocinas. Citocinas pro-inflamatdrias, especialmente
IFN-y e TNF-a, ativam mecanismos microbicidas em diferentes tipos celulares
efetores para o controle da proliferagdo de T. gondii, ao passo que citocinas
reguladoras, como IL-10 e TGF-B, atuam de maneira a modular as fungbes e a
producao de citocinas proé-inflamatérias por células efetoras, atenuando respostas
inflamatorias exacerbadas que podem culminar em dano tecidual (Denkers; Gazzinelli,
1998; Miller et al., 2009; Yap; Sher, 1999; Zhu et al., 2019). Ja determinadas citocinas,
como IL-6 e MIF, apresentam um dualismo frente ao parasitismo, visto que
dependendo do contexto e do tipo celular em que atuam, podem ampliar ou minimizar
a susceptibilidade do hospedeiro a infecgéo por T. gondii (Gomes et al., 2011; Jebbari
et al., 1998; Milian et al., 2019; Whitmarsh et al., 2011). Embora a resposta imune atue
para controlar a disseminagdo de T. gondii, o parasito possui estratégias para

subverté-la, manipulando, em beneficio proprio, eventos celulares essenciais ao
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hospedeiro, como a propria resposta imunoldgica, sobrevivéncia e morte celular,
sendo que, para isso, T. gondii interfere em vias de sinalizagao celular do hospedeiro
responsaveis por coordenar tais processos (Denkers et al., 2004; Laliberté;
Carruthers, 2008; Zhu et al., 2019). Dentre os elementos alvos de manipulagao por T.
gondii, destaca-se a proteina STAT3, através da qual o parasito é capaz de se evadir
da resposta imune protetora contra a infecgédo (Butcher et al., 2005; Zhu et al., 2019).

A infeccdo por T. gondii associada aos efeitos fisiopatoldgicos decorrentes da
resposta imune levam a toxoplasmose, doenca infecciosa que, apesar de
assintomatica em humanos imunocompetentes, agrava-se em imunocomprometidos
ou pode afetar a gestacdo. Neste ultimo cenario, a infecgdo materna ocorre pelo
contato primario com T. gondii durante o curso gestacional ou por reativagéo de fase
cronica de uma infeccdo adquirida previamente a gestagéo. Sob influéncia de fatores
como o estado imune materno, idade gestacional e caracteristicas da infecgéo, uma
possivel transmissdo transplacentaria de T. gondii pode levar a toxoplasmose
congénita, cujas sequelas para o concepto incluem alteragbes encefalicas, como
hidrocefalia, microcefalia e calcificagées intracranianas, disturbios neuroldgicos,
lesdes visuais, como retinocoroidite e estrabismo, ou, em casos graves, interrupgao
da gestacdo por aborto espontdneo. Os agravantes e as taxas de transmissao
congénita variam conforme o curso gestacional, de modo que no primeiro trimestre da
gestacdo as taxas de transmissdo sdo minimas, porém com efeitos graves para o
concepto e para o sucesso da gestacgao, ao passo que no terceiro trimestre os indices
de transmissao sao maiores, mas com sequelas menos graves ao feto (Arranz-Solis;
Mukhopadhyay; Saeij, 2021; Borges et al., 2019; Heerema-Mckenney, 2018; Kravetz;
Federman, 2005; Montoya; Liesenfeld, 2004; Robert-Gangneux; Darde, 2012).

T. gondii encontra no microambiente placentario um nicho adequado para sua
replicagao, explorando-o como um veiculo de disseminacdo rumo aos tecidos
embrionarios/fetais (Heerema-Mckenney, 2018; Megli; Coyne, 2022). Por sua vez, a
placenta humana consiste em um 6rgéao transitorio para a comunicagao materno-fetal,
sendo formada e mantida pela constante interacdo de variados tipos de células
maternas uterinas com o trofoblasto, um tipo celular extraembrionario.
Funcionalmente, a placenta realiza trocas bioquimicas entre os organismos materno
e fetal, bem como coordena adaptagdes fisioldgicas no organismo materno cruciais
ao estabelecimento e manutengao da gestagdo, como regulagéo enddécrina e indugao
de tolerancia imunoldgica (Gude et al., 2004; Knofler et al., 2019; Moffett; Loke, 2006).
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A formacgao da placenta humana, cujos eventos compreendem a placentagao,
€ coordenada essencialmente por interagdes celulares materno-fetais. Durante a
implantagdo embrionaria humana, células trofoectodérmicas que revestem
externamente o blastocisto passam por sucessivas etapas de diferenciacéo celular
que resultardo no estabelecimento de diferentes populacdes de células trofoblasticas,
com fendtipos e fungdes especificas. Em um estagio avancado de formacéo das
vilosidades coridnicas, o componente estrutural basico da placenta, as circulacbes
sanguineas materna e fetal se encontram separadas pela barreira placentaria
presente nas vilosidades terciarias, cuja estrutura é formada por uma massa celular
externa, o sinciciotrofoblasto (ST), em contato intimo subjacente com uma camada
interna de células individualizadas conhecidas por citotrofoblasto viloso (CTV). Por
sua vez, a camada de CTV delimita em posi¢cao mais interna um eixo central de tecido
mesenquimal, povoado por fibroblastos e macréfagos placentarios (células de
Hofbauer) e que abriga uma ampla rede de capilares sanguineos fetais. Logo, tendo-
se como referencial o espaco interviloso ocupado por sangue materno que banha as
vilosidades, a barreira placentaria € formada pela unido das camadas epiteliais
trofoblasticas de ST e CTV, associadas ao mesénquima e a camada de células
endoteliais dos capilares da rede sanguinea fetal (Aplin, 1991; Cindrova-Davies;
Sferruzzi-Perri, 2022; Gude et al., 2004; Kndfler et al., 2019; Turco; Moffett, 2019).

As vilosidades coridnicas terciarias, que tém papel fundamental na gestagéo ao
mediar as trocas metabdlicas entre o sangue materno e o fetal, desenvolvem-se como
estruturas livres no espaco interviloso preenchido por sangue materno, os chamados
vilos flutuantes, ou se conectam diretamente a decidua, constituindo os vilos de
ancoragem. A partir da extremidade distal dos vilos de ancoragem, a qual toca e se
fixa a decidua, as células de CTV se proliferam acentuadamente no tecido decidual
formando uma coluna celular citotrofoblastica (CCC), cujas células passam por etapas
de proliferagao e diferenciagao resultando na formagao do citotrofoblasto extraviloso
(CTEV), ou simplesmente, trofoblasto extraviloso. Por sua vez, o trofoblasto
extraviloso possui capacidades invasiva e migratoria especializadas, dispersando-se
pela decidua para atuar em importantes adaptagcbes teciduais, que incluem
remodelamento vascular, especialmente das artérias espiraladas para a regulagao do
fluxo sanguineo local, e o estabelecimento de tolerancia imunoldgica para a aceitagéo
da unidade feto-placentaria. Essencialmente, as populagdes de ST, CTV e CTEV

possuem uma linhagem celular progenitora comum, representada pelas células tronco
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citotrofoblasticas vilosas. No entanto, de maneira distinta das células de CTV, que ao
se diferenciarem estdo comprometidas com a via de diferenciagao fusogénica (vilosa)
para geragdo e manutengao do ST, as ceélulas de CTEV presentes na CCC estao
comprometidas com a via de diferenciagao invasiva (extravilosa), através da qual o
trofoblasto extraviloso se especializa em colonizar o estroma decidual e em adentrar
as artérias espiraladas (Bischof; Irminger-Finger, 2005; Gude et al., 2004; Knofler et
al., 2019; Pollheimer et al., 2018; Turco; Moffett, 2019).

A diferenciagcdo do CTEV e sua migracao a partir da CCC envolvem eventos
celulares que se remontam a uma transicdo epitélio-mesenquimal. Tais eventos
incluem reducgao na expressao de epithelial (E)-cadherin e ZO-1, proteinas tipicas de
juncdes celulares de natureza epitelial, modificagées na polaridade celular apical-
basal e do perfil de expressao de integrinas, incremento no tamanho celular, acimulo
de glicogénio, expressdo de marcadores endoteliais como vascular endothelial (VE)-
cadherin, expressao de MMP2, 3 e 9, e alteragdes na expressao de receptores para
determinados fatores de crescimento. Em paralelo, a diferenciagdo do CTEV também
€ marcada por eventos adicionais como reducdo nas taxas de proliferacao celular,
dada pela expressao de Ki67, alteragdo no perfil dos fatores reguladores de ciclo
celular, ocorréncia de endoreduplicagao resultando em células tetraploides e a tipica
expressao de moléculas nao classicas de HLA de classe |, como o HLA-G, cuja
expressao é restrita ao CTEV. Uma vez em contato com a decidua, o CTEV interage
com variadas células maternas locais, como células estromais, células natural killer
uterinas (UNK) e macréfagos deciduais, culminando em uma série de adaptagdes no
microambiente decidual que terdo importantes repercussdes gestacionais. Dentre
estes efeitos, destaca-se a modulagado da resposta imune local com a indugao de um
perfil de tolerancia que permitira a aceitacédo do organismo fetal e da placenta, bem
como o controle das fungées desempenhadas pelo préprio CTEV como um feedback
(Knofler et al., 2019; Pollheimer et al., 2018; Turco; Moffett, 2019).

Durante a placentacdo humana, os eventos que conduzem a diferenciacao das
células trofoblasticas envolvem mecanismos de sinalizagdo celular que atuam de
maneira orquestrada na transducgao de sinais, regulando processos celulares criticos
especialmente no desenvolvimento do trofoblasto extraviloso, que incluem auto
renovacao, proliferagdo, diferenciagdo, apoptose, invasdo e migragao (Gupta et al.,
2016; Haider et al., 2022; Knofler, 2010; Papuchova; Latos, 2022; Pollheimer; Kndfler,

2005). Dentre os mecanismos sinalizadores atuantes na biologia do trofoblasto
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extraviloso humano, destaca-se a via de sinalizagao celular Notch (Cuman et al., 2014;
Dietrich et al., 2022; Haider; Pollheimer; Kndfler, 2017; Knofler et al., 2019).

A sinalizacdo Notch compreende um mecanismo de comunicagado celular
conservado evolutivamente em metazoarios, que atua tanto na embriogénese quanto
na manutencdo de tecidos adultos ao regular eventos celulares essenciais a
homeostase das fun¢des organicas, tais como proliferagao, diferenciacéo e apoptose.
Do ponto de vista funcional, a via Notch é classificada como um mecanismo justacrino
de comunicagao celular, uma vez que sua ativacdo depende da interacao direta entre
células vizinhas, que se comportam como emissoras ou responsivas ao sinal por
expressarem e exibirem em sua superficie proteinas ligantes e receptoras,
respectivamente (Andersson; Sandberg; Lendahl, 2011; Andersson; Lendahl, 2014;
Artavanis-Tsakonas; Rand; Lake, 1999; Fortini, 2002; Henrique; Schweisguth, 2019;
Hori; Sen; Artavanis-Tsakonas, 2013; Kopan; llagan, 2009).

Em mamiferos, as células emissoras de sinal podem expressar cinco tipos
especificos de proteinas transmembrana que atuam como ligantes candnicos,
designados DLL1, 3 ou 4, e JAG1 ou 2, ao passo que as células responsivas ao sinal
podem expressar quatro tipos de receptores transmembrana especificos,
denominados Notch1, 2, 3 ou 4. ApsGs reconhecimento e interagdo com determinado
ligante candnico no nivel de superficie celular, o receptor Notch passa por clivagens
proteoliticas que culminam em sua ativacao, sendo a ultima sequéncia mediada pelo
complexo enzimatico gama(y)-secretase, cuja agao cliva o receptor em sua regiao
citoplasmatica, com a liberagdo de um fragmento ativo em termos de transducao de
sinal, denominado NICD. Por sua vez, gama-secretase consiste em um complexo
enzimatico multiproteico formado por Presenilin (Presenilina) (PSEN)1 ou 2, enquanto
subunidade catalitica, associada a trés outros componentes que contribuem para a
atividade enzimatica do complexo, sendo estes PEN2, APH1 e Nicastrin (Nicastrina).
Uma vez gerado por agéo de gama-secretase e liberado no citosol, NICD se transloca
ao nucleo e, em seguida, associa-se com o fator de transcricdo ligante de DNA
CBF1/Su(H)/Lag-1 (CSL) e a proteina coativadora MAML, formando o complexo
transcricional NICD/CSL/MAML. Por fim, NICD/CSL/MAML recruta proteinas
coativadoras adicionais para entdo promover a transcricao de genes alvo responsivos
a sinalizagdo Notch (Andersson; Sandberg; Lendahl, 2011; Andersson; Lendahl, 2014;
Fiuza; Arias, 2007; Hori; Sen; Artavanis-Tsakonas, 2013; Kopan; llagan, 2009; Wolfe,

2019). Dentre os alvos influenciados por Notch estdo HES e HEY, repressores de
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transcricdo envolvidos na diferenciacédo e destino celular, bem como p21, c-Myc,
Ciclina D1 e Bcl2, fatores atuantes no controle do ciclo celular e apoptose (Hansson;
Lendahl; Chapman, 2004; Olsauskas-Kuprys; Zlobin; Osipo, 2013). Demonstrando-se
ainda uma capacidade da via Notch em interagir com outros mecanismos
sinalizadores existentes, observou-se que a sinalizacdo desencadeada pelo receptor
Notch1 foi capaz de regular a apoptose in vitro através do recrutamento do eixo de
sinalizacao IL-6/STAT3 (Matsuno et al., 2018). Estudos prévios revelaram os padrdes
de expressao de elementos da sinalizagao Notch em tecidos placentarios humanos e
células trofoblasticas humanas, bem como elucidaram que a via Notch regula a
proliferagcdo de células citotrofoblasticas e sua diferenciacdo para o fendtipo
extraviloso, cenario no qual a atividade de Notch1 foi fundamental, destacando a
importancia da via Notch no curso gestacional, especialmente para a diferenciagao do
trofoblasto extraviloso (De Falco et al., 2007; Haider et al., 2014, 2016; Herr et al.,
2011; Plessl et al., 2015; Velicky et al., 2014).

No microambiente uterino, citocinas, horménios e outros mediadores modulam
as fungdes de células imunes locais que atuam em processos cruciais, como
implantacdo embrionaria e indugao de tolerancia imune materna. Por sua vez, o CTEV
tem participacao vital neste contexto, pois produz fatores que regulam a fisiologia
placentaria e sua dinamica estrutural, bem como interage ativamente com células
imunes para promover o estado de tolerdncia materna aos antigenos fetais. No
entanto, frente a toxoplasmose este cenario benéfico pode ser prejudicado, pois, se
por um lado a manutencdo da gestacao depende de mecanismos de supressao e
tolerancia imunoldgica, por outro lado o controle da infecgao por T. gondii depende de
uma resposta imune pré-inflamatéria que pode conduzir a prejuizos gestacionais.
Portanto, caso T. gondii atinja o microambiente placentario, um equilibrio entre os
perfis de resposta imune sera essencial para controlar a infec¢ao fetal e ao mesmo
tempo garantir o progresso gestacional com prejuizos reduzidos (Ander; Diamond;
Coyne, 2019; Borges et al., 2019; Moffett; Shreeve, 2023). Conforme a gestacéo
progride, a placenta humana passa por modificagbes estruturais para suportar o
desenvolvimento fetal (Gude et al., 2004; Knofler et al., 2019) que podem influenciar
nas taxas de transmissdo materno-fetal de T. gondii, contribuindo para uma
susceptibilidade diferencial a infecgdo em fungado do periodo gestacional (Borges et
al., 2019; Heerema-Mckenney, 2018; Megli; Coyne, 2022). No microambiente

placentario, células trofoblasticas exercendo papéis essenciais também representam
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um nicho para a proliferacéo e disseminagao de T. gondii. Dentre as populagdes de
trofoblasto humano diferenciadas, o CTEV apresenta elevada susceptibilidade a
infeccdo por T. gondii, sendo descrito como a principal porta de entrada para o parasito
no microambiente placentario, em fungcdo de sua menor resisténcia a infeccdo em
comparagao as demais populacdes de trofoblasto, representadas pelo ST e CTV
(Abbasi et al., 2003; Heerema-Mckenney, 2018; Robbins et al., 2012).

Em investigagdes com foco no microambiente placentario, linhagens celulares
humanas estabelecidas em cultura sdo utilizadas como modelos de CTEV (Abbas et
al., 2020; lo et al., 2020; Pastuschek et al., 2021), dentre as quais se destaca a
linhagem celular HTR-8/SVneo (Graham et al., 1993). Células HTR-8/SVneo foram
isoladas a partir de tecidos placentarios humanos de primeiro trimestre gestacional,
imortalizadas e estabelecidas em cultura como modelo de trofoblasto extraviloso
humano, uma vez que in vitro apresentam caracteristicas similares as existentes in
vivo (Graham et al., 1993). Células HTR-8/SVneo possuem capacidades migratéria e
invasiva, sintetizam hCG, expressam marcadores moleculares de transicao epitélio-
mesenquimal, sdo responsivas a citocinas como IL-6, IL-8 e MIF (Graham et al., 1993;
Jovanovic¢; Viéovac, 2009; Jovanovi¢ et al., 2010; Krivokuéa et al., 2015; Msheik et al.,
2020), bem como expressam o receptor Notch1 e sua forma clivada ativa (NICD), além
do fator HES1, indicando a atividade da sinalizagdo Notch neste modelo celular
(Perlman et al., 2021; Wang et al., 2014; Weber et al., 2013). Além disso, a linhagem
HTR-8/SVneo tem sido comumente utilizada como modelo em estudos envolvendo a
susceptibilidade do trofoblasto extraviloso humano a infec¢ao por T. gondii, uma vez
que se mostraram altamente susceptiveis a proliferagdo do parasito e alteraram
diferentes fatores bioquimicos e imunoldgicos em resposta a infecgéo (Almeida et al.,
2019; De Souza et al., 2021; Faral-Tello et al., 2023; Guirelli et al., 2015; Milian et al.,
2019; Oliveira et al., 2021; Ye et al., 2020).

Previamente, a participacédo da via Notch na toxoplasmose aguda experimental
foi investigada, sendo demonstrado que o bloqueio da atividade de gama-secretase
com o inibidor DBZ desencadeou respostas oOrgao-especificas para lidar com o
parasitismo e com as alteragdes teciduais e imunes decorrentes da infecgao (Briceno
et al., 2022). Entretanto, a participagdo da sinalizagao celular Notch, e de possiveis
mecanismos associados a sua atividade, na susceptibilidade do trofoblasto extraviloso

humano a infecgao por T. gondii, ainda ndo foram alvos de investigagao.



19

2 JUSTIFICATIVA

No microambiente placentario humano, o trofoblasto extraviloso desempenha
funcdes fundamentais a placentagdo e manutengdo da gestacdo, sendo um tipo
celular extraembrionario especializado em explorar o ambiente decidual para
promover mudangas estruturais locais e estabelecer interagdes com células maternas.
Em contrapartida, por estar difundido no tecido decidual para possibilitar o
estabelecimento do dialogo materno-fetal, este tipo celular se encontra exposto a
infeccao pelo protozoario parasito Toxoplasma gondii, que chega ao microambiente
placentario, infecta células trofoblasticas extravilosas e se dissemina de tal maneira a
atingir os tecidos embrionarios/fetais, podendo levar ao desenvolvimento da
toxoplasmose congénita. Os eventos que culminam na diferenciacdo do trofoblasto
extraviloso e contribuem para a fisiologia adequada deste tipo celular sao regulados
por variados mecanismos de sinalizagao celular, dentre os quais se destaca a via de
sinalizagado Notch, a qual regula processos celulares criticos a placentagdo humana,
como proliferagao, diferenciagao e morte celular. Uma vez presente no hospedeiro, T.
gondii é capaz de subverter a vigilancia imune e se evadir das estratégias de defesa
do organismo por manipular fungdes celulares e interferir no funcionamento de vias
de sinalizacao e transdugao de sinais. Previamente, foi demonstrada a contribuicéo
da via de sinalizacdo Notch na toxoplasmose sistémica aguda em modelo
experimental murino, através do bloqueio do complexo enzimatico gama-secretase
pelo inibidor quimico DBZ. No entanto, evidéncias sobre a participacado da sinalizagao
celular Notch na infeccdo do trofoblasto extraviloso humano por T. gondii séo
inexistentes. Portanto, tendo-se a sinalizacdo Notch como essencial ao trofoblasto
extraviloso humano que é susceptivel a infeccdo por T. gondii, a realizagdo do
presente estudo se justifica pela necessidade de se elucidar uma possivel participagao
da sinalizagao celular Notch na susceptibilidade do trofoblasto extraviloso humano a
infeccédo por T. gondii, vislumbrando resultados que possam dar subsidios a futuras

estratégias de prevencgao da transmissdo materno-fetal deste patégeno.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi investigar a participagao da sinalizagao
celular Notch, e de possiveis mecanismos associados, na susceptibilidade de células
trofoblasticas extravilosas humanas, representadas aqui pela linhagem HTR-8/SVneo
utilizada como modelo experimental, a infecgdo por Toxoplasma gondii. A partir deste

objetivo geral, os objetivos especificos pretendidos foram os seguintes:

- Mensurar a expressao de mRNA de genes pertencentes, ou n&do, ao eixo de
sinalizagao Notch, em células HTR-8/SVneo infectadas, ou nao, por T. gondii;

- Avaliar a viabilidade de células HTR-8/SVneo tratadas, ou ndo, com inibidores de
gama-secretase (DBZ, DAPT ou GSI-XIV), ou com inibidor de STAT3 (WP1066);

- Quantificar a proliferagdo de T. gondii em células HTR-8/SVneo tratadas, ou nao,
com inibidores de gama-secretase, determinando-se as taxas de inibicao parasitaria,
ou com inibidor de STAT3;

- Quantificar a proliferacdo de T. gondii em células HTR-8/SVneo, cujos parasitos
foram previamente tratados, ou nao, com inibidores de gama-secretase,
determinando-se as taxas de inibigao parasitaria, ou com inibidor de STATS3;

- Quantificar a proliferagdo de T. gondii em células HTR-8/SVneo estimuladas
previamente a infecgdo com ligantes de Notch (rDLL4 ou rdAG1) por 6 ou 24 horas,
ou nao estimuladas, e apos a infecgéo, inibidas, ou ndo, para gama-secretase;

- Detectar e quantificar a expressao de Notch1 clivado (c-Notch1), STAT3 fosforilada
(p-STAT3) e B-Actina, em células HTR-8/SVneo infectadas, ou n&o, por T. gondii, e
tratadas, ou ndo, com inibidores de gama-secretase;

- Detectar a expressao de c-Notch1 e B-Actina em células HTR-8/SVneo estimuladas,
ou nao, com rDLL4 ou rJAG1 e, em seguida, inibidas, ou ndo, para gama-secretase;

- Detectar e quantificar a secrecao das citocinas IFN-y, IL-8, IL-10, MIF e TNF por
células HTR-8/SVneo infectadas, ou nao, por T. gondii, e tratadas, ou ndo, com
inibidores de gama-secretase;

- Detectar e quantificar a secrecdao da citocina IL-6 por células HTR-8/SVneo
estimuladas, ou ndo, com rDLL4 ou rJAG1, em seguida infectadas, ou ndo, por T.

gondii, e por fim inibidas, ou ndo, para gama-secretase.
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4 MATERIAL E METODOS

41 CULTURA CELULAR

A linhagem celular HTR-8/SVneo foi cedida pela Dra. Estela Bevilacqua (USP,
Brasil) e utilizada no presente estudo em conformidade com o Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (CEP/UFU) através do comunicado N° 13/2012
(ANEXO). Células HTR-8/SVneo foram cultivadas como monocamadas aderidas em
frascos de cultura celular (Greiner Bio-One GmbH, Alemanha) contendo meio RPMI-
1640 suplementado com HEPES a 10 mM, NaHCO3 a 24 mM, L-Glutamina a 2 mM,
Penicilina a 100 U/mL, Estreptomicina a 100 ug/mL (reagentes Sigma-Aldrich®, EUA)
e soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil) (meio completo) a 10% (v/v), sendo
mantidas em incubadora umidificada a 37°C e com 5% de CO2 (condi¢des de cultura).
Para a realizacdo dos experimentos, as células foram submetidas a passagens
seriadas de crescimento através de dissociagdo celular enzimatica promovida pelo
tratamento das monocamadas confluentes com solucdo de tripsina-EDTA a 0,25%
(Sigma-Aldrich®). Em paralelo, taquizoitos do clone 2F1 de T. gondii, oriundo da cepa
RH modificada para expressar constitutivamente a enzima B-galactosidase e cedido
pelo Dr. Vernon Carruthers (U-M, EUA), foram mantidos em células HTR-8/SVneo
cultivadas em meio completo a 2% de SFB sob condi¢cdes de cultura. A obtengao dos
taquizoitos a partir de células HTR-8/SVneo para fins de infecgdo experimental foi
realizada conforme descrito (Almeida et al., 2021). Os cultivos de células e parasitos

aqui detalhados foram realizados no Laboratério de Imunopatologia (UFU, Brasil).

4.2  INIBIDORES QUIMICOS E PROTEINAS HUMANAS RECOMBINANTES

Para promover a inibicdo do complexo enzimatico gama-secretase foram
utilizados, separadamente, os inibidores quimicos DBZ (Calbiochem®, Merck KGaA,
Alemanha), DAPT (Sigma-Aldrich®) e GSI-XIV (Calbiochem®). Em paralelo, a fim de
promover a inibicao funcional da proteina STAT3, quando apropriado, foi utilizado o
inibidor quimico WP1066 (Santa Cruz Biotechnology Inc., EUA). Todos os inibidores
mencionados foram reconstituidos em DMSO absoluto e diluidos em meio completo
para a execugao dos tratamentos in vitro. Além disso, a fim de induzir a ativacéo da

sinalizacao celular Notch foram utilizadas, quando apropriado, as proteinas humanas
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recombinantes DLL4 His-tag e Jagged 1 Fc Chimera (R&D Systems® Inc., EUA)
designadas como ligantes rDLL4 e rdAG1, os quais foram reconstituidos e diluidos em

PBS 1x estéril, e imobilizados em pocos de placas destinadas ao cultivo celular.

4.3 MENSURAGAO DA EXPRESSAO GENICA CELULAR

A expresséo de genes pertencentes ao eixo de sinalizagdo Notch, sendo estes
NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, DLL1, DLL4, JAG1, JAG2, HES1, HES5 e
HEY1, bem como de genes nao pertencentes, sendo estes APP, IL6R e GAPDH, foi
avaliada por gPCR. Para isto, células HTR-8/SVneo, em meio completo a 10% de
SFB, foram cultivadas em placa de 24 pogos (7x10* células/400 pL/pogo) por 24 h em
condigdes de cultura e, em sequéncia, infectadas com T. gondii em meio completo a
2% de SFB (7x10* taquizoitos/400 pL/pogo) por 24 h adicionais. Como controle,
células nado infectadas foram mantidas em paralelo recebendo meio completo a 2%
de SFB, isento de T. gondii.

Apos 24 h, as células foram coletadas em reagente TRIzol® (Ambion®; Life
Technologies™, EUA) para extragcao de RNA total, conforme instru¢des do fabricante.
Posteriormente, as concentragcbes de RNA total extraido dos cultivos foram
determinadas em espectrofotdbmetro NanoDrop ™ Lite (Thermo Scientific, EUA), sendo
que 1 ug de RNA total foi submetido ao protocolo de tratamento com DNase | (Sigma-
Aldrich®) e, em sequéncia, utilizado para a confecgdo de DNA complementar (cDNA)
por meio de reacgdo desenvolvida pela enzima transcriptase reversa ImProm-[I™
(Promega, EUA), conforme instrugbes do fabricante, em aparelho Arktik™ Thermal
Cycler (Thermo Scientific). Por fim, 12 ng de cDNA das amostras foram submetidos a
reagdo de gPCR desenvolvida pelo reagente GoTaq® gPCR Master Mix (Promega)
acrescido de 10 yM de primers Forward (F) e Reverse (R), especificos para a
amplificagdo dos alvos génicos mencionados, em aparelho Applied Biosystems 7500
Real Time PCR System (Life Technologies™). Os dados de amplificagdo das amostras
para os alvos investigados foram obtidos como valores de Ct e normalizados com os
respectivos valores de Ct para GAPDH, utilizado como gene de controle constitutivo
endogeno. Por fim, os valores normalizados foram analisados, em sequéncia, quanto
a expressdo génica relativa pelo método 2-2ACt (Livak; Schmittgen, 2001) e os
resultados foram demonstrados como valores de expressédo de mRNA para os alvos

investigados. Em complementagéo, as sequéncias conhecidas de bases nucleotidicas
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dos primers F e R utilizados para detecgdo dos alvos humanos avaliados estao
descritas a seguir, sendo que para os alvos cujas sequéncias nao foram informadas
por seu fabricante constam descritos, em substituicdo, os respectivos cdodigos de
catadlogo comercial: NOTCH1 F-5-GGCACGTGTATTGACGACGT-3° R-5'-
CAGGAGAAGCTCTCATAGTCC-3’; NOTCH2 F-5-CACCTTGCAGCCCGCTACT-3’
R-5-GGTTGCGAATCAGAATCTGGA-3’; NOTCH3 F-5'-
CAGGGCCACTATGTGAGAACC-3’' R-5-TCGGTGTCCTGGACAGTCG-3’; NOTCH4
F-5’-AGGCCACAGCAGGATCAC-3' R-5-AGGTGGGGCCTTCAAAAC-3’; DLL1 F-5'-
ATGCCTTCGGCCACTTCAC-3 R-5-CACATCCAGGCAGGCAGAT;, DLL4 F-5-
CTTGTGAATGTCCCCCCAAC-3' R-5-ACCTCGGTTCAGGCACTGTC-3’; JAGT F-5'-
GGGCCCCGAATGTAACAGA-3’ R-5-AGTACAGGCCTTGCCAGCC-3’; JAG2 F-5-
ATCCCCTTCCAGTTCGCCT-3’ R-5-ATGCGACACTCGTCGATC-3’; HES1
QT00039648; HES5 QT00202699; HEY1 QT00035644; APP F-5-
ACACCGTCGCCAAAGAGACAT-3 R-5-CACACAAACTCTACCCCTCGGA-3’; IL6R
F-5-CCCCTCAGCAATGTTGTTTGT-3 R-5-CTCCGGGACTGCTAACTGG-3;;
GAPDH F-5’-ATGCCATCACTGCCACCC-3 R-5-ACCTTGCCCACAGCCTTG-3'.

4.4  AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade de células HTR-8/SVneo frente aos tratamentos com inibidores de
gama-secretase e de STAT3 foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT (Mosmann,
1983). Para isto, células HTR-8/SVneo, em meio completo a 10% de SFB, foram
cultivadas em placas de 96 pogos (1x10% células/100 pL ou 1x10* células/200
ML/pogo) por 24 h em condigbes de cultura e, em sequéncia, tratadas em meio
completo a 10% de SFB com DBZ (0,1; 0,5; 1; 5; 10; ou 20 uM), DAPT (1; 5; 10; 20;
40; ou 80 uM), GSI-XIV (1; 5; 10; 20; 40; ou 80 uM) ou WP1066 (0,75; 1,5; 3; 6; ou 12
MM) por 24 h adicionais. Células nao tratadas foram conduzidas em paralelo, sendo
incubadas com DMSO diluido em meio completo, como condicéo veiculo referente as
maiores concentragdes dos inibidores, ou apenas com meio completo (isento de
DMSO) como controle. Apdés 24 h, o meio de cultivo metabolizado foi removido dos
pogos e as células foram incubadas por 4 h em cultura com o reagente MTT (Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide; Sigma-Aldrich®), diluido a 0,5 mg/mL em meio completo a
10% de SFB. Transcorridas 4 h, os cristais de formazan produzidos pelas células como

produto da conversao bioquimica do reagente de MTT foram solubilizados com
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solugado de SDS a 10% em N,N-Dimetilformamida a 50% (p/v) e a absorbancia das
amostras foi determinada a 570 nm em espectrofotdmetro de microplacas VersaMax
ELISA Microplate Reader (Molecular Devices, EUA). Os resultados foram expressos
em porcentagem de células viaveis calculadas tendo como referéncia células nao
tratadas apenas incubadas com meio, as quais foram consideradas como controle de

100% em viabilidade celular.

4.5 AVALIACAO DO PARASITISMO CELULAR

Os efeitos dos inibidores de gama-secretase e de STAT3, bem como dos
ligantes rDLL4 e rJAG1, na proliferacdo de T. gondii em células HTR-8/SVneo foram
avaliados por ensaio colorimétrico de [(-galactosidase (Teo et al., 2007). Para isto,
quatro abordagens experimentais distintas foram conduzidas, como descrito a seguir.

Em uma primeira etapa, células HTR-8/SVneo, em meio completo a 10% de
SFB, foram cultivadas em placas de 96 pogos (1x10% células/100 uL ou 1x104
células/200 uL/pogo) por 24 h em condi¢des de cultura e, em sequéncia, infectadas
com T. gondii em meio completo a 2% de SFB (1x10* taquizoitos/100 uL ou 1x10*
taquizoitos/200 uL/pogo) por 3 h. Em seguida, os pocos foram cuidadosamente
lavados com meio de cultivo incompleto (isento de L-Glutamina e SFB), para remogao
dos taquizoitos livres ndo internalizados na monocamada celular, e as células
infectadas foram tratadas, em meio completo a 10% de SFB, com DBZ (0,1; 0,5; 1; ou
5 uM), DAPT (1; 5; 10; 20; ou 40 uM), GSI-XIV (1; 5; 10; ou 20 yuM) ou WP1066 (0,75;
1,5; 3; ou 6 uM) por 24 h. Como controles, células nao tratadas foram conduzidas em
paralelo, sendo incubadas com DMSO diluido em meio completo a 10% de SFB,
enquanto veiculo referente as maiores concentracdes dos inibidores, ou apenas
incubadas com meio completo a 10% de SFB (isento de DMSOQO). Apds 24 h, as células
foram submetidas ao ensaio de quantificacao da proliferacao de T. gondii por meio da
mensuragao da atividade enzimatica de 3-galactosidase, expressa pelo clone 2F1 de
T. gondii, através de incubagdo com o substrato CPRG (Chlorophenol red-S-D-
galactopyranoside; Roche®, Alemanha). A absorbancia das amostras foi determinada
a 570 nm em espectrofotdbmetro de microplacas (Molecular Devices) e os resultados
foram expressos em numero de parasitos (x103), calculados com referéncia a curvas
padrdo duplo-seriadas de taquizoitos livres, em quantidades determinadas,

submetidas ao ensaio de B-galactosidase em paralelo as amostras.
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Em uma segunda etapa, células HTR-8/SVneo, em meio completo a 10% de
SFB, foram cultivadas em placas de 24 pogos (7x10* células/400 pL/pogo) por 24 h
em condicdes de cultura e, em sequéncia, infectadas com T. gondii em meio completo
a 2% de SFB (7x10* taquizoitos/400 uL/pogo) por 3 h. Como controle, células ndo
infectadas foram mantidas em paralelo, recebendo meio completo a 2% de SFB,
isento de T. gondii. Em seguida, os pog¢os foram lavados com meio incompleto, para
remogao dos taquizoitos livres ndo internalizados, e as células infectadas, bem como
as células nao infectadas, foram tratadas, em meio completo a 10% de SFB, com DBZ
(5 uM), DAPT (40 uM) ou GSI-XIV (1 uM) por 24 h. Células infectadas, ou ndo, apenas
incubadas com meio completo isento de inibidores foram mantidas em paralelo como
controle de células n&o tratadas. Transcorridas 24 h, os sobrenadantes foram
coletados dos pogos e armazenados a -80°C para uso posterior em dosagem de
citocinas (item 4.7). Por fim, as amostras de células infectadas foram submetidas ao
ensaio de p-galactosidase, conforme procedimentos descritos acima.

Em uma terceira etapa, taquizoitos de T. gondii na concentragdo de 5x104
parasitos/100 pL foram tratados, em meio completo a 2% de SFB, com DBZ (5 uM),
DAPT (40 uM), GSI-XIV (1 yM) ou WP1066 (3 uM), ou incubados apenas com meio
completo isento de inibidores como controle nao tratado, durante 1 h em condicoes
de cultura. Em seguida, os taquizoitos foram centrifugados (2000 rpm, 10 min) para
remocao dos tratamentos, suspensos em novo meio completo a 2% de SFB e
adicionados a células HTR-8/SVneo previamente cultivadas por 24 h em placa de 96
pocos (1x10% células/100 uL/pogo). Entdo, as células infectadas foram mantidas em
condigdes de cultura por 3 h adicionais, em seguida os pogos foram lavados com meio
incompleto para remog¢ado dos taquizoitos livres ndo internalizados e as células
infectadas foram incubadas com meio completo a 10% de SFB por 24 h. Por fim, as
células foram submetidas ao ensaio de (3-galactosidase, conforme descrito acima.

Em uma quarta etapa, placas de 96 pogos para cultivo celular foram
previamente incubadas (100 pL/pogo) overnight a 2-8°C com 1 pg/mL, preparado em
PBS 1x estéril, de rDLL4, ou rJAG1, ou ainda de BSA (Sigma-Aldrich®) utilizada como
proteina controle nao efetiva na ativagao da sinalizagdo Notch. Em sequéncia, células
HTR-8/SVneo, em meio completo a 10% de SFB, foram cultivadas nestas placas
(1x10* células/100 uL/pogo) com as proteinas previamente imobilizadas na superficie
dos pocos, por 6 ou 24 h em condi¢cdes de cultura. Apds cada tempo de cultivo, as

células foram infectadas com T. gondii em meio completo a 2% de SFB (1x104
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taquizoitos/100 uL/pogo) por 3 h, os pogos foram entdo lavados com meio incompleto
para remocao dos taquizoitos livres nao internalizados e as células infectadas foram
tratadas, em meio completo a 10% de SFB, com DBZ (5 yuM), ou incubadas com
DMSO (0,23%) como controle de células n&o tratadas (veiculo), por 24 h. Ao fim, as
células foram submetidas ao ensaio de B-galactosidase, conforme descrito acima.
Em uma analise final, os dados da segunda e terceira etapas foram utilizados
para calculo das porcentagens de inibigdo parasitaria frente aos tratamentos com
DBZ, DAPT ou GSI-XIV, utilizando-se como parametros de nao ocorréncia de inibicao

as condigdes controle em que células ou parasitos foram incubados apenas com meio.

46 DETECCAO E QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO PROTEICA CELULAR

A detecgao e quantificagdo das expressdes em nivel celular da forma clivada
do receptor Notch1 em seu dominio intracelular, da forma fosforilada da proteina
intracelular STAT3 e da proteina de controle constitutivo endégeno [-Actina, em
células HTR-8/SVneo, foram avaliadas por reagbes de Western Blotting. Para essa
finalidade, células HTR-8/SVneo, em meio completo a 10% de SFB, foram cultivadas
em placas de 6 pogos (3%x10° células/1500 uL/pogo) por 24 h em condigdes de cultura
e, em sequéncia, infectadas com T. gondii em meio completo a 2% de SFB (3x10°
taquizoitos/1500 uL/pogo) por 3 h. Como controle, células nédo infectadas foram
mantidas em paralelo, recebendo meio completo a 2% de SFB, isento de T. gondii.
Em seguida, os pogos foram lavados com meio incompleto, para remogao dos
taquizoitos livres nao internalizados, e as células infectadas, bem como as células nédo
infectadas, foram tratadas, em meio completo a 10% de SFB, com DBZ (5 uM), DAPT
(40 uM) ou GSI-XIV (1 uM) por 24 h. Células infectadas, ou ndo, apenas incubadas
com meio completo isento de inibidores foram mantidas em paralelo como controle de
células nao tratadas. Em um protocolo adicional, placas de 6 pogos foram incubadas
(1000 uL/pogo) overnight a 2-8°C com 1 pg/mL, em PBS 1x estéril, de rDLL4, rdAG1
ou BSA e, em sequéncia, células HTR-8/SVneo, em meio completo a 10% de SFB,
foram cultivadas nestas placas (3,5x10° células/1000 uL/pogo) por 24 h em condigbes
de cultura. Apds, as células foram tratadas, em meio completo a 10% de SFB, com
DBZ (5 uM), ou incubadas com DMSO (0,23%) como controle (veiculo), por 24 h.

Finalizados ambos os experimentos em cultura, as células foram incubadas a

0°C por 15 min com solucao de extracao proteica, constituida de tampao de lise RIPA
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(Sigma-Aldrich®) suplementado com coquetel de inibidores de proteases (cOmplete ™
Mini EDTA-free; Roche®), e inibidores de fosfatases NasVOs a 1 mM e NaF a 25 mM
(Sigma-Aldrich®). Em seguida, os lisados celulares foram submetidos a quatro ciclos
de congelamento/descongelamento e centrifugados (11200 rpm, 15 min, 4°C) para
obtencdo das amostras de sobrenadante contendo as proteinas totais extraidas, as
quais foram coletadas e conservadas a -80°C. Posteriormente, aliquotas destas
amostras foram submetidas a dosagem proteica desenvolvida com o kit Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific), conforme instru¢ées do fabricante, e as
concentragbes proteicas foram expressas em pg/mL. Em sequéncia, 80 ug de
proteinas totais foram submetidos a eletroforese em géis de poliacrilamida a 8% ou
10% sob condigdes redutoras e desnaturantes (SDS-PAGE), e as proteinas
segregadas em fungéo do peso molecular foram entéo eletrotransferidas dos géis para
membranas de PVDF (Immobilon®-FL; Merck Millipore Ltd., Irlanda). Posteriormente,
as membranas foram incubadas, sob agitacdo constante por 1 h a temperatura
ambiente, em tampao de blotting [Tris-HCI a 25 mM; NaCl a 150 mM; Tween20 a 0,1%
(v/v); pH 7,4] acrescido de leite em pd desnatado (Iltambé, Brasil) a 5% (p/v), para
bloqueio dos sitios inespecificos de ligacdo. Em seguida, as membranas foram
incubadas, sob agitacdo constante overnight a 4°C, com anticorpos primarios:
monoclonal de coelho anti-Notch1 clivado (V17%4) (1:500; Cell Signaling Technology®
Inc., EUA) ou monoclonal de camundongo anti-B-Actina (1:3000; Sigma-Aldrich®),
ambos diluidos em tampéao de blotting a 2% de leite desnatado, ou monoclonal de
camundongo anti-STAT3 fosforilada (Y7%) (1:500; Santa Cruz Biotechnology) diluido
em tampao de blotting isento de leite desnatado. Apds, as membranas foram lavadas
em tampao de blotting e incubadas, sob agitagdo constante por 2 h a temperatura
ambiente, com anticorpos secundarios policlonais de cabra anti-coelho ou anti-
camundongo conjugados com peroxidase (1:3000; Sigma-Aldrich®) diluidos em
tampao de blotting a 2% de leite desnatado. Por fim, as membranas foram novamente
lavadas em tampéo e as reagdes foram desenvolvidas por quimioluminescéncia
utilizando o kit SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo Scientific) em transiluminador
ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad Laboratories Inc., EUA), sendo
documentadas e analisadas por densitometria através do programa Image Lab™
Software (Bio-Rad Laboratories). Os pesos moleculares estimados para Notch1
clivado, STAT3 fosforilada e B-Actina foram de 110, 91-86 e 42 kDa, respectivamente,

de acordo com os fabricantes dos anticorpos primarios mencionados. Os resultados
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obtidos foram demonstrados como bandas representativas das proteinas detectadas
e niveis de expressao relativa para Notch1 clivado e STAT3 fosforilada nas amostras,
normalizados com os respectivos niveis de B-Actina, todos obtidos por densitometria
das bandas proteicas. Além disso, os valores de expressao relativa obtidos em cada
grupo, foram, por fim, normalizados em fungdo da expressédo do grupo controle de

células nao infectadas e nao tratadas, definida como sendo igual a 1.

47 DETECGCAO E QUANTIFICACAO DE CITOCINAS SECRETADAS

As amostras de sobrenadantes mencionadas previamente (item 4.5), obtidas
do cultivo de células HTR-8/SVneo infectadas, ou ndo, com T. gondii, bem como
tratadas, ou n&o, com os inibidores de gama-secretase (DBZ, DAPT ou GSI-XIV),
foram submetidas a dosagem das citocinas humanas IL-8, IL-10, IFN-y, MIF e TNF
por ensaio imunoenzimatico ELISA, conforme recomendacdes dos fabricantes dos kits
para deteccdo e quantificacdo de IL-8, IL-10, IFN-y e TNF (BD OptEIA™; BD
Biosciences, EUA), bem como de MIF (DuoSet®; R&D Systems®).

Em um protocolo experimental adicional, placas de 24 pogos foram incubadas
(250 uL/pocgo) overnight a 2-8°C com 1 pyg/mL, em PBS 1x estéril, de rDLL4, rJAG1
ou BSA e, em sequéncia, células HTR-8/SVneo, em meio completo a 10% de SFB,
foram cultivadas nestas placas (7,5x104 células/250 uL/pogo) por 24 h em condigbes
de cultura. Apds, as células foram infectadas com T. gondii em meio completo a 2%
de SFB (7,5%x10* taquizoitos/250 uL/pogo) por 3 h e, como controle, células ndo
infectadas foram mantidas em paralelo, recebendo meio completo a 2% de SFB,
isento de T. gondii. Em seguida, os pogos foram lavados com meio incompleto, para
remocao dos taquizoitos livres ndo internalizados, e as células infectadas, bem como
as células nao infectadas, foram tratadas, em meio completo a 10% de SFB, com DBZ
(5 uM), ou incubadas com DMSO (0,23%) como controle (veiculo), por 24 h. Por fim,
os sobrenadantes foram coletados dos pogos, armazenados a -80°C e posteriormente
submetidos a dosagem da citocina humana IL-6 por ELISA, conforme recomendacgdes
do fabricante do kit para deteccao e quantificacdo de IL-6 (BD OptEIA™; BD
Biosciences). Por fim, os niveis de secrecao das diferentes citocinas mensuradas
foram expressos em pg/mL e as concentragbes estimadas como limite de detecgéo
para IFN-y, IL-6, IL-8, IL-10, MIF e TNF foram de 6,25 pg/mL, 4,69 pg/mL, 3,13 pg/mL,
7,81 pg/mL, 31,25 pg/mL e 7,81 pg/mL, respectivamente.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram obtidos a partir de experimentos independentes realizados com
no minimo seis replicatas (“n” amostral) por grupo, sendo expressos como a meédia *
o erro padrao da média e analisados estatisticamente através do programa GraphPad
Prism® versdo 10 (GraphPad Software Inc., EUA). Para as analises estatisticas, os
dados foram inicialmente submetidos a identificacdo de possiveis valores
discrepantes outliers, os quais foram excluidos quando recomendado, e os valores
definitivos foram submetidos a analises de normalidade para determinacao dos testes
estatisticos a serem escolhidos, com base na natureza paramétrica ou nao
paramétrica dos grupos. As diferengcas existentes entre dois grupos foram
determinadas por teste t ndo pareado, para dados paramétricos, ou por teste Mann-
Whitney, para dados nao paramétricos. Ja as diferencas entre grupos multiplos foram
determinadas por teste one-way ANOVA com comparagdes multiplas de Sidak, para
dados paramétricos, ou por teste Kruskal-Wallis com comparacgdes multiplas de Dunn,
para dados nao paramétricos. Por fim, todas as diferencas observadas foram

consideradas como estatisticamente significativas quando P<0,05.
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5 RESULTADOS

51 CELULAS HTR-8/SVneo REDUZEM A EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS COM GAMA-SECRETASE FRENTE A INFECGAO POR T. gondii

Inicialmente, foi avaliado o impacto da infecgédo por T. gondii na expressao de
MRNA de genes atuantes na sinalizagdo Notch em células HTR-8/SVneo, sendo estes
os codificantes dos receptores Notch (NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3 e NOTCH4), de
ligantes candnicos dos receptores (DLL1, DLL4, JAG1 e JAG2), bem como de
elementos downstream no eixo (HES1, HES5 e HEY1). Observou-se que em resposta
a infecgéo as células reduziram significativamente a expressao de DLL4 (P=0,0023;
Figura 1F) e, embora n&o estatisticamente significativo, atenuaram a expresséo dos
demais genes avaliados, exceto NOTCH4 e HES1. Interessantemente, NOTCH4 se
mostrou pouco expresso, tanto por células infectadas (n=3 de 8) quanto nao
infectadas (n=4 de 8) em relagédo aos demais genes NOTCH, cujas expressdes foram
similares por células infectadas (n=8) e n&o infectadas (n=7 ou 8). De modo
semelhante, dentre os genes downstream HES5 se mostrou fracamente expresso,
tanto por células infectadas (n=1 de 8) quanto nao infectadas (n=2 de 8), ao contrario
de HES1 e HEY1, cujas expressdes foram similares por células infectadas (n=7 ou 8)
e nao infectadas (n=7 ou 8). Além disso, a expressédo de APP, enquanto gene
independente da sinalizagdo Notch mas associado a atividade de gama-secretase, foi

também reduzida frente a infeccao por T. gondii (P=0,0093; Figura 1L).

Figura 1 — Efeito da infecc&o por T. gondii na expressao génica celular.
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Fonte: O proprio autor. (A-L) Células HTR-8/SVneo cultivadas por 24 h foram infectadas, ou ndo, com
T. gondii, por 24 h, e submetidas a mensuragdo da expressédo génica celular, sendo os resultados
demonstrados como expressdo de mRNA para os genes avaliados; (NI): células ndo infectadas; (Tg):
células infectadas com T. gondii; Diferencas estatisticas significativas (*) foram determinadas por teste
t ndo pareado (F) ou por teste Mann-Whitney (L); (**): P<0,01.

5.2 INIBIDORES DE GAMA-SECRETASE REDUZEM DIFERENCIALMENTE A
PROLIFERAGAO DE T. gondii EM CELULAS HTR-8/SVneo

Em continuidade aos objetivos, buscou-se avaliar os efeitos dos inibidores de
gama-secretase na proliferacao de T. gondii em células HTR-8/SVneo. Primeiramente,
células HTR-8/SVneo foram analisadas quanto aos indices de viabilidade frente aos
tratamentos com DBZ, DAPT ou GSI-XIV, a fim de se descartar, em uso posterior,
doses potencialmente citotdxicas, e selecionar doses adequadas a serem utilizadas
nos ensaios de avaliagao do parasitismo celular. Assim, ao serem comparadas com o
controle ndo tratado (meio) as células apresentaram viabilidade significativamente
reduzida quando tratadas por 24 h com DBZ a 10 uM (P<0,0001) ou 20 uM (P<0,0001)
(Figura 2A), com DAPT a 80 uM (P<0,0001) (Figura 2B) ou com GSI-XIV a 40 uyM
(P=0,0031) ou 80 uM (P<0,0001) (Figura 2C). Em paralelo, as células foram também
tratadas com DMSO como condicdo veiculo, cujas doses foram calculadas com
referéncia as maiores concentracdes testadas dos inibidores, sendo a 0,93% para
DBZ (20 uM) e 0,8% para DAPT e GSI-XIV (80 pM). Similarmente ao observado para
as maiores concentragdes dos inibidores, quando comparadas com o controle (meio)
as células também apresentaram viabilidade reduzida ao serem tratadas com DMSO,
a 0,93% referente a DBZ (P<0,0001) (Figura 2A) ou 0,8% referente a DAPT
(P<0,0001) (Figura 2B) e GSI-XIV (P=0,0017) (Figura 2C).

A partir destes resultados, as doses até 5 uM para DBZ, 40 uM para DAPT e
20 uM para GSI-XIV foram utilizadas no tratamento por 24 h de células HTR-8/SVneo
infectadas, a fim de se determinar seus efeitos na proliferagdo de T. gondii em uma
proxima etapa. Portanto, os dados obtidos revelaram que 0,5 uM, 1 uM e 5 yM de
DBZ reduziram significativamente (P<0,0001) o numero de parasitos em células HTR-
8/SVneo em comparagao com o controle de células tratadas com veiculo (DMSO a
0,23%) (Figura 2D). Similarmente, quando tratadas com DAPT, as células
apresentaram redugao do parasitismo, sendo significativa a 20 uM (P=0,0010) e 40
MM (P<0,0001) em comparagédo com veiculo (DMSO a 0,8%) (Figura 2E), e quando

tratadas com GSI-XIV, as células também apresentaram redugéo da carga parasitaria,
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neste caso em todas as doses as quais foram submetidas (P<0,0001) comparadas
com veiculo (DMSO a 0,17%) (Figura 2F). Observados estes fenbmenos, as doses de
5 M para DBZ, 40 uM para DAPT e 1 uM para GSI-XIV foram selecionadas para os
experimentos que se seguiram, uma vez que apresentaram efeitos significativos.

Em seguida, buscou-se comparar a eficiéncia dos inibidores quando
empregados paralelamente. Reforgando os fendmenos ja observados, DBZ, DAPT ou
GSI-XIV reduziram significativamente (P<0,0001) o parasitismo apos 24 h de
tratamento em comparagado com o controle n&o tratado (meio), sendo que células
infectadas tratadas com DBZ ou GSI-XIV apresentaram quantidades de parasitos
significativamente menores em relagdo as células tratadas com DAPT (P<0,0001),
evidenciando, portanto, maiores eficiéncias de DBZ e GSI-XIV que de DAPT, mesmo
este em maior concentragdo que os demais (Figura 2G). Em uma abordagem
adicional, as células foram infectadas com taquizoitos previamente incubados com os
inibidores, de maneira a direcionar os tratamentos aos parasitos, possibilitando avaliar
uma possivel atuagdo exclusiva dos inibidores em T. gondii com efeitos em sua
capacidade proliferativa. Os resultados revelaram que o tratamento de T. gondii com
DAPT nao promoveu alteragao significativa no numero de parasitos em relacéo ao
controle nao tratado (meio) (Figura 2H), sugerindo que a acao de DAPT, ja
evidenciada, no controle do parasitismo, ocorreu por mecanismos desencadeados na
prépria célula hospedeira. Por outro lado, quantidades significativamente menores de
parasitos foram observadas em células infectadas com T. gondii previamente tratado
com DBZ (P=0,0008) ou GSI-XIV (P<0,0001) em relagdo ao controle nao tratado
(meio), e, quando comparadas entre si, a acado de GSI-XIV em T. gondii apresentou
efeito mais significativo (P<0,0001) que a agao desempenhada por DBZ (Figura 2H).
Estes resultados sugerem que, ao contrario de DAPT, cuja agao foi restrita a célula
hospedeira, DBZ e GSI-XIV atuaram para o controle do parasitismo ndo somente com
efeito na célula hospedeira, mas também com acao em T. gondii. Por fim, a partir de
uma analise complementar que evidenciou as porcentagens de inibicao parasitaria em
resposta aos tratamentos (Figura 2l), observou-se que, enquanto GSI-XIV atuou
inibindo o parasitismo ao ser utilizado tanto no tratamento de células infectadas
(94,5%) quanto de T. gondii (77,7%), DAPT, por outro lado, atuou com menor efeito
inibitério ao ser usado em células infectadas (30,6%), ndo apresentando agao sobre
T. gondii (-3,2%). Por sua vez, DBZ atuou de maneira diferenciada ao inibir o

parasitismo, uma vez que exerceu um efeito robusto no tratamento de células
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infectadas (97,3%), semelhante a GSI-XIV, mas desencadeou um efeito pouco intenso

no parasito em si (13,4%), aproximando-se ao efeito nulo de DAPT sobre T. gondii.

Figura 2 — Efeitos de DBZ, DAPT e GSI-XIV na viabilidade celular e parasitismo.
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Fonte: O préprio autor. (A-C) Células HTR-8/SVneo cultivadas por 24 h foram tratadas com doses de
DBZ, DAPT ou GSI-XIV, ou com veiculo, ou ndo tratadas (meio), por 24 h, e submetidas a avaliagdo de
viabilidade celular, sendo os resultados expressos em porcentagem de viabilidade, com as
porcentagens significativas, em relagédo ao controle (meio), descritas junto ao simbolo (*); (D-F) Células
cultivadas por 24 h foram infectadas com T. gondii, tratadas com doses dos inibidores, ou com veiculo,
por 24 h, e submetidas a quantificacao da proliferacdo de T. gondii, sendo os resultados expressos em
ndmero de parasitos (x10%); (G-I) Células cultivadas por 24 h foram (G) infectadas com T. gondii e
tratadas, ou ndo (meio), com inibidores por 24 h, ou, (H) foram infectadas com T. gondii previamente
tratado com os inibidores, ou n&o (meio), por 1 h, e cultivadas por 24 h adicionais, sendo submetidas a
quantificagdo da proliferagdo de T. gondii, cujos resultados obtidos em numero de parasitos (x103)
foram empregados no calculo das porcentagens de inibi¢ao parasitaria (1); (Tg +): T. gondii tratado com
inibidores; Diferengas estatisticas significativas (*#) foram determinadas por teste ANOVA com
comparagdes multiplas de Sidak (A-H); (*): comparagao com as condigdes meio ou veiculo; (**): P<0,01;
(***): P<0,001; (***####): P<0,0001.
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5.3 CELULAS HTR-8/SVneo APRESENTAM ATIVAGAO DE NOTCH1 REDUZIDA
FRENTE A INFECGAO POR T. gondii E AOS INIBIDORES DBZ E DAPT

Verificado o controle do parasitismo exercido pelos inibidores de gama-
secretase, as analises seguintes buscaram elucidar os mecanismos pelos quais
atuaram DBZ, DAPT e GSI-XIV. Neste sentido, a expressao do receptor Notch1
clivado em seu dominio intracelular (NICD), como demonstrativo de sua ativagéo, foi
avaliada em células HTR-8/SVneo submetidas, ou n&o, a infeccdo e/ou aos
tratamentos com DBZ, DAPT ou GSI-XIV. Por meio da verificagcdo das bandas
proteicas e dos dados de expressao relativa para Notch1 clivado (c-Notch1), verificou-
se que, em auséncia de tratamentos (meio), células infectadas com T. gondii
reduziram significativamente a expressdo de c-Notch1 (P=0,0002; Figura 3A e C;
P=0,0043 Figura 3B) em comparacao com células nao infectadas. Ja em auséncia de
infeccdo, quando comparadas com o respectivo controle ndo tratado, células tratadas
com DBZ (P=0,0002; Figura 3A) ou DAPT (P=0,0022; Figura 3B) também reduziram
significativamente a expresséo de c-Notch1. Ainda em auséncia de infecgao, quando
tratadas com GSI-XIV as células ndo apresentaram expressao de c-Notch1 reduzida,
mas, ao contrario, elevaram a expressao do receptor clivado em relagao ao controle
nao tratado (Figura 3C), embora nao estatisticamente significativo. Além disso,
guando avaliadas nos cenarios em que foi evidenciado controle do parasitismo (Figura
2D-G), células infectadas e tratadas com DAPT apresentaram reduc¢ao significativa da
expressao de c-Notch1 em comparagdo com o controle de células infectadas e nao
tratadas (P=0,0043), fenbmeno este ndo observado em células infectadas e tratadas
com DBZ, em que a expressao de c-Notch1 se manteve similar ao controle infectado
nao tratado (Figura 3A). Ja quando infectadas e tratadas com GSI-XIV, as células
apresentaram expressao de c-Notch1 significativamente aumentada em relagao ao
controle infectado e ndo tratado (P=0,0011; Figura 3C). Em conjunto, estes resultados
demonstram que a ativagao do receptor Notch1 foi reduzida em células HTR-8/SVneo
tanto frente a infecgéo por T. gondii quanto em resposta a DBZ ou DAPT, mas ndo em
resposta a GSI-XIV. Além disso, nota-se que os efeitos supressores de DBZ e DAPT,
ou indutor de GSI-XIV, na ativagdo de Notch1, manifestaram-se independente da
infecgao, visto que, quando tratadas, tanto células infectadas quanto nao infectadas,

nao apresentaram diferengas significativas entre si na expressao de c-Notch1.
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Figura 3 — Ativacao do receptor Notch1 em células HTR-8/SVneo.
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Fonte: O préprio autor. (A-C) Células HTR-8/SVneo cultivadas por 24 h foram infectadas, ou ndo, com
T. gondii, tratadas com DBZ, DAPT ou GSI-XIV, ou nao tratadas (meio), por 24 h, e submetidas a
avaliagdo da expressdo do receptor Notch1 clivado (c-Notch1), bem como do controle endégeno (-
Actina, sendo os resultados demonstrados por bandas representativas de ambas as proteinas e dados
de expressao relativa de c-Notch1; (-): células n&o infectadas; (Tg): células infectadas com T. gondii;
Diferencas estatisticas significativas (*#) foram determinadas por teste t ndo pareado (A e C) ou por
teste Mann-Whitney (B); (#): comparagao com o respectivo controle de células ndo infectadas; (**##):
P<0,01; (***###): P<0,001.
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5.4 INIBIDORES DE GAMA-SECRETASE MODULAM DIFERENCIALMENTE A
SECREGAO DE MIF E IL-8 POR CELULAS HTR-8/SVneo

Verificadas a inibicdo ou ativacdo do receptor Notch1, em continuidade a
exploracéo dos possiveis mecanismos ligados a redugao do parasitismo, a secregao
das citocinas MIF e IL-8, envolvidas na susceptibilidade de células HTR-8/SVneo a
infecgdo por T. gondii (Milian et al., 2019), bem como IFN-y, IL-10 e TNF, atuantes na
resposta imune celular frente a infecgao por T. gondii (Denkers; Gazzinelli, 1998; Miller
et al., 2009), foi também avaliada no presente contexto.

Em relagdo aos niveis de MIF, células HTR-8/SVneo infectadas e isentas de
tratamentos aumentaram significativamente a produgdo desta citocina quando
comparadas ao respectivo controle de células nao infectadas e nao tratadas
(P=0,0287; Figura 4A-C). Além disso, células infectadas e tratadas com DBZ também
elevaram de modo significativo (P=0,0093) a produgao de MIF quando comparadas
com células ndo infectadas e tratadas (Figura 4A). Semelhantemente, em células
tratadas com DAPT ou GSI-XIV a infecgdo pareceu elevar a producado de MIF em
relacédo as células nao infectadas e tratadas, mas néo de forma significativa. Quando
comparados com os respectivos controles nao tratados (meio), os tratamentos com
DBZ ou GSI-XIV promoveram significativo aumento nos niveis de MIF, tanto em
células infectadas (P=0,0180; Figura 4A; P=0,0001; Figura 4C) quanto nao infectadas
(P=0,0254; Figura 4A; P=0,0001; Figura 4C). Similarmente, DAPT pareceu induzir MIF
em células infectadas ou ndo, porém de maneira nao significativa. Ja em relacao a
producao de IL-8, células infectadas e isentas de tratamentos aparentemente
aumentaram a producéo desta citocina, embora de modo n&o significativo (Figura 4D-
F). Por outro lado, células infectadas e tratadas com DBZ ou DAPT, mas n&o com GSI-
XIV, elevaram significativamente (P<0,0001) a producgao de IL-8 em comparagdo com
seus respectivos controles néo infectados e tratados (Figura 4D e E). Quando
comparados com o0s respectivos controles nao tratados, os tratamentos com DBZ ou
DAPT desencadearam reducgao significativa na producao de IL-8, tanto em células
infectadas (P=0,0005; Figura 4D; P<0,0001; Figura 4E) quanto nao infectadas
(P<0,0001; Figura 4D; P=0,0002; Figura 4E), sendo que, ao contrario, o tratamento
com GSI-XIV promoveu aumentos significativos (P<0,0001) na secregdo desta
citocina, independentemente da infecgdo (Figura 4F). Por fim, a produgdo das

citocinas IFN-y, IL-10 e TNF, também avaliadas, nao foi evidenciada em quaisquer
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condi¢cdes experimentais conduzidas, uma vez que os valores de produgao obtidos
foram inferiores aos limites de detecgao destas citocinas (dados ndo mostrados). Em
suma, os resultados demonstram que os inibidores de gama-secretase modulam
diferencialmente a secrecdo de MIF e IL-8 por células HTR-8/SVneo, de maneira

independente da infecgéo por T. gondiii.

Figura 4 — Secrecao das citocinas MIF e IL-8 por células HTR-8/SVneo.
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Fonte: O préprio autor. (A-C) Células HTR-8/SVneo cultivadas por 24 h foram infectadas, ou ndo, com
T. gondii, tratadas com DBZ, DAPT ou GSI-XIV, ou néo tratadas (meio), por 24 h, e os sobrenadantes
de cultivo foram coletados e submetidos a deteccao e quantificagcao de citocinas secretadas; (...): linhas
pontilhadas representam os limites de detecc¢ao das citocinas mensuradas; (Tg): células infectadas com
T. gondii; Diferencgas estatisticas significativas (*#) foram determinadas por teste f ndo pareado (A-F);
(#): comparagdo com o respectivo controle de células ndo infectadas; (*#): P<0,05; (##): P<0,01;
(***##HE): P<0,001; (Y ####): P<0,0001.

5.5 AATIVACAO DE STAT3 E MODULADA FRENTE A INFECGAO POR T. gondii
E A INIBICAO DE GAMA-SECRETASE
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Previamente, foi verificado o envolvimento de STAT3 tanto no cenario de
infeccdo por T. gondii (Butcher et al., 2005) quanto no eixo de sinalizacdo Notch
(Matsuno et al., 2018). A partir disso, a participacdo de STAT3 no presente contexto
foi também investigada, através da detecgdo e quantificagdo de sua fosforilagao,
demonstrativa de sua ativagao, bem como da mensuragao do parasitismo frente a sua
inibicdo. Foi entao verificado que, em auséncia de tratamento com os inibidores de
gama-secretase, células infectadas apresentaram reducgao significativa (P=0,0021) da
expressao de STAT3 fosforilada (p-STAT3) em comparagdo com o respectivo controle
de células nao infectadas (Figura 5A-C). Ja quando tratadas, em auséncia de
infeccao, as células responderam de maneira diferencial quanto a expressao de p-
STAT3, uma vez que DBZ promoveu sua reducéo significativa (P=0,0480; Figura 5A),
DAPT induziu seu aumento consistente (P=0,0347; Figura 5B) e GSI-XIV nao exerceu
qualquer efeito (Figura 5C). Além disso, quando analisados os efeitos destes
inibidores em células infectadas, observou-se que, embora DBZ nao tenha alterado o
nivel de p-STAT3 em comparagdo com células infectadas e n&o tratadas (meio)
(Figura 5A), aumentos significativos (P<0,0001) da expressdo de p-STAT3 foram
evidenciados em células infectadas e tratadas com DAPT (Figura 5B) ou GSI-XIV
(Figura 5C). Em complementagcao a estes dados, o envolvimento de STAT3 no
parasitismo foi também investigado, através da inibicdo desta proteina em células
infectadas, com uso do inibidor quimico WP1066. Previamente, a viabilidade celular
foi verificada frente aos tratamentos com WP1066, cuja dose de 12 uM foi a unica com
efetiva citotoxicidade (P=0,0064) em comparagao com o controle nao tratado (meio)
(Figura 5D). A partir disso, foi observado que células infectadas e tratadas com
WP1066, em doses inferiores e ndo tdxicas, apresentaram significativa redugao
(P<0,0001) do parasitismo frente a todas as doses de WP1066, exceto 0,75 uM,
comparadas ao controle nao tratado (Figura 5E). Entao, para determinar se a inibicao
de STAT3 poderia exercer efeito em T. gondii em si, as células foram infectadas com
parasitos previamente tratados com WP1066 (3 uM) e foi verificado que células
infectadas com parasitos tratados também apresentaram redugdo significativa do
parasitismo (P=0,0058) em comparagao a infecgao com parasitos nao tratados (Figura
5F). Em conjunto, esses resultados demonstram efeitos diferenciais da infec¢ao e dos
inibidores de gama-secretase na ativagdo de STAT3, bem como elucidam seu

envolvimento na proliferagéo de T. gondii em células HTR-8/SVneo.
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Figura 5 — Ativagao de STAT3 e sua inibicao em células HTR-8/SVneo.
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Fonte: O préprio autor. (A-C) Células HTR-8/SVneo cultivadas por 24 h foram infectadas, ou ndo, com
T. gondii, tratadas com DBZ, DAPT ou GSI-XIV, ou nao tratadas (meio), por 24 h, e submetidas a
avaliagdo da expressao de STAT3 fosforilada (p-STAT3), bem como do controle endégeno B-Actina,
sendo os resultados demonstrados por bandas representativas de ambas as proteinas e dados de
expressao relativa de p-STATS3; (D) Células HTR-8/SVneo cultivadas por 24 h foram tratadas com doses
de WP1066, ou ndo tratadas (meio), por 24 h, e submetidas a avaliacdo de viabilidade celular, sendo
os resultados expressos em porcentagem de viabilidade, com a porcentagem significativa, em relacao
ao controle (meio), descrita junto ao simbolo (¢); (E e F) Células cultivadas por 24 h foram (E) infectadas
com T. gondii e tratadas, ou ndo (meio), com doses de WP1066 por 24 h, ou, (F) foram infectadas com
T. gondii previamente tratado com WP1066, ou ndo (meio), por 1 h, e cultivadas por 24 h adicionais,
sendo submetidas a quantificacao da proliferagdo de T. gondii, cujos resultados foram expressos em
ndmero de parasitos (x103); (-): células néo infectadas; (Tg): células infectadas com T. gondii; (Tg +):
T. gondii tratado com inibidor; Diferencas estatisticas significativas (*#) foram determinadas por teste ¢
nao pareado (A-C e F), por teste ANOVA com comparagdes multiplas de Sidak (E) ou por teste Kruskal-
Wallis com comparagdes multiplas de Dunn (D); (#): comparagédo com o respectivo controle de células
nao infectadas; (+): comparagado com a condigdo meio; (*): P<0,05; (##e°): P<0,01; (****eeee): P<0,0001.

5.6 A INFECCAO POR T. gondii, LIGANTES DE NOTCH E DBZ MODULAM A
SECREGCAO DE IL-6 POR CELULAS HTR-8/SVneo
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Buscando elucidar o mecanismo pelo qual a inibicdo de gama-secretase reduz
a proliferagdo de T. gondii, o parasitismo foi novamente avaliado em células HTR-
8/SVneo, que foram estimuladas com ligantes canénicos de Notch, rDLL4 ou rJAG1,
por intervalos de 6 ou 24 h prévios a infeccdo. Em paralelo, as células estimuladas
para Notch e, em seguida, infectadas, foram ainda tratadas com DBZ, cuja agao
induziu elevada inibigao parasitaria em células tratadas com pouco efeito no parasito
em si (Figura 2l). Os resultados obtidos demonstraram que, independentemente do
tratamento com DBZ, os estimulos das células com rDLL4 ou rJAG1, por 6 (Figura
6A) ou 24 h (Figura 6B) prévias a infecgao, ndo alteraram de forma significativa o
parasitismo em relagao ao controle de células ndo estimuladas (BSA). Por outro lado,
em comparagao com o controle de células nao tratadas (veiculo), foi observada
significativa redugao da proliferagao de T. gondii frente ao tratamento com DBZ, tanto
em células estimuladas com rDLL4 (P<0,0001; Figura 6A e B), quanto com rJAG1
(P<0,0001; Figura 6A; P=0,0013; Figura 6B) ou mesmo nao estimuladas (P<0,0001;
Figura 6A e B), independente do tempo de estimulagéo prévia. Para averiguar ainda
se de fato rDLL4 e rJAG1 seriam capazes de ativar a sinalizagdo mediada por Notch1,
a expressao de c-Notch1 foi novamente avaliada (Figura 6C). Observou-se que
células estimuladas com rDLL4, mas ndo com rJAG1, aumentaram a expressao de c-
Notch1 em relagdo as células nado estimuladas, sendo que tal expressao foi
posteriormente atenuada por DBZ em células ndo estimuladas e nitidamente reduzida
em células estimuladas com rDLL4. Os dados até aqui demonstram que a estimulagao
da sinalizacdo Notch, ao menos por rDLL4 ou rJAG1, com ativacdo do receptor
Notch1, ao menos por rDLL4, ndo alteraram o parasitismo, ao passo que a inibicdo de
gama-secretase por DBZ exerceu novamente efetiva redugéo da infecgéo.

Assim como para STAT3, foi demonstrado que IL-6 esteve também envolvida
com a atividade do eixo de sinalizagao Notch (Matsuno et al., 2018). Além disso, foram
descritas associacbes de IL-6 com a susceptibilidade de células trofoblasticas
humanas, incluindo a linhagem HTR-8/SVneo, a infec¢ao por T. gondii (Barbosa et al.,
2015; Oliveira et al., 2021). A partir disso, verificou-se também a produgao de IL-6 por
células HTR-8/SVneo no contexto experimental do presente estudo (Figura 6D). Foi
observado em células infectadas, tratadas, ou nao, com DBZ, aumento significativo
da secrecgao de IL-6, tanto em células estimuladas com rDLL4 (P<0,0033), quanto com
rdAG1 (P<0,0004) ou mesmo nao estimuladas (BSA) (P<0,0002). Quando analisados

os estimulos com os ligantes, verificou-se que, em comparacdo aos respectivos
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controles ndo estimulados, rDLL4 induziu aumentos significativos na producgao de IL-
6 em todas as condigbes avaliadas (P<0,0123), bem como rJAG1 induziu também
maiores niveis de IL-6, embora de maneira significativa apenas nas condi¢des isentas
de DBZ (P<0,0011). Aléem disso, quando considerado o impacto de DBZ, células de
todos os grupos tratados, exceto aquelas nado estimuladas e infectadas, reduziram
significativamente (P<0,0422) a producdo de IL-6, quando comparadas aos
respectivos controles de células ndo tratadas. Por fim, uma vez evidenciados esses
efeitos sobre IL-6, a expressao génica para o receptor especifico desta citocina (IL6R)
foi também avaliada (Figura 6E), cujo resultado demonstrou que a células HTR-
8/SVneo reduziram significativamente (P=0,0332) a expressao de IL6R em resposta
a infeccdo por T. gondii. Em suma, os resultados acerca do envolvimento de IL-6 no
presente contexto demonstram que, tanto a infec¢do por T. gondii quanto a
estimulacédo prévia com ligantes de Notch (rDLL4 e rJAG1) induzem a regulacao
positiva da produgao de IL-6, e que, de modo contrario, a inibicdo de gama-secretase

por DBZ regula negativamente a produgao desta citocina.

Figura 6 — Atuacao de ligantes de Notch, secrec¢ao de IL-6 e expressao de IL6R.
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Fonte: O proprio autor. (A e B) Células HTR-8/SVneo foram cultivadas por 6 ou 24 h, em placas



42

previamente preparadas com rDLL4, rJAG1 ou BSA (controle), infectadas com T. gondii, tratadas com
DBZ, ou nao tratadas (veiculo), por 24 h, e submetidas a quantificagdo da proliferagdo de T. gondii,
sendo os resultados expressos em numero de parasitos (x10%); (C) Células HTR-8/SVneo foram
cultivadas por 24 h, em placas previamente preparadas com rDLL4, rJAG1 ou BSA (controle), tratadas
com DBZ, ou ndo tratadas (veiculo), por 24 h, e submetidas a avaliagdo da expressao do receptor
Notch1 clivado (c-Notch1), bem como do controle enddgeno B-Actina, sendo os resultados
demonstrados por bandas representativas de ambas as proteinas; (D) Células HTR-8/SVneo foram
cultivadas por 24 h, em placas previamente preparadas com rDLL4, rJAG1 ou BSA (controle),
infectadas, ou ndo, com T. gondii, tratadas com DBZ, ou ndo tratadas (veiculo), por 24 h, e os
sobrenadantes de cultivo foram coletados e submetidos a detecgdo e quantificagdo de IL-6 secretada;
(E) Células HTR-8/SVneo cultivadas por 24 h foram infectadas, ou ndo, com T. gondii, por 24 h, e
submetidas a mensuragdo da expressdo génica de IL6R, sendo o resultado demonstrado como
expressdo de mRNA para o gene avaliado; (NI): células n&o infectadas; (T9g): células infectadas com T.
gondii; Diferengas estatisticas significativas (*#+°) foram determinadas por teste t ndo pareado (A, B, D
e E) ou por teste ANOVA com comparagdes multiplas de Sidak (D); (¢): comparagdo com o respectivo
controle de células nado infectadas; (°): comparagdo com o respectivo controle de células nao
estimuladas (BSA); (*°): P<0,05; (**++°°): P<0,01; (****+¢): P<0,001; (****eeee°°°°): P<0,0001.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foi considerada a hipotese de que a via de sinalizacéo
celular Notch poderia influenciar na susceptibilidade de células HTR-8/SVneo, um
reconhecido modelo de trofoblasto extraviloso humano, a infecgéo por T. gondii, uma
vez que este mecanismo de sinalizagao celular atua ativamente na biologia das
células trofoblasticas extravilosas, as quais s&o exploradas por T. gondii como uma
rota para atingir os compartimentos fetais durante sua passagem transplacentaria.

Inicialmente, buscou-se verificar o efeito da infecgéo por T. gondii na expressao
génica, por células HTR-8/SVneo, de elementos envolvidos no eixo de sinalizagéo
Notch dependente de gama-secretase, os quais incluiram os receptores, ligantes
candnicos e fatores reguladores responsivos a ativagao da via Notch. Em resposta a
infeccdo por T. gondii foi observada reducao da expressao génica para DLL4, cujo
produto, o ligante DLL4, ao ser empregado por via exdgena em estudo prévio (Luo et
al., 2020), demonstrou exercer efeito indutor da motilidade de células HTR-8/SVneo,
regulando positivamente as habilidades migratéria e invasiva protagonizadas por esta
linhagem trofoblastica (Luo et al., 2020). Sabe-se que além da clivagem e ativagao
dos receptores Notch, o complexo gama-secretase também promove a protedlise de
varios substratos proteicos adicionais nao pertencentes ao eixo Notch, dentre os quais
se destaca a proteina APP associada a fisiopatologia da doenca de Alzheimer
(Andersson; Lendahl, 2014; Fortini, 2002; Kopan; llagan, 2004). Nesse sentido, ao ser
avaliada no presente contexto, a expressdao génica para APP em células HTR-
8/SVneo também foi reduzida de forma significativa frente a infecgcao por T. gondii,
sugerindo a existéncia de uma relagao entre o parasitismo e a atividade de gama-
secretase neste modelo celular, possivelmente ndo restrita apenas a Notch.

Considerando que a atividade do complexo gama-secretase €& essencial a
ativagao da sinalizacado Notch, buscou-se determinar, em seguida, o efeito resultante
da inibigdo quimica de gama-secretase na susceptibilidade de células HTR-8/SVneo
a infeccdo por T. gondii. Para esta finalidade foram utilizados aqui os inibidores
quimicos DBZ, previamente utilizado in vivo no contexto da toxoplasmose aguda
experimental (Bricefio et al., 2022) e DAPT, anteriormente utilizado in vitro no
tratamento de células HTR-8/SVneo (Luo et al., 2020; Perlman et al., 2021). DBZ é
um GSI quimicamente pertencente a classe das azepinas e funcionalmente

classificado como iséstero analogo do estado transicional de aspartil protease, que
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mimetiza o estado de transicdo de uma clivagem de substrato por gama-secretase e
se liga competitivamente ao sitio catalitico ativo das Presenilinas. DAPT, por sua vez,
também pertence a classe das azepinas, no entanto atua funcionalmente como um
composto ndo analogo do estado transicional, interagindo com gama-secretase por
mecanismo distinto ao executado por DBZ (Olsauskas-Kuprys; Zlobin; Osipo, 2013).
Além de DBZ e DAPT, foi utilizado também no presente estudo o inibidor GSI-XIV [z-
C(tBu)IL-cho] (McLendon et al., 2000).

Uma vez verificados o efeito de DBZ, DAPT e GSI-XIV na viabilidade de células
HTR-8/SVneo e selecionadas doses nao citotdxicas destes inibidores para dar
continuidade aos ensaios, células HTR-8/SVneo infectadas por T. gondii foram
tratadas com estes inibidores de gama-secretase e seus efeitos na proliferacdo do
parasito foram avaliados. Foi verificado que os trés diferentes inibidores empregados
foram capazes de reduzir significativamente o parasitismo em células HTR-8/SVneo
infectadas, sendo que DBZ e GSI-XIV apresentaram alta capacidade de inibigao
parasitaria, ao passo que DAPT exerceu efeito menos intenso. Portanto, foi
demonstrado que a proliferagdo de T. gondii em trofoblasto extraviloso humano, aqui
avaliada em células HTR-8/SVneo, depende da atividade do complexo gama-
secretase. Nesta perspectiva, recentemente foi investigado in vivo o envolvimento da
sinalizacao Notch na toxoplasmose aguda experimental (Briceno et al., 2022), sendo
demonstrado que a inibicdo da atividade de gama-secretase por DBZ em modelo de
camundongo C57BL/6 desencadeou respostas orgao-especificas frente a infecgéo
por T. gondii, em que o parasitismo foi significativamente reduzido nos pulmdes, mas
nao efetivamente controlado no figado e intestino delgado. Por outro lado, embora nao
evidenciada atenuagao nas cargas parasitarias hepatica e intestinal, foi observado
que o tratamento com DBZ promoveu uma preservacgao parcial da populacéao intestinal
de células caliciformes e de células de Paneth afetadas pela infecgdo, bem como
reduziu a inflamacao hepatica decorrente do parasitismo (Bricefio et al., 2022).
Reforgando também os resultados aqui obtidos, inibidores de gama-secretase tém
sido efetivos contra agentes infecciosos adicionais (Hirano et al., 2017), visto que YO-
01027, nomenclatura sinbnima a DBZ, e LY-411575, outro composto analogo a DBZ,
atenuaram a replicagao in vitro, do virus da hepatite C (HCV), de Plasmodium
falciparum, outro protozoario causador de complica¢des gestacionais (Megli; Coyne,
2022; Robbins; Bakardjiev, 2012), e, inclusive, da cepa ME-49 de T. gondii (Hirano et

al., 2017). Além disso, YO-01027 (DBZ) promoveu também o controle da infeccao in



45

vivo pela cepa RH de T. gondii em modelo de camundongo BALB/c, onde o tratamento
dos animais infectados com YO-01027 reduziu a progressdao do parasitismo, bem
como promoveu leve aumento da sobrevivéncia (Hirano et al., 2017).
Interessantemente, quando avaliado o parasitismo de células HTR-8/SVneo em
que parasitos em si foram previamente tratados, na tentativa de determinar se o
mecanismo de agado dos inibidores de gama-secretase se restringia, ou néo,
exclusivamente a célula hospedeira, verificou-se que DAPT nado apresentou agao
direta sobre T. gondii, mas GSI-XIV apresentou impacto elevado sobre o parasito e
DBZ demonstrou efeito inibitério sutil. Em conjunto, estes dados sugerem diferentes
perfis de atuacao destes inibidores de gama-secretase, de modo que DBZ e GSI-XIV
possuem elevada eficiéncia em células infectadas, porém, enquanto GSI-XIV mantém
elevada sua acgéo sobre T. gondii em si, DBZ mostra efeito reduzido no parasito. DAPT,
por sua vez, demonstra eficiéncia pouco intensa em células infectadas e nao
apresenta acao sobre o parasito propriamente. A partir destas evidéncias é possivel
sugerir que GSI-XIV possui alta eficiéncia, mas pouca seletividade, no controle da
proliferagdo de T. gondii em células HTR-8/SVneo, ja que atuou de forma robusta tanto
na célula hospedeira, quanto no parasito em si. Por outro lado, DAPT, embora
apresente menor eficiéncia na redugcdo do parasitismo, possui maior seletividade
nesta acédo, uma vez que atou de maneira restrita a célula hospedeira. Ja DBZ, apesar
de ser mais eficiente que DAPT na célula hospedeira, pode ser compreendido como
menos seletivo que DAPT, uma vez que, mesmo minimamente, atuou no parasito em
si. Estas especulacdes, ao menos quanto a DBZ e DAPT, podem ser reforgcadas por
estudos prévios (Hirano et al., 2017; Kopan; llagan, 2004; Weihofen et al., 2002, 2003;
Wolfe; Selkoe, 2002) cujos relatos demonstram que as presenilinas do complexo
gama-secretase apresentam similaridades de atuagdo com outra protease, a SPP, de
maneira que alguns inibidores quimicos de gama-secretase, como YO-01027
(sinbnimo de DBZ), também inibem a atividade de SPP, por compartiiharem uma
estrutura conservada tipo dibenzoazepine. Ja inibidores de gama-secretase que néo
possuem esta estrutura mencionada, como DAPT, ndo sao capazes de inibir SPP
como efeito adicional (Hirano et al., 2017) e, devido a isso, podem ser considerados
mais especificos em promover a inibicido de gama-secretase. Uma vez que DBZ
possui entdo um maior espectro de acgao inibitéria que DAPT, é plausivel supor que
esta caracteristica tenha contribuido para a maior efetividade de DBZ em promover o

controle da proliferacdo de T. gondii em células HTR-8/SVneo, em relacdo a DAPT,
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cuja acao foi de carater mais seletivo. Neste sentido, novas abordagens experimentais
se fazem necessarias para melhor compreender os mecanismos através dos quais
DBZ, DAPT e GSI-XIV apresentam distintos perfis de atuacido no controle da
proliferacdo de T. gondii em células HTR-8/SVneo.

Em continuidade, buscou-se avaliar possiveis mecanismos responsaveis pelo
controle do parasitismo em células HTR-8/SVneo, promovido pela inibicdo de gama-
secretase. Investigagcdes prévias demonstraram os padrées de expressdo dos
receptores Notch e seus ligantes em tecidos placentarios humanos de primeiro e
terceiro trimestres gestacionais (De Falco et al., 2007; Haider et al., 2014; Herr et al.,
2011). Nesta vertente, foi demonstrado também que o receptor Notch1 foi expresso
especificamente por progenitores de células trofoblasticas extravilosas em placenta
de primeiro trimestre gestacional, atuando como um importante regulador no
desenvolvimento do trofoblasto extraviloso (Haider et al., 2016), bem como foi
altamente expresso por trofoblastos extravilosos proliferativos e invasivos em placenta
de terceiro trimestre (De Falco et al., 2007). Uma vez que células HTR-8/SVneo
também expressam o receptor Notch1 (Weber et al., 2013) e sua forma clivada (c-
Notch1) (Perliman et al., 2021; Wang et al., 2014), a expressao de c-Notch1 foi aqui
avaliada, para determinar os efeitos da infec¢ao por T. gondii e dos tratamentos com
DBZ, DAPT ou GSI-XIV, na ativacao do receptor Notch1 em células HTR-8/SVneo.

Os resultados demonstraram que tanto a infec¢do por T. gondii quanto os
tratamentos com DBZ ou DAPT provocaram significativas redugdes na expressao de
c-Notch1 por células HTR-8/SVneo, achados que comprovam a acéo inibitéria de DBZ
e DAPT sobre gama-secretase, ao reduzir os niveis de c-Notch1 enquanto produto de
sua atividade, e revelam que a prépria infeccao por T. gondii modula negativamente a
ativacado de Notch1 neste modelo celular. No entanto, como efeito inesperado quanto
a inibicdo de gama-secretase, GSI-XIV demonstrou induzir a ativacdo de Notch1 em
células HTR-8/SVneo, em virtude de maiores niveis de c-Notch1 observados sob
tratamento com este inibidor. Além disso, observou-se que os efeitos desencadeados
pelos trés inibidores empregados ocorreram de maneira independente da infecgao por
T. gondii. Em conjunto, estes resultados sugerem que talvez GSI-XIV tenha tido uma
acao tao potente, que foi capaz de desencadear um feedback positivo nas células
levando a ativacdo de Notch1, ao contrario do esperado. Além disso, se por um lado
a inibicdo de gama-secretase demonstrou reduzir o parasitismo em células HTR-

8/SVneo, por outro, fica evidenciado que a propria ativacdo de Notch1 é reduzida
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frente a infeccdo, como promovido também por DBZ e DAPT. A partir disso é plausivel
supor que a reducao de c-Notch1 seja uma resposta da prépria linhagem celular como
um mecanismo protetor contra a manipulacdo de Notch1 por T. gondii, de maneira que
novos experimentos, aplicando-se efeito neutralizante especificamente sobre Notch1
para bloquear sua atuagao, serdo necessarios para comprovar esta hipétese, bem
como para avaliar a real e efetiva participagao da sinalizagdo Notch, envolvendo o
receptor Notch1, na susceptibilidade de células HTR-8/SVneo a infecgao por T. gondii.

Estudos prévios avaliaram extensivamente a participacdo de citocinas na
infeccao de células trofoblasticas humanas por T. gondii, demonstrando seus perfis de
producao frente a infeccdo e/ou investigando seus efeitos na susceptibilidade ao
parasito (Almeida et al., 2021; Barbosa et al., 2014, 2015; De Souza et al., 2021,
Guirelli et al., 2015; Milian et al., 2019). No contexto do presente estudo, a secregao
de citocinas por células HTR-8/SVneo foi avaliada e niveis consistentes de MIF e IL-
8 foram detectados com diferencas entre as condi¢cdes avaliadas. Anteriormente, foi
demonstrado que MIF e IL-8 estimularam a motilidade de células HTR-8/SVneo,
através de aumento nos indices de migracdo e invasao desta linhagem celular, em
resposta a estimulos com as formas exdgenas destas citocinas (Jovanovic¢ et al.,
2010; Krivokuca et al., 2015). Além disso, MIF desencadeou aumento da proliferagcéao
de T. gondii em células HTR-8/SVneo em paralelo a producao de IL-8, efeito que
caracteriza MIF como uma citocina amplificadora da susceptibilidade deste modelo
celular a infeccao por T. gondii (Milian et al., 2019). Os resultados aqui obtidos
demonstraram que DBZ e GSI-XIV elevaram a produg¢ao de MIF, a qual ocorreu
independentemente da infeccdo por T. gondii. Além disso, DBZ e DAPT promoveram
reducdo na secrecao de IL-8, e, de modo contrario, GSI-XIV induziu aumento na
producdo desta citocina, todos atuando de maneira independente da infeccéo.
Interessantemente, percebe-se que assim como estes inibidores atuaram na
expressdao de c-Notch1 de forma independente da presenga de T. gondii,
comportamento similar ocorreu quando consideradas a produgéo de MIF e IL-8. Logo,
estes dados sugerem que, embora as secregdes de MIF e IL-8 tenham se alterado em
resposta aos inibidores de gama-secretase, os efeitos aqui observados na produgao
destas citocinas possivelmente n&o estao envolvidos nos mecanismos que levaram
ao controle do parasitismo previamente evidenciado.

A via Notch pode estabelecer crosstalk com outras classes de sinalizagao

celular para promover efeitos celulares variaveis (Andersson; Sandberg; Lendahl,
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2011; Hansson; Lendahl; Chapman, 2004). Previamente foi demonstrado in vitro que
a sinalizagao Notch, através da ativagdao do receptor Notch1, regulou a apoptose
dependente de densidade celular em fibroblastos murinos (NIH 3T3), através da
ativacdo coordenada do eixo de sinalizagdo IL-6/STAT3 (Matsuno et al., 2018). Além
disso, sabe-se que, durante a infecgao por T. gondii, IL-6 e STAT3 tém participagdes
relevantes, uma vez que STAT3 é um fator explorado pelo parasito como uma
estratégia para suprimir a resposta imune do hospedeiro (Butcher et al., 2005) e IL-6,
por sua vez, pode ter acao protetora, ou nao, frente a infeccéo, a depender do cenario
imunoldgico (Jebbari et al., 1998; Suzuki et al., 1997; Whitmarsh et al., 2011).

A partir destes embasamentos, a participacao do fator STAT3 e a producédo da
citocina IL-6 foram avaliadas no contexto do presente estudo. Interessantemente, foi
observado aqui um efeito supressor causado pela infecgdo por T. gondii na ativagéo
de STAT3 em células HTR-8/SVneo, fendbmeno que se mostra distinto ao observado
previamente em cultura de macréfagos murinos, nos quais a infecgao por T. gondii
promoveu a ativacdo de STAT3 (Butcher et al., 2005). Além disso, DBZ e DAPT
demonstraram efeitos distintos quanto a ativacdo de STAT3 em células HTR-8/SVneo,
de forma que, enquanto DBZ reduziu a ativacdo de STAT3, DAPT aumentou sua
ativagao, sendo ambos os efeitos independentes da infecgao por T. gondii assim como
evidenciado quanto a expressao de c-Notch1 e as producdes de MIF e IL-8. De forma
intrigante, apesar da ativagdo de STAT3 ter sido suprimida em células HTR-8/SVneo
infectadas, o bloqueio deste fator de sinalizagdo com o inibidor quimico WP1066
reduziu o parasitismo em células infectadas tratadas, ou mesmo quando parasitos
foram tratados, de maneira que, frente a estas evidéncias, novas abordagens
experimentais se fazem necessarias para confirmar a efetiva participacao de STAT3
na susceptibilidade de células HTR-8/SVneo a infecgéo por T. gondii. Apesar disso, &€
provavel que STAT3 nao esteja envolvida no controle do parasitismo evidenciado no
presente estudo em resposta a inibicdo de gama-secretase, uma vez que os efeitos
incidentes sobre STAT3 resultantes da inibicdo de gama-secretase, ao menos quanto
a acao de DBZ e DAPT, mostraram-se independentes da infecgdo por T. gondii.

A producao de IL-6 foi também avaliada no presente contexto, e como Jagged1
participou da ativagao da sinalizagdo mediada por Notch1, requerida para a regulagao
da apoptose de fibroblastos murinos por IL-6 (Matsuno et al., 2018), no presente
estudo formas recombinantes de DLL4 e JAG1, para a estimulagdao da sinalizagao

Notch em células HTR-8/SVneo, foram utilizadas em paralelo a DBZ para avaliagao
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do parasitismo e, sequencialmente, da producdo de IL-6. Embora DBZ tenha
demonstrado novamente reduzir o parasitismo, a estimulagao das células com rDLL4
ou rJAG1, independentemente de DBZ, ndo promoveu altera¢des na proliferagao de
T. gondii, embora rDLL4 tenha induzido a ativagdo de Notch1, seguida de supressao
por DBZ. Anao atuagao de rDLL4 e rJAG1 no parasitismo permite supor que a redugao
de T. gondii promovida pela inibicdo de gama-secretase ocorreu por mecanismo
independente de Notch, visto que este complexo cliva outros substratos, além dos
receptores Notch, com diferentes atuagdes celulares (Kopan; llagan, 2004), ou que o
parasitismo seja dependente de Notch, mas pela participagdo de outro agente
ativador, como outros ligantes canénicos ou nao candnicos (Kopan; llagan, 2009), mas
novas abordagens experimentais se fazem necessarias para comprovar estas
suposi¢cdes. Uma vez avaliada a producéo de IL-6, tanto a infec¢cado por T. gondii
quanto os estimulos com rDLL4 ou rJAG1 induziram aumento na secrecao desta
citocina, a qual foi atenuada frente ao tratamento com DBZ, corroborando com a
comprovada influéncia do eixo Notch/gama-secretase na modulagéo de IL-6 (Matsuno
et al., 2018). No entanto, a evidéncia de que a producado de IL-6 por células HTR-
8/SVneo infectadas nao foi alterada de forma significativa unicamente por DBZ,
sugere que possivelmente a producgao de IL-6 n&o seja 0 mecanismo responsavel pelo
controle do parasitismo evidenciado no presente estudo. Conforme o resultado aqui
obtido, previamente a infecgdo por T. gondii induziu a produgéo de IL-6 por células
HTR-8/SVneo (Guirelli et al., 2015; Oliveira et al., 2021), mas a redug¢ao de IL6R aqui
evidenciada sugere a execugado de novos ensaios para determinar a contribuicao de
IL-6/IL-6R na susceptibilidade de células HTR-8/SVneo a infecgao por T. gondii.

Em suma, os resultados e evidéncias aqui apresentados demonstram a que a
atividade do complexo gama-secretase €& um fator determinante para a
susceptibilidade de células HTR-8/SVneo a infecgdo por T. gondii, de maneira que
novas abordagens experimentais sdo necessarias para melhor esclarecer a efetiva
contribuicdo da sinalizagao Notch, aqui demonstrada parcialmente, na infeccao deste

modelo de trofoblasto extraviloso humano por T. gondii
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que:

- Células HTR-8/SVneo, em resposta a infecgao por T. gondii, alteram a expressao de
genes relacionados a atividade de gama-secretase, reduzindo a expressao de DLL4,
pertencente ao eixo de sinalizacdo Notch, e de APP, ndo pertencente ao eixo Notch;
- A inibicdo quimica de gama-secretase, com doses adequadas dos inibidores DBZ,
DAPT ou GSI-XIV, reduz a proliferagcéo de T. gondii em células HTR-8/SVneo;

- Aiinfecgao por T. gondii promove redugao da ativagao do receptor Notch1, bem como
da proteina de sinalizacdo STAT3, em células HTR-8/SVneo;

- A inibicdo quimica de STAT3, com doses adequadas do inibidor WP1066, reduz a
proliferagao de T. gondii em células HTR-8/SVneo;

- Os inibidores de gama-secretase possuem distintos perfis de atuagao na inibicao
parasitaria, na ativacdo de Notch1 e de STAT3, em células HTR-8/SVneo;

- A secregdo das citocinas MIF e IL-8 por células HTR-8/SVneo é modulada
diferencialmente frente a infeccdo e aos inibidores de gama-secretase, mas néao
demonstra participacdo no controle da proliferacéo de T. gondii no presente contexto;
- A estimulacao da sinalizagao Notch em células HTR-8/SVneo com os ligantes rDLL4
ou rJAG1 nao influencia na proliferacao de T. gondii, embora rDLL4 promova ativagéo
de Notch1 seguida de supresséo por DBZ;

- A secrecao da citocina IL-6 por células HTR-8/SVneo é modulada diferencialmente
frente a manipulagdo do eixo de sinalizagdo Notch/gama-secretase, mas nao
demonstra participagéo no controle da proliferagéo de T. gondii no presente contexto,
embora a infec¢cao por mecanismos proprios aumente a secrecao de IL-6 e reduza a
expressao génica de IL6R;

- Por fim, a proliferacdo de T. gondii em células HTR-8/SVneo depende da atividade
de gama-secretase, com envolvimento da sinalizagao Notch, uma vez que ocorre
reducdo da ativagcao de Notch1 nas células em resposta a infecgao, e possibilitando o
envolvimento de mecanismos independentes de Notch, visto que gama-secretase
cliva substratos adicionais com variadas fungbes celulares e que podem também

influenciar na susceptibilidade de células HTR-8/SVneo a infecgao por T. gondii.
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COMUNICADO SOBRE PESQUISA COM USO DE CELULAS ADQUIRIDAS
COMERCIALMENTE

COMUNICADO N°. 13/2012

O 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-8; HFF: Caco-2.
Uberlandia, 04 de maio de 2012.
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