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RESUMO
O parasito intracelular obrigatorio, Toxoplasma gondii, ¢ capaz de invadir tipos celulares de
diversos animais de sangue quente. A doenga causada por 7. gondii ¢ denominada toxoplasmose
e dentre as formas de transmissao esta a via transplacentaria, que pode levar a casos graves de
toxoplasmose congénita. O periodo gestacional ¢ caracterizado pela tolerancia fetal, com
producao de citocinas anti-inflamatorias, por células do sistema imune, como monocitos,
essencial para o sucesso gestacional. Quando a gestagdo ocorre em concomitancia a quadros
infecciosos, como a infecc¢ao por 7. gondii, pode se estabelecer um desequilibrio imunolégico,
capaz de comprometer a gestacdo, como a alteragdo no perfil de citocinas secretadas. Deste
modo, o presente trabalho objetivou esclarecer e verificar a participagdo de células
trofoblasticas na modulagdo da atividade de mondcitos, em modelo de infec¢do por 7. gondii.
Para isso, células THP-1 foram submetidas a tratamento com sobrenadante de células BeWo, e
infectadas com a cepa ME49 de T. gondii e foram determinados a susceptibilidade de células
THP-1 ao parasito, frente ao tratamento com sobrenadantes, bem como a proliferacao
intracelular do parasito, e a dosagem da secre¢do de citocinas, por ELISA, pelos mondcitos.
Concluiu-se, com os resultados, que as células trofoblasticas alteram a proliferacdo intracelular
de T. gondii, de forma que os resultados das secregdes de citocinas se relacionam com este
dado. Logo, células BeWo e T. gondii alteram o perfil de citocinas secretadas por células THP-

1, como MIF e IL-6.

Palavras-chave: mondcito, trofoblasto, Toxoplasma gondii
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1.  INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii e ciclo biolégico

Toxoplasma gondii ¢ um protozoario intracelular obrigatério capaz de infectar diversos
animais de sangue quente, incluindo o ser humano (SAREMY et al., 2011). A descoberta do
parasito ocorreu em 1908, na Tunisia, por Nicolle e Manceaux, a partir de formas encontradas
no roedor Ctenodatylus gondi e também no Brasil, com formas evolutivas presentes em coelhos
doentes ou mortos, por Splendore. A descri¢ao, bem como criagdo do género e espécie ocorreu
em 1909, por Nicolle e Manceaux, mas apenas a partir de 1970 os estudos referentes ao parasito
foram aprofundados. Neste momento ja havia conhecimento acerca da distribui¢do geografica
do parasito, bem como das formas existentes, hospedeiros definitivos e intermediarios,
caracteristicas epidemiologicas, ciclo de vida e alguns métodos para diagndstico (NEVES,
2003).

Toxoplasma gondii invade a célula hospedeira de forma ativa e dependente de organelas
especificas, como as micronemas, roptrias € os granulos densos. As micronemas desempenham
papel fundamental no reconhecimento, adesdo e invasdo do parasito as células hospedeiras
(WANG & YIN, 2015). As roptrias também auxiliam na invasdo do parasito, bem como
regulam a manipulagdo de respostas inflamatorias no hospedeiro (NING et al., 2015). Os
granulos densos, por sua vez, estdo relacionados a manutencdo do parasito no vacuolo
parasitéforo, que ¢ formado pela membrana plasmatica da propria célula hospedeira, apos a
invasio (LALIBERTE; CARRUTHERS, 2008; NEVES, 2003; PLATTNER; SOLDATI-

FAVRE, 2008).

1.2. Ciclo biologico de 7. gondii
O ciclo de vida completo de 7. gondii é heteroxeno, pois envolve dois hospedeiros. Felinos

sdo os hospedeiros definitivos, nos quais ocorre a fase sexuada do ciclo, com consequente



formagao dos oocistos, que serdo langados no meio ambiente junto as fezes destes animais.
Aves e mamiferos, incluindo humanos, sdo os hospedeiros intermediarios de 7. gondii e sdo
infectados, principalmente, por meio da ingestdo de carne mal cozida contendo cistos do
parasito, ou através da ingestao de 4gua e alimentos contaminados com oocistos deixados pelos
felinos. Durante o ciclo de vida, o parasito passa por trés formas infectantes: taquizoitas,
bradizoitas e esporozoitas. A primeira delas tem a capacidade de se multiplicar rapidamente
levando a fase aguda da toxoplasmose. Apos a acdo da resposta imune do hospedeiro contra o
parasito, os taquizoitas se diferenciam em bradizoitas, os quais tendem a encistar nos tecidos
destes hospedeiros, passando a se multiplicar lentamente e caracterizando a fase cronica da
toxoplasmose, o que favorece sua permanéncia no hospedeiro (LUN et al., 2015). Finalmente
0s esporozoitas, que sdo encontrados em oocistos presentes nas fezes dos felideos e, sob
condi¢des ambientais adequadas, tornam-se maduros e infectantes no ambiente (DUBEY,
2004; MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

A etapa sexuada do ciclo do parasito, nos hospedeiros definitivos, se inicia com a ingestao
de taquizoitas, cistos contendo bradizoitas, ou ainda, oocistos presentes no meio ambiente, que
penetram o epitélio intestinal dos felideos. Uma vez no epitélio, passam por um processo de
conversao para taquizoitas e iniciam intensa multiplicagdo por endodiogenia € merogonia,
formando os merozoitos. Estes, sdo liberados, uma vez que as células infectadas sdo rompidas
e penetram em novas células do tecido epitelial, transformando-se nas formas sexuadas
masculinas e femininas, que quando maduras dardo origem aos gametas masculinos
(microgametas) e gametas femininos (macrogametas). Os microgametas deixam as células que
estdo e se locomovem até as células onde se encontram os macrogametas, fecundando-os. A
partir da fecundacao, forma-se o zigoto, que se desenvolve dentro do epitélio intestinal e passa

a ser envolto por parede externa dupla, originando o oocisto (DUBEY, 2004; NEVES, 2003).



Logo ap6s o rompimento da célula epitelial infectada, o oocisto ¢ liberado para o meio
externo, junto as fezes dos felideos. A matura¢do ocorre quando em condi¢des favoraveis de
temperatura, oxigenagdo ¢ umidade, processo denominado esporogonia. No intervalo de 1 a 5
dias, os oocistos passam a apresentar 2 esporocistos contendo 4 esporozoitos cada e, finalmente,
tornam-se infectantes no meio ambiente (DUBEY, 2004; NEVES, 2003).

Nos hospedeiros intermedidrios, por sua vez, ocorre a fase assexuada do ciclo do parasito.
As formas infectantes podem ser adquiridas pela ingestao de carne crua ou mal cozida contendo
cistos teciduais com bradizoitas; ingestdo de agua ou alimentos contaminados por oocistos;
ingestao de taquizoitos em liquidos organicos como leite, saliva e esperma; infec¢ao congénita;
transfusdo sanguinea; transplante de 6rgdos e acidentes laboratoriais (BLADER; SAELJ, 2009;
SILVA; LANGONI, 2009). Qualquer uma destas formas infectantes, apds passar pelas células
do epitélio intestinal, ocorre conversdo para taquizoitas e intensa multiplicagdo, seguidos pelo
rompimento das células hospedeiras e penetracdo em outros tipos celulares, com a formagao de
vactuolos parasitoforos. Nestes vactiolos ocorrem divisdes sucessivas que darao origem a novos
taquizoitas, que, novamente, irdo romper a cé€lula hospedeira e infectar novas células,
caracterizando a fase proliferativa do ciclo, responsavel pelas manifestacdes agudas da doenca.
Os mecanismos imunolédgicos do hospedeiro, no entanto, atuam de forma a diminuir a
quantidade de parasitos circulantes, bem como promove a transforma¢do de taquizoitas em
bradizoitas no interior de cistos teciduais, caracterizando a fase cronica da doenca (NEVES,
2003).

Uma vez estabelecida a infecc¢do, a toxoplasmose se manifesta de formas diferentes. Em
humanos imunocompetentes, a infecgdo ¢ geralmente assintomatica, uma vez que a resposta
imunologica primaria limita rapidamente a replicagdo e disseminagdo do parasito (DZITKO et
al., 2015). No entanto, pode representar risco para pacientes imunocomprometidos e ameagar

o sucesso gestacional (FORMENTI et al., 2015), ja que o parasito pode ser transmitido da mae



para o feto, caracterizando a transmissdo congénita, com complicacdes associadas ao aborto,
ou ainda, ser potencialmente grave em recém-nascidos infectados congenitalmente, com
consequéncias como natimorto, hidrocefalia ou retinocoroidite que leva a doenca ocular
cronica, bem como linfadenopatia, retinite ou encefalite em pessoas imunocomprometidas,
devido a infeccdo obtida apos o nascimento (HILL & DUBEY, 2002).

A ocorréncia de toxoplasmose congénita se da pela transmissdao do parasito da mae para o
feto, via transplacentaria, seja quando a mulher obtém a infec¢do durante o periodo gestacional
(JONES et al., 2001), ou no periodo pré-concepcional (BARBOSA et al., 2007; CHEMLA et
al., 2002). Infecgdes que acometem a mae no primeiro trimestre gestacional podem ocasionar
10% a 25% de casos de toxoplasmose congénita. Nos dois ultimos trimestres, a ocorréncia de
infecgoes fetais se estende de 30% a 65%. Todavia, quanto mais tardia for a infec¢do, menos
graves sdo as consequéncias para o feto e menores as taxas de abortos espontaneos observados

em decorréncia da doenca (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005; RORMAN et al., 2006).

1.3. Cepas de T. gondii

A gravidade da toxoplasmose observada em modelo murino depende dos tipos de cepa do
parasito, as quais apresentam diferengas genotipicas e fenotipicas, que as tornam mais ou menos
agressivas (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; WUJCICKA et al., 2014). Trés principais tipos
genéticos, predominantemente observados na América do Norte e Europa, foram descritos:
cepas clonais tipo I, IT e IIT (HOWE; SIBLEY, 1995).

De acordo com o seu desenvolvimento e manutenc¢ao no hospedeiro, as cepas podem ser de
alta, moderada ou baixa viruléncia (BLADER; SAEIJ, 2009; MONTOYA; LIESENFELD,
2004; MORDUE et al., 2001). Cepas clonais do tipo I, como RH, s3o consideradas de alta
viruléncia, pois apresentam rapida multiplicacdo intracelular de taquizoitas e, em

camundongos, induzem uma producdo exacerbada de citocinas inflamatorias que podem levar



a sérios danos teciduais, capaz de comprometer a sobrevivéncia do hospedeiro (AJZENBERG,
2010; REY, 2001). Além disso, experimentos in vivo € in vitro demonstraram que parasitos da
cepa tipo I apresentam melhor capacidade migratdria através das barreiras celulares, o que
contribui para sua viruléncia. Estdo, geralmente, associadas a manifestagdes oculares graves da
toxoplasmose (COMMODARO et al., 2009; HOWE; SIBLEY, 1995; VALLOCHI et al.,
2005).

Cepas do tipo II, como ME49, e tipo III, como VEG, sdo consideradas menos virulentas,
apresentando moderada e baixa viruléncia, respectivamente em camundongos (BLADER;
SAEIJ, 2009). Sao caracterizadas pela multiplicagdo mais lenta de taquizoitas e formagao rapida
de cistos teciduais, levando a quadros de infec¢do cronica (COMMODARO et al., 2009;
HOWE; SIBLEY, 1995; VALLOCHI et al., 2005). A cepa ME49 de Toxoplasma gondii é
reportada como o principal tipo causador de toxoplasmose em humanos (SAREMY et al.,
2011).

Além das cepas clonais, foram isolados de humanos e animais, com maior diversidade na
América do Sul e paises africanos, outros tipos genéticos de Toxoplasma gondii, os quais foram
denominados de cepas atipicas (ARMAND et al., 2017). Elas possuem genotipos diferentes dos
até entdo identificados e descritos, ou entdo apresentam uma mistura genética dos genotipos
das cepas clonais (BOOTHROYD; GRIGG, 2002; VILLENA et al., 2004). Estao mais
associadas as formas clinicas graves de toxoplasmose ocular (AJZENBERG et al., 2002;

BOOTHROYD; GRIGG, 2002).

1.4. Imunologia da gestacao e 7. gondii na interface materno-fetal

Durante a gestagdo, modificagdes imunologicas sao necessarias para a implantacdo
embriondria e manutencdo do concepto. Estas alteracdes ocorrem por intermédio de um
processo imunomodulatdrio, no qual o perfil de resposta imune predominante na placenta ¢ do

tipo T helper 2 (Th2), caracterizado pela secrecdo de citocinas anti-inflamatorias reguladoras



(ABOU-BACAR et al., 2004, VARGAS-VILLAVICENCIO; LEON-NAVA; MORALES-
MONTOR, 2009).

Ainda que prevaleca uma condi¢do anti-inflamatoria, estudos apontam que o sucesso da
gestacao depende de um equilibrio entre perfis de resposta pro-inflamatoéria (T helper 1 — Thl)
e anti-inflamatoria (Th2). O inicio do periodo gestacional ¢ caracterizado por um perfil imune
predominantemente pro-inflamatorio, fundamental para o processo de invasao do trofoblasto e
implantacdo do blastocisto no endométrio (NARUSE, 2010). J4 no segundo trimestre da
gestacdo, observa-se maior influéncia do perfil imune do tipo Th2 e de células T reguladoras,
que asseguram a tolerancia fetal (PICCINNI et al., 2016). Por fim, aproximando-se do final do
ultimo trimestre gestacional, tem-se, novamente, o estabelecimento de um perfil de resposta
imune do tipo pré-inflamatoria que viabilizara o parto, por intermédio da infiltracao de células
do sistema imune na interface materno-fetal, as quais induzirdo a contra¢ao seguida da expulsao
do feto (KOGA; ALDO; MOR, 2009).

Esta alternancia imunologica que ocorre no organismo materno durante a gestagao, se da,
principalmente, por acdo das células presentes na interface materno-fetal. Dessa forma, células
do sistema imune inato e adaptativo assumem papel importante durante a implantacdo e
manutengao do concepto (MICHELON et al., 2006). Mondcitos sao uma das primeiras células
presentes no sitio de implantacdo, representando uma das populagdes de leucocitos
predominante neste microambiente e sdo fundamentais na homeostase tecidual. A quantidade
dessas células imunes inatas aumenta ao longo da gestacdo (HANNA et al., 2006; KOGA;
ALDO; MOR, 2009) e isto se d4, principalmente, pela acdo das células trofoblésticas, que
secretam citocinas e quimiocinas capazes de modular a migragao e diferenciacdo de mondcitos
na interface materno-fetal. Deste modo, estes mondcitos apresentam um perfil de resposta
imune diferente daqueles que ndo tiveram contato anterior com trofoblasto, podendo secretar

tipos e quantidades diferentes de citocinas, além de tornarem-se mais ou menos susceptiveis a



infecgdes por patogenos (CASTRO et al., 2013; FEST et al., 2007, KOGA; ALDO; MOR,
2009). Células Natural Killer (NK) também desenvolvem papel fundamental no periodo
gestacional, uma vez que estdo relacionadas com a invasdo do trofoblasto no endométrio e
formagao de vasos sanguineos, concentrando-se proximas as artérias espiraladas (ZHANG et
al., 2015).

Células da imunidade adaptativa, principalmente células T reguladoras, também sio de
fundamental importancia para o sucesso gestacional. Estudos demonstram que complicagdes
gestacionais graves podem estar associadas a distirbios na quantidade de células T reguladoras
presentes na interface materno-fetal, uma vez que, em pacientes que sofreram abortos
espontaneos, o numero de células T reguladoras presentes na decidua era menor do que em
pacientes em que a gestagdo cursou de forma normal (RANGO, 2008).

Em contrapartida, este estado predominantemente anti-inflamatério, necessario a
manuten¢do da gestacdo, faz com que o organismo materno se torne um microambiente
imunologicamente privilegiado para o estabelecimento e desenvolvimento de patdgenos
(REMINGTON et al., 2001; SYKES ef al., 2012). Dessa forma, quando a gestacdo ocorre
concomitante a algum tipo de infec¢do, pode-se estabelecer um desequilibrio imunologico,
capaz de gerar problemas na gestacdo ou, at¢ mesmo, interrompé-la (LUPPI, 2003; YIN et al.,
2014).

Este evento ¢ observado em casos de infec¢des com 7. gondii, pois a presenca do parasito
na interface materno-fetal induz a uma resposta tipicamente celular e pro-inflamatoria, com
secrecdo de citocinas do perfil de resposta imune Th1, como interferon-y (IFN-y), interleucina-
12 (IL-12) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), responsaveis pela resposta imune efetora
contra Toxoplasma gondii. A tolerancia fetal, por sua vez, ¢ mantida por uma resposta

predominantemente anti-inflamatdria, com secrecao de citocinas do perfil de resposta imune



Th2 (LOPES et al., 2007) e citocinas reguladoras, como IL-10 e TGF-B1 (fator transformador
de crescimento).

Desta forma, o sucesso gestacional depende, diretamente, da secrecdo equilibrada de
citocinas pro e anti-inflamatdrias e das relagdes estabelecidas entre células trofoblasticas e
células do sistema imune materno presentes na interface materno-fetal. Sendo assim, qualquer
interferéncia nestes mecanismos, como a infec¢do por 7. gondii, pode comprometer ou impedir
esta gestacdo (CHANNON; SEGUIN; KASPER, 2000; UNNO; KITOH; TAKASHIMA,

2010).

1.5. Células BeWo e THP-1

O trofoblasto humano desempenha papel fundamental para a garantia da gestagao, uma vez
que impossibilita a rejeicdo materna por diversos mecanismos (WEGMANN et al., 1993).
Deste modo, estudos in vitro que utilizam linhagens celulares pré-estabelecidas, possibilitam a
melhor compreensao da fungdo do trofoblasto na imunologia da gestacio (BARBOSA, 2007).
Dentre os papeis desempenhados pelo trofoblasto, tem-se a adesdo, fixagdo e implantacio do
blastocisto ao endométrio, regulagdo hormonal, nutricdo do embrido e formagao da por¢ao fetal
da placenta (FERRO, 2000)

Células BeWo foram isoladas em 1968 por Pattillo e Gey, a partir de um coriocarcinoma
humano. Foram as primeiras células trofoblésticas endocrinas humanas a serem cultivadas em
cultura e sdo um modelo amplamente usado para células trofobléasticas humanas, as quais nao
se diferenciam em sincicio e crescem rapidamente em cultura (BARBOSA, 2007; LIU et al,
2016). Além de produzirem laminina 10 (CHURCH & APLIN, 1998), também expressam
receptores de membrana comuns ao trofoblasto, bem como secretam citocinas € hormonios,

como gonadotrofina e lactogénio (FUIISAWA et al., 2000).



Células THP-1 designam uma linhagem celular de monocitos imortalizados, derivadas do
sangue periférico de uma crianga com leucemia monocitica aguda. Segundo estudos,
representam boa ferramenta para investigar a estrutura e fun¢do do monocito, seja em quadros
infecciosos ou ndo (BOSSHART & HEINZELMANN, 2016; TSUCHIYA et al., 1980).

Deste modo, ambas linhagens celulares possibilitam avaliar, em estudos in vitro, as
interagdes entre células trofoblasticas e monocitos, além de serem susceptiveis a infecgdo por

T. gondii, sendo, portanto, bons modelos de estudo deste parasito.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos ja demonstraram que células trofoblasticas sdo capazes de modular as atividades
funcionais de alguns tipos celulares, e que isto pode interferir nos mecanismos de tolerancia
fetal e combate a patdgenos. Sabendo-se que os mondcitos contribuem com a disseminagao de
Toxoplasma gondii na interface materno-fetal, o trabalho em questdo justifica-se pela
possibilidade de avaliar se e como células trofoblasticas podem modular as atividades

funcionais de mondcitos, frente a infecgdo pela cepa ME49 de T. gondii.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a participacao de células trofoblasticas humanas (linhagem BeWo), na modulacao
da atividade funcional de mondcitos humanos (linhagem THP-1), como um modelo

experimental de infec¢do por Toxoplasma gondii na interface materno-fetal.

3.2. Objetivos especificos
Determinar o indice de infeccdo pela cepa ME49 de T. gondii em células THP-1, apos
tratamento com sobrenadante de células BeWo, infectadas ou ndo com 7. gondii;
Avaliar a proliferagao de 7. gondii em células THP-1 tratadas ou ndo com sobrenadante de
c¢lulas BeWo (infectadas ou nao infectadas por 7. gondii);
Determinar a produgdo de citocinas pro e anti-inflamatdrias por células THP-1 infectadas ou
nao por cepa ME49 de T. gondii,
Determinar a producao de citocinas pr6 e anti-inflamatorias por células THP-1 submetidas ao
tratamento com sobrenadante de cultura de células BeWo (infectadas ou ndo infectadas por 7.

gondii) e posteriormente infectadas ou ndo com cepa ME49 de T. gondii;
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4.  MATERIAL E METODOS

4.1. Manutencao de células BeWo e THP-1

Células de coriocarcinoma humano (linhagem BeWo) e monocitos humanos (linhagem
THP-1) adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC) foram mantidas em cultura
no Laboratorio de Imunofisiologia da Reprodu¢do da Universidade Federal de Uberlandia.
Estas células foram cultivadas em frascos de cultura de 75cm? (Ciencor Scientific) contendo
meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Sigma Chemical) suplementado com 10%
de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab) e 1% de antibioticos (10,000U/ml de penicilina e 10mg/ml
de estreptomicina) (Sigma Chemical) em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO, (BARBOSA

et al., 2008).

4.2. Manutenc¢ao da cepa ME49 de 7. gondii em células BeWo e THP-1

Os taquizoitas da cepa ME49 de T. gondii foram mantidos em células BeWo cultivadas em
meio RPMI suplementado com 2% de soro fetal bovino e mantidos em estufa umidificada a
37°C e 5% de COz. Apos a lise da maioria das células infectadas, o meio contendo taquizoitas
livres foi centrifugado a 400 x g por 5 minutos e os parasitos ressuspensos em meio a 2% de

soro foram distribuidos em novos frascos com células ndo infectadas.

4.3. Infeccao de células BeWo

Células BeWo foram retiradas de frascos de cultura, centrifugadas, contadas na camara de
Neubauer e ajustadas para uma concentragio de 1x10° células por 500 pl de meio de
cultura/pogo e, posteriormente, plaqueadas em placas de 24. Estas células foram infectadas com
a cepa ME49 de T. gondii na propor¢do de 3 parasitos/ 1 célula. Apds 24 horas, os

sobrenadantes foram coletados e armazenados em freezer -80° C para posterior tratamento de
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monocitos (linhagem THP-1). O sobrenadante de células BeWo nao infectadas foi utilizado

como controle.

4.4. Tratamento de células THP-1 com sobrenadante de células BeWo e infec¢io por

T. gondii

Células THP-1 foram plaqueadas a concentragio de 1x10° células/ 500ul em placas de 24
pogos e tratadas com sobrenadantes de cultura de células BeWo na propor¢do de 4:1 de meio
de cultura suplementado com 10% de SFB (infectadas ou ndo pela cepa ME49 de T. gondii), e,
apos 24 horas de tratamento, células THP-1 foram infectadas ou ndo com a cepa ME49 de T.
gondii. As células foram tratadas por um periodo de 24 horas, e, posteriormente, os
sobrenadantes das células BeWo foram retirados e meio completo foi adicionado aos pocos,
por mais 24 horas. Finalmente, o meio completo foi retirado e adicionou-se aos pogos meio
contendo parasitos (3 parasitos:1 célula). Nas condi¢gdes controle, adicionou-se apenas meio
completo, sem parasitos. Apos 24 horas de infec¢do, os sobrenadantes de células THP-1 foram
coletados e congelados a -80°C, para posterior dosagem de citocinas. As células foram
utilizadas nos experimentos para determinar indice de células infectadas e proliferagao

intracelular de 7. gondii.

4.5. Indice de infec¢iio e proliferacio intracelular de 7. gondii em células THP-1

Para avaliar o indice de infec¢do e proliferagdo intracelular do parasito, a quantidade de
células THP-1 infectadas e o numero de parasitos intracelulares foram quantificados. Dessa
forma, as células THP-1 infectadas obtidas do experimento 4.4 foram utilizadas para montagem
de laminas com esfregacos. Para isso, em cada extremidade da lamina foram colocados 30 pl
de solugao contendo células THP-1 infectadas (controle ou com seus respectivos tratamentos).
Apos secagem, foram fixadas em formol 10% em phosphate buffered saline (PBS) e coradas

com azul de toluidina 1% por 10 segundos. Como controle, foram utilizadas células THP-1 nao
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tratadas com sobrenadante de células BeWo, porém infectadas com a cepa ME49 de T. gondii.
As laminas foram analisadas sob microscopio de luz e as células foram quantificadas quanto a
percentagem de células infectadas a cada 200 células examinadas (indice de infec¢do) e quanto
ao numero total de parasitos intracelulares observados nas 200 células examinadas (proliferagao

intracelular do parasito).

4.6. Dosagem de citocinas (MIF, TNF-a, IL-6, 1L-10, IL-12) em sobrenadante de
células BeWo e THP-1, infectadas ou nao por 7. gondii

A secrecdo de citocinas por células THP-1 foi mensurada por ELISA sanduiche, conforme
descrigdo do fabricante. Previamente, as placas de poliestireno com 96 pocos de alta afinidade
foram incubadas com os respectivos anticorpos de captura humanos (Fator de inibicao da
migracdo de macréfagos — MIF, fator de necrose tumoral-alfa — TNF-a, interleucina-6 — IL-6,
IL-10, IL-12) (BD Biosciences e RD system) por 18 horas a temperatura ambiente (MIF) ou na
geladeira, a 4° C (TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12). Uma vez realizada lavagem com PBS-Tween 20
a0,05% e bloqueio com PBS e soroalbumina bovina (SBA) (Sigma Chemical Co.) a 1%, foram
adicionadas as amostras e a respectiva curva padrdo. Apos o intervalo de incubagdo, novas
lavagens com PBS Tween foram realizadas e as placas foram incubadas com os anticorpos
secundarios (detec¢do) correspondentes. Apos ciclos de lavagens, as placas foram incubadas
com streptavidina acoplada a peroxidase, durante 20 minutos. Logo apds ultimo ciclo de
lavagem, foi adicionado 0 3,3’, 5,5 -tetrametilbenzidina (TMB) (Polyscience) e as placas foram
incubadas por 30 minutos. A interrup¢ao da reacdo foi determinada com a adi¢do de solugdo de
acido sulftrico 2N. Os imunocomplexos foram quantificados quanto a densidade Optica em
leitor de microplacas a 450 nm e a concentragdo de citocinas, determinada com base em curva
padrdo obtida a partir de concentracdes conhecidas das citocinas recombinantes. Os valores da
densidade optica foram convertidos em pg/mL, segundo a curva padrdo, por intermédio do

software Microplate Manager PC versao 4.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EUA).
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4.7. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média = desvio padrao. As analises estatisticas foram
realizadas pelo programa Graph Pad Prim, versao 5.0, sendo dados ndo pareados analisados
pelo teste One Way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Estas diferengas foram consideradas

significantes quando P < 0,05.
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S. RESULTADOS
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Figura 1. Numero de células THP-1 infectadas (%) ap6s estimulo com sobrenadante (SBN) de células BeWo,
infectadas ou ndo por 7. gondii. Diferengas estatisticas foram consideradas significativas quando P < 0,05 (One-
way ANOVA).
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Figura 2. Numero total de parasitos em células THP-1 estimuladas com sobrenadante (SBN) de células BeWo,
infectadas ou ndo por T. gondii. Diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando P < 0,05 (One-
way ANOVA). (*) Células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo, infectadas ou ndo, comparadas
ao controle (células THP-1 ndo estimuladas e infectadas); (¢) células THP-1 estimuladas com sobrenadante de
células BeWo infectadas comparadas as células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo nao
infectadas.
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Figura 3. Secre¢ao de IL-6 por células THP-1 ndo infectadas e infectadas com 7. gondii. Os resultados estdo
expressos em pg/ml e a dosagem da citocina foi realizada por ELISA. Diferengas estatisticas foram consideradas
significativas quando P < 0,05 (One-way ANOVA). (¥) Células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células
BeWo, infectadas ou ndo, comparadas aos controles (células THP-1 ndo estimuladas e infectadas ou ndo por T.
gondii); () células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas comparadas as células THP-
1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo ndo infectadas; (o) células THP-1 infectadas, estimuladas ou
ndo com sobrenadante de células BeWo comparadas as células THP-1 ndo infectadas, estimuladas ou ndo com

sobrenadante de células BeWo.
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Figura 4
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Figura 4. Secrecdo de MIF por células THP-1 ndo infectadas e infectadas com 7. gondii. Os resultados estdo
expressos em pg/ml e a dosagem da citocina foi realizada por ELISA. Diferencas estatisticas foram consideradas
significativas quando P < 0,05 (One-way ANOVA). (*) Células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células
BeWo, infectadas ou ndo, comparadas aos controles (células THP-1 ndo estimuladas e infectadas ou néo por T.
gondii); (0) células THP-1 infectadas, estimuladas ou ndo com sobrenadante de células BeWo, comparadas as
células THP-1 ndo infectadas, estimuladas ou ndo com sobrenadante de células BeWo.
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Figura 5. Fotomicrografias de células THP-1 infectadas com T gondii. As células foram fixadas e coradas com

azul de toluidina. (A) Controle de células THP-1 infectadas. (B) Células THP-1 infectadas ¢ estimuladas com

sobrenadante de células BeWo ndo infectadas. (C) Células THP-1 infectadas e estimuladas com sobrenadante de
células BeWo infectadas. As setas evidenciam a presenga de Toxoplasma gondii no citoplasma das células THP-

1.
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5.1. Fatores soluveis secretados por células BeWo alteram a susceptibilidade de

células THP-1 a proliferacao de 7. gondii

Com objetivo de avaliar se células BeWo seriam capazes de modular as atividades
funcionais de mondcitos, diante da infec¢ao pela cepa ME49 de T. gondii, foram realizados
experimentos para verificar se uma destas fungdes moduladas estaria relacionada a
susceptibilidade de células THP-1, bem como sua maior ou menor susceptibilidade a
proliferagao do parasito (Figuras 1 e 2).

Os resultados referentes a Figura 1 demonstraram que o numero de células THP-1
infectadas nao foi estatisticamente diferente entre nenhuma das condi¢des analisadas. No
entanto, o namero total de parasitos, em 200 células contadas, foi maior em células THP-1
estimuladas com sobrenadante de células BeWo ndo infectadas, comparadas ao controle ou as

c¢lulas THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas (Figura 2).

5.2. Fatores secretados por células BeWo e infeccao por 7. gondii influenciam no perfil

de citocinas secretadas por células THP-1

Outro fator avaliado para verificar se células BeWo poderiam modular a atividade funcional
de células THP-1, diante da infecgdo pela cepa ME49 de T. gondii, foi a secreg@o de citocinas
proé e anti-inflamatoérias por células THP-1 (Figuras 3 e 4).

Quanto a secrecao de IL-6, observou-se que células THP-1 estimuladas com os diferentes
sobrenadantes de células BeWo secretaram mais IL-6 quando comparadas ao controle. Além
disso, neste grupo, ndo houve diferenca estatistica significativa entre cé¢lulas THP-1 estimuladas
com sobrenadante de células BeWo infectadas e aquelas estimuladas com sobrenadante de
cé¢lulas BeWo nao infectadas (Figura 3).

Ja no grupo de células THP-1 infectadas, observou-se diferenca estatistica significativa
entre o controle e células THP-1 estimuladas com o sobrenadante de células BeWo nao

infectadas, sendo que, células THP-1 estimuladas secretaram mais IL-6 do que células THP-1
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ndo estimuladas. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica significante entre o controle e
células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas. Além disso, células
THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo ndo infectadas secretaram niveis mais
elevados de IL-6 quando comparadas aquelas que foram estimuladas com sobrenadante de
c¢lulas BeWo infectadas (Figura 3).

Quando comparadas as condi¢des experimentais entre os grupos de células THP-1
infectadas e ndo infectadas, verificou-se diferenca estatistica significativa apenas entre células
THP-1 que foram estimuladas com o sobrenadante de células BeWo infectadas, sendo que,
frente a este estimulo, células THP-1 ndo infectadas secretaram mais IL-6 do que células THP-
1 infectadas (Figura 3).

A Figura 4, apresenta a secrecdo de MIF, em que foi possivel observar que no grupo de
células THP-1 nao infectadas, a secre¢ao desta citocina foi semelhante em todas as condigdes,
ndo havendo diferenga estatistica significante entre nenhuma das condigdes avaliadas.
Entretanto, no grupo de células THP-1 infectadas, constatou-se menor secrecdo de MIF nas
condi¢des em que as cé€lulas foram estimuladas com sobrenadante de células BeWo, infectadas
ou ndo, quando comparadas ao controle. Nao houve diferenga estatistica significativa entre
células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo ndo infectadas e células THP-1
estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas (Figura 4).

Quando comparados o grupo de células THP-1 infectadas e ndo infectadas, verificou-se que
em todas as condi¢des analisadas, células THP-1 infectadas secretaram menor quantidade de
MIF quando comparadas aos seus respectivos controles ndo infectados (Figura 4).

As citocinas TNF-q, IL-10 e IL-12 também foram mensuradas no sobrenadante de células

THP-1, porém, as suas secre¢des foram inferiores ao limite de detec¢ao (dados ndo mostrados).
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5.3. Fotomicrografias de células THP-1 infectadas com 7. gondii

As fotomicrografias ilustram os resultados obtidos quanto a proliferacdo intracelular de 7.
gondii em células THP-1 (Figura 5). Como observado na Figura 2, a proliferacdo do parasito
apresentou-se maior na condicdo em que células THP-1 infectadas e previamente estimuladas

com sobrenadante de células BeWo nao infectadas (Figura 5).
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6.  DISCUSSAO

O periodo gestacional requer um estado imunoldgico diferenciado, em que predomina uma
resposta imune de perfil T helper 2 (Th2), com secrecdo de citocinas anti-inflamatorias, como
IL-4, IL-10 e IL-13, necessarias para assegurar a manuten¢do do feto (MOSMANN & SAD,
1996; SYKES et al., 2012). No entanto, a presenga de patdgenos, como 7. gondii, na interface
materno-fetal, pode alterar este estado tolerogénico, induzindo a secre¢ao de citocinas pro-
inflamatoérias do perfil T helper 1 (Thl), como IL-12 e TNF-a, que podem comprometer o
sucesso gestacional (ROBINSON & KLEIN, 2013).

As células trofoblasticas, além de fundamentais na manutengdo da gestacdo, podem
sinalizar ¢ modificar a atividade de mondcitos na placenta, principalmente em situagdes que
envolvem infecgdes, uma vez que elas expressam receptores de reconhecimento padrao. Desta
forma, estes receptores atuam na localizagdo e identificagdo de patdgenos, como bactérias, virus
e protozoarios, como 7. gondii, desencadeando a secre¢do de citocinas, como IL-8, IL-6, TGF-
B, que atuam sobre as células do sistema imune presentes no microambiente placentario,
alterando as atividades funcionais destas células (ABRAHAMS et al., 2005; COSTELLO;
JOYCE; ABRAHAMS, 2007).

Alguns estudos demonstraram a interagdo entre monocitos (linhagem THP-1) e células
trofoblésticas (linhagem BeWo), por meio da atividade migratdria destes mondcitos em direcao
a decidua. Nestes estudos, demonstrou-se que esta migragao foi induzida, principalmente, pela
liberagdo de quimiocinas secretadas pelo trofoblasto, como IL-8 e MCP-1 (FEST et al., 2007),
além da presenca do trofoblasto, também alterar a produgdo de citocinas secretadas pelos
monocitos, tanto na presenga quanto auséncia de Toxoplasma gondii (CASTRO, 2012)

Outros estudos demonstraram que células trofoblasticas apresentam fungdes imunologicas,
uma vez que respondem a ligantes bacterianos e virais, além de secretarem fatores de

crescimento, quimiocinas e citocinas, tais como IL-8, IL-6 e TGF-B (ALDO et al., 2014;
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ABRAHAMS et al., 2008; ABRAHAMS; ROMERO; MOR, 2005; ABRAHAMS et al., 2004;
GONZALES, et a.., 2007; HIRSCHFELD et al., 2007). A partir destes resultados, acredita-se
que células trofoblasticas sdo capazes de regular a migragdo, diferenciagdo e funcdo dos
monocitos presentes na decidua, conferindo a eles um fenotipo adequado para manutengdo da
gestacdo (ALDO et al., 2014; FEST et al., 2007).

De acordo com os resultados obtidos quanto a infectividade de células THP-1 e proliferagado
parasitaria intracelular, percebe-se que, apesar da porcentagem do numero de células infectadas
ndo apresentar diferenga significativa entre as condigdes analisadas, verificou-se maior
proliferacdo do parasito na condicao que células THP-1 foram tratadas com sobrenadante de
c¢lulas BeWo ndo infectadas. Ao comparar os resultados da secre¢ao de citocinas nas condigdes
infectadas com aqueles referentes a proliferacdo do parasito, observou-se que na condi¢do em
que houve maior proliferacao parasitaria, também houve maior secre¢ao de IL-6.

A interleucina 6 (IL-6) ¢ uma citocina pleiotropica, ou seja, pode atuar sobre varios tipos
celulares diferentes. Geralmente € produzida em sitios locais de tecidos e liberada na circulagao,
principalmente em casos de perturbacdo da homeostase, como endotoxemia, infecgdes agudas
e traumas (KISHIMOTO; AKIRA; TAGA, 1992; XING et al., 1998; ZITNIK & ELIAS, 1993).
Além disso, ¢ conhecida por desempenhar papel fundamental na resposta imune contra
infec¢des intracelulares cronicas, juntamente a outras citocinas, como IL-1 € TNF-a, induzindo
reacdes tipicas de fase aguda, como febre, liberagdo de corticosterona e produ¢do de proteinas
de fase aguda no figado (BAUMANN & GAULDIE, 1994; XING et al., 1998).

No periodo gestacional, IL-6 desempenha papel fundamental na regulagdo das producdes
de hCG (gonadotrofina coridonica humana) e hPL (hormoénio lactogénico placentario)
(STEPHANOU; HANDWERGER, 1994), bem como na implantacdo e invasdo do blastocisto,
crescimento fetal, pelo controle da taxa de transferéncia de nutrientes e gases, e permeabilidade

vascular (DESAI et al., 2002; JONES; JANSSON; POWELL, 2009; KENDALL, PEEBLES,
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2005; ROBERTSON; O’CONNELL; RAMSEY, 2000). Dessa forma, por exercer uma funcao
primordial no processo gestacional, pode-se sugerir que a maior secre¢cdo de IL-6 por células
THP-1 que foram tratadas com sobrenadante de células BeWo, est4 associada a uma possivel
modulagdo exercida pelas proprias células BeWo, que induzem essa secre¢do aumentada da
citocina, pelos mondcitos presentes na interface materno-fetal, elevando, desta forma, a
quantidade desta citocina no microambiente placentério, favorecendo, portanto, os mecanismos
desempenhados por esta citocina.

Apesar de apresentar caracteristicas tipicamente pro-inflamatorias, estudos em
camundongos demonstraram que animais geneticamente deficientes para essa citocina (IL-6
=), ndo foram capazes de controlar uma resposta pulmonar neutrofilica aguda, pelo contrario,
ocorreu uma resposta pro-inflamatoria ainda mais intensa, que resultou em elevada neutrofilia.
Este fato sugere um papel regulador da IL-6 end6gena em respostas inflamatoérias agudas locais.
Além disto, camundongos IL-6 ~~ apresentaram indice de mortalidade maior do que
camundongos selvagens desafiados com dose letal de endotoxina. Outros estudos também
demonstram que a auséncia de IL-6 resulta em maiores niveis de secre¢do de citocinas pro-
inflamatoérias, como TNF-a e IFN-y, em casos de estimulo com endotoxina (BUNDSCHUH et
al., 1997, MANTHEY & VOGEL, 1992; STANDIFORD et al, 1995; XING et al., 1998).

Hé também, estudos que mostraram que a auséncia de IL-6 pouco afeta os niveis de IL-10
e TGF-p, seja localmente no pulmao, durante inflamag¢ao pulmonar aguda ou sistematicamente
na circulacdo, durante endotoxemia, sugerindo que uma das fungdes da IL-6 durante respostas
tipicamente agudas € a supressdao dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias, sem comprometer
os niveis de citocinas anti-inflamatorias. Além disso, sugerem que as fungdes anti-inflamatorias
desempenhadas pela interleucina-6 ndo podem ser compensadas por outras citocinas anti-
inflamatoérias, como a IL-10 (XING et al., 1998). Outros trabalhos descritos na literatura,

demonstram que a presenga de IL-6 pode resultar na redugdo do crescimento de células
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cancerigenas em casos de leucemia linfocitica cronica induzida por TNF (ADERKA et al.,
1993; WONG et al., 2003), além de suprimir a producdo de IL-1p e TNF, induzida por LPS e
fitohemaglutinina, em células mononucleares humanas (SCHINDLER et al., 1980; WONG et
al, 2003).

Baseado neste trabalho, os resultados obtidos mostram que IL-6 parece desempenhar uma
funcdo anti-inflamatoria, ja que a carga parasitaria € mais elevada na condi¢do em que ha maior
secrecdo de IL-6. Interessantemente, outros trabalhos, também envolvendo a interagdo entre
monocitos e células trofoblasticas na presencga de 7. gondii, demonstraram que IL-6 assumiu
uma fungdo pro-inflamatéria (CASTRO et al., 2013). Entretanto, estes trabalhos foram
realizados com a cepa RH de 7. gondii, enquanto que, no estudo aqui apresentado, utilizou-se
a cepa pouco virulenta de 7. gondii, ME49. Estas evidéncias demonstram, claramente, que tanto
os fatores soliveis presentes em um microambiente, quanto a cepa do parasito s3o
determinantes para o tipo de resposta imune que serd gerada. No modelo experimental proposto
neste estudo, ha indicios de que os fatores soliiveis secretados por células BeWo ndo infectadas
e a posterior infec¢do com a cepa ME49 de T. gondii desencadeiam a atividade anti-inflamatoria
de IL-6.

MIF, identificado como fator soluvel capaz de inibir a migracdo de macrofagos em cultura
de linfocitos T ativos, € uma proteina que exibe a combinag¢do das propriedades de hormdnio,
citocina e tiorredoxina, fundamental na regulagdo de respostas imunes e inflamatorias
(BLOOM & SHEVACH, 2003; CALANDRA & ROGER, 2003). Diversos tipos celulares
apresentam expressdo e secrecdo de MIF, incluindo linfécitos T, mondcitos, macrofagos,
células endoteliais, eosinofilos, neutrofilos polimorfonucleares, células epiteliais, células
musculares lisas, fibroblastos sinoviais e células da hipofise anterior (BERNHAGEN et al.,
1993; CALANDRA et al., 1994; CHEN et al., 2004; DARYADEL et al., 2006; IMAMURA et

al., 1996; LEECH et al., 1999; NISHIHIRA; KOYAMA; MIZUE, 1998; ROSSI et al., 1998).
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Deste modo, a natureza pleiotropica desta citocina possibilita sua participagdo em diversos
mecanismos, como na ativagdo de via de sinalizagdo de MAP (proteino-quinases ativadas por
mitdgenos) quinases, aumento da expressao de mediadores pré-inflamatorios e inibicdo de
apoptose (CALANDRA & ROGER, 2003; MITCHELL et al., 2002; MITCHELL et al., 1999).
Uma vez responsavel pela regulacdo da secre¢do de outros mediadores pro-inflamatorios, como
IL-6, IL-1 e TNF-a, esta associada a diversas disfunc¢des inflamatorias, como diabetes, artrite
reumatoide, choque séptico, colite e glomerulonefrite (CALANDRA & BUCALA, 1996;
CALANDRA & ROGER, 2003; HOI; ISKANDER; MORAND, 2007; MAKINO et al., 2010).

MIF esta envolvido com a gestagdo, principalmente nos estagios iniciais de placentagdo.
Seu mRNA e proteina sdo altamente expressos em trofoblasto humano, especialmente entre a
7* e 10" semanas da gestacao (ARCURI et al., 1999; IETTA et al., 2007), bem como na decidua,
no sitio de implantag@o e no endométrio (ARCURI et al.,2001; KATS et al., 2005). Além disso,
estudos apontam MIF como uma citocina secretada durante infecgdes causadas por parasitas
protozodrios, como Plasmodium falciparum, Leishmania major, Trypanosoma cruzi €
Toxoplasma gondii (CHAISAVANEEYAKORN et al., 2005; FERRO et al., 2008; JUTTNER
etal., 1998; REYES et al., 2006).

Sabe-se que no terceiro trimestre da gestacao, a susceptibilidade a infec¢ao por 7. gondii é
maior quando comparada aos primeiros trimestres. Baseado nesta premissa, estudos verificaram
a secre¢do de MIF nos diferentes estagios da gestag@o e perceberam maior secre¢ao da citocina
em explantes de primeiro trimestre, apontando sua importancia no controle do parasito,
enquanto o terceiro trimestre ndo apresentou o mesmo efeito, resultado que pode justificar a
maior susceptibilidade ao parasito neste periodo (GOMES et al., 2011). Outros estudos
demonstraram que camundongos geneticamente deficientes para MIF sdo mais susceptiveis a

infec¢do por Toxoplasma gondii, tanto da cepa RH como ME49, uma vez que esses animais
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ndo apresentam niveis adequados de citocinas pro-inflamatérias ou moléculas co-estimuladoras
(CAVALCANTI et al, 2011; TERRAZAS et al., 2010).

Ao analisar os resultados referentes a secrecdo de MIF, observa-se que essa citocina foi
menos secretada por células THP-1 infectadas, sugerindo que isto seja um provavel mecanismo
desencadeado pelo parasito, no intuito de evadir a resposta imune pro-inflamatdria, a qual
culminaria no controle do parasitismo e consequente combate da infec¢ao.

Além disso, em células THP-1 infectadas, tratadas com sobrenadante de células BeWo,
infectadas ou ndo, a secre¢do de MIF foi ainda menor, quando comparada as células THP-1
infectadas e ndo tratadas. Este resultado sugere que os fatores soluveis secretados por células
BeWo tornam o microambiente da interface materno-fetal ainda mais susceptivel a influéncia
de T. gondii, no sentido de reduzir a secrecdo de MIF e tentar se manter vivo na célula
hospedeira. Dessa forma, ao induzir menor secre¢do de MIF, T. gondii modula a resposta imune
tornando-a menos inflamatoéria, o que favorece seu encistamento ¢ a sua sobrevida,
caracteristica, esta, que esta associada a cepa ME49 de T. gondii.

Juntos, os resultados apresentados neste trabalho demonstram que células trofoblasticas e
T. gondii, atuam na interface materno-fetal, interagindo com células do sistema imune inato,
como os monocitos, de forma a modular suas atividades funcionais. Além disso, os dados aqui
demonstrados sugerem que essa modulagdo desencadeada pelo parasito depende, diretamente,

da cepa que estd sendo utilizada.
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7.  CONCLUSOES
- Células THP-1 infectadas estimuladas com sobrenadante de células BeWo apresentam maior

susceptibilidade a proliferagao intracelular do parasito;

- Células BeWo e T. gondii alteram o perfil de citocinas secretadas por THP-1, infectadas ou

nao;

- A citocina IL-6 pode estar envolvida na maior proliferacdo intracelular do parasito em células

THP-1 infectadas e estimuladas com sobrenadante de células BeWo nao infectadas;

- Menor secrecdo de MIF pode estar envolvida com presenca de 7. gondii, sugerindo

mecanismo de evasao a resposta imune pro-inflamatoria.
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