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RESUMO:

Objetivos: Considerando o fator de inibicdo de migracdo de macrofagos (MIF) uiia
citocina chave para a gestacdo, que apresenta importante resposta inflamatoria e
participa na defesa contra patégenos, o objetivo do presente estudo foi investigar os
efeitos de MIF em explantes de placenta humana de primeiro e terceiro trimestres de
gestacéo infectados com Toxoplasma gondii; assim como investigar 0s mecanismos
de acdo de MIF na interface materno-fetal. Metodologia: Para um estudo in vitro,
explantes de placenta humana foram tratados com MIF, IL-12, interferon-y, fator de
crescimento tumoral-B1, ou IL-10, seguido pela infeccdo com taquizoitas da cepa RH
de T. gondii. Sobrenadantes de cultura de explantes foram utilizados para a andlise
de citocinas por ELISA. Explantes foram processados para andlise morfolégica,
imunohistoquimica, PCR em tempo real e western blotting. Além disso, para estudo
in vivo, fémeas C57BL/6 MIF” e C57BL/6 WT foram oralmente infectadas com a
cepa ME-49 de T. gondii no primeiro dia de prenhez e sacrificadas no 8° dia de
prenhez e infeccdo. Os controles foram realizados com fémeas n&o-prenhes e/ou
ndo infectadas. Uteros foram avaliados por western blotting e as citocinas foram
analisadas no soro destes animais por CBA. Resultados: A comparacdo de
explantes de placenta humana infectados e estimulados com explantes controle (n&o
infectados e ndo estimulados) demonstrou um aumento significativo na liberacao de
MIF em explantes de primeiro trimestre, mas ndo em explantes de terceiro trimestre.
O parasitismo tecidual foi maior em explantes de primeiro que explantes de terceiro
trimestre. Além disso, o conteddo de DNA de T. gondii foi menor em explantes de
placenta de primeiro trimestre tratados com MIF se comparado aos explantes nao
tratados. Entretanto, em explantes de terceiro trimestre, o estimulo com MIF reduziu
o conteudo de DNA de T. gondii apenas na maior concentracdo de MIF. Além disso,
a expressao do receptor de MIF foi maior em explantes de primeiro que de terceiro
trimestre de gestacdo. Experimentos in vivo demonstraram que C57BL/6 MIF™”
apresentaram alta expressdo de IDO e baixa expressdo de COX-2 em tecidos
uterinos e um aumento na liberacdo de citocinas de perfil Th2 em resposta a
infeccdo associada a gestacdo. Por outro lado, camundongos C57BL/6 tipo
selvagem apresentaram baixa expressdo de IDO e alta expressdo de COX-2 em
tecidos uterinos e um aumento na liberacéo de citocinas de perfil Thl em resposta a
infeccdo associada a gestacdo. Conclusdo: MIF foi positivamente regulada e
demonstrou ser importante para o controle da infeccao por T. gondii em explantes de
primeiro trimestre, enquanto que a falta de regulacéo positiva para MIF em placentas
de terceiro trimestre pode estar envolvida com os maiores indices de infeccao
observados nesta idade gestacional. Os mecanismos de acdo de MIF na interface
materno-fetal podem estar associados a supressdo da IDO e inducdo de uma
resposta imunologica de perfil pré-inflamatorio.

Palavras chave: placenta, utero, MIF, T. gondii
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ABSTRACT:

Objectives: Because macrophage migration inhibitory factor (MIF) is a key cytokine
in pregnancy and has a role in inflammatory response and pathogen defense, the
objective of the present study was to investigate the effects of MIF in first- and third-
trimester human placental explants infected with Toxoplasma gondii; as well as to
find up the mechanisms of MIF action. Methodology: For in vitro assay human
explants were treated with recombinant MIF, IL-12, interferon-y, transforming growth
factor-f1, or IL-10, followed by infection with T. gondii RH strain tachyzoites.
Supernatants of cultured explants were assessed for cytokines by ELISA. Explants
were processed for morphologic analysis, immunohistochemistry, real-time PCR
analysis and western blotting. In addition, for in vivo assay C57BL/6 MIF" and
C57BL/6 WT females were orally infected with T. gondii ME-49 strain on day 1 of
pregnancy and were sacrificed on day 8 post infection. The controls were set up with
non pregnant or/and non infected mice. The uteri were evaluated by western blotting
analyses and cytokines were assed in serum by CBA assay. Results: Comparison of
infected and stimulated explants versus noninfected control explants demonstrated a
significant increase in MIF release in first-trimester but not third-trimester explants.
Tissue parasitism was higher in third- than in first-trimester explants. Moreover, T.
gondii DNA content was lower in first-trimester explants treated with MIF compared
with untreated explants. However, in third-trimester explants, MIF stimulus decreased
T. gondii DNA content only at the highest concentration of the cytokine. In addition,
high expression of MIF receptor was observed in first-trimester placental explants,
whereas MIF receptor expression was low in third-trimester explants. In vivo assay
demonstrated that the C57BL/6 MIF™ presented high IDO and low COX-2 expression
in the uteri and an increased release on cytokines of Th2 profile in response to
infection associated with pregnancy. On the other hand C57BL/6 WT presented low
IDO and high COX-2 expression in the uteri and an increased release on cytokines of
Th1 profile in response to infection associated with pregnancy. Conclusion: MIF was
up-regulated and demonstrated to be important for control of T. gondii infection in
first-trimester explants, whereas lack of MIF up-regulation in third-trimester placentas
may be involved in higher susceptibility to infection at this gestational age. The
mechanism of MIF action in the maternal-fetal interface may be related with
suppression of IDO and induction of pro-inflammatory immune response.

Key words: placenta, uterus, MIF, T. gondii
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1. INTRODUCAO
1.1.Toxoplasma gondii e a toxoplasmose

Toxoplasma gondii € um protozoério parasito intracelular obrigatorio, bem
sucedido e adaptado aos seus organismos hospedeiros. Pertence ao filo
Apicomplexa, embora possua uma caracteristica ndo usual dentro do grupo que € a
capacidade de parasitar uma enorme variedade de tipos celulares. Este parasito €
capaz de infectar humanos, assim como quaisquer animais de sangue quente,
incluindo aves e mamiferos. T. gondii apresenta elevada soroprevaléncia na
populacdo humana, sendo aproximadamente 25 a 30% da populacdo mundial
infectada por T. gondii (MONTOYA, LIENSENFELD, 2004). Entretanto, a prevaléncia
varia muito entre diferentes paises (10 a 80%) e regides. Baixas soroprevaléncias
(10 a 30%) foram observadas na América do Norte, sudoeste asiatico, norte da
Europa. Prevaléncia moderada (30 a 50%) foi demonstrada em paises da regiao
central e sul da Europa e alta prevaléncia foi reportada na America Latina e paises
da Africa (PAPPAS et al., 2009).

Em individuos adultos imunocompetentes a manifestacéo clinica da doenca
nao é muito comum. Aproximadamente, 80% dos individuos com toxoplasmose séo
assintomaticos. Entretanto, significantes nameros de manifestacdes oculares e
casos de linfoadenopatia sé@o registrados mundialmente todos os anos. Individuos
imunocomprometidos (ex: pacientes com AIDS ou pacientes sob o uso de
medicamentos imunossupressores como no caso de pacientes com cancer ou
pacientes transplantados) infectados com T. gondii possuem alto risco de
desenvolver encefalite devido a reativacdo de bradizoitas ao estagio de taquizoitas,
provocando resposta inflamatoria grave (KASPER, BUZONI-GATEL, 1998; MILLER,
et al.; 2009).

1.1.1. Biologia do parasito

Existem trés estagios de vida infectantes de T. gondii: um estagio de
multiplicacdo rapida que compreende o0s taquizoitas altamente invasivos, um
estagio de divisdo lenta que inclui os bradizoitas dentro dos cistos teciduais e,

finalmente, um estagio de desenvolvimento no ambiente que abrange os
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esporozoitas que estdo protegidos dentro dos oocistos (DUBEY, 1986; ROBERT-
GANGNEUX, DARDE, 2012).

Os taquizoitas ou estagio infectante sao a forma de disseminacao de T.
gondii. Morfologicamente, os taquizoitas caracterizam-se pelo formato de arco,
com aproximadamente 5um de comprimento e 2um de espessura. Possuem uma
extremidade apical afilada e a extremidade posterior abaulada. Os taquizoitas
sdo delimitados por uma membrana intimamente associada ao citoesqueleto.
Este por sua vez possibilita a integridade estrutural e a motilidade do parasito.
Além das organelas comuns dos seres eucariontes os taquizoitas de T. gondii
apresentam uma organela chamada apicoplasto que representa uma possivel
origem evolutiva a partir de um processo de endosimbiose com algas vermelhas
de vida livre (ROSS, et al., 1999). Os taquizoitas apresentam ainda organelas
gue sao caracteristicas do filo Apicomplexa: o condide (que € uma estrutura
envolvida na invasdo celular) e numerosas organelas secretoras (roptrias
[ROPs], granulos densos e micronemas).

Os bradizoitas resultam da conversao de taquizoitas em um estagio de
multiplicacdo lenta formando os cistos teciduais. Este estagio de vida é
caracterizado por um metabolismo latente consistente com a sobrevivéncia de
longa duracéo dos bradizoitas. A parede dos cistos consiste de uma membrana
limitante apresentando numerosas invaginacdes. Esta parede membranosa
confere resisténcia dos bradizoitas a pepsina acida do estbmago que permite a
transmissao de bradizoitas por meio de ingestdo (FERGUSON, 2004).

Ja os esporozoitas estdo localizados dentro de oocistos maduros. Os
oocistos sao estruturas ovéides que apds esporulacdo contém dois esporocistos
cada um contendo quatro esporozéitas. A parede dos oocistos € uma estrutura
robusta de multiplas camadas que protege os parasitos de danos quimicos e
mecanicos. Esta adaptacdo permite sobrevivéncia do parasito por longos

periodos, mais de um ano, em ambientes umidos (MAI et al., 2009).

1.1.2. Ciclo de vida

O ciclo de vida de T. gondii é constituido de fases sexuada e assexuada,
sendo que a fase sexuada somente ocorre no intestino do hospedeiro definitivo, os
felinos. Desta forma, a infeccdo por T. gondii em humanos é geralmente iniciada
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pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados com oocistos liberados nas fezes
de felideos infectados. No hospedeiro intermediério, 0s esporozoitas sao liberados
dos oocistos, eles penetram diversos tipos celulares e multiplicam assexuadamente,
na forma de taquizoitas. Estes parasitos disseminam de forma eficaz pelos érgdos
do hospedeiro intermediario através da circulacdo sanguinea (DUBEY, 1986).

Por fim, devido a pressédo do sistema imunoldgico, os parasitos formam cistos,
contendo a forma de replicacdo lenta de T. gondii, os bradizoitas. Estes se formam
principalmente em tecidos musculares e cerebrais dos hospedeiros intermediérios. A
presenca de cistos teciduais representa outra importante fonte de transmissao de T.
gondii que ocorre pela ingestdo destes cistos em tecidos dos hospedeiros
intermediarios (DUBEY, 1986). ApOs a ingestdo, 0s cistos passam pelo trato
digestorio causando a liberacao de bradizoitas. Os bradizoitas irdo infectar o epitélio
intestinal do novo hospedeiro e diferenciar novamente em taquizoitas que séo o
estagio de disseminacdo pelo corpo (DUBEY, 1986; ROBERT-GANGNEUX,
DARDE, 2012).

1.1.3. Mecanismos de invaséao celular

A infeccdo por T. gondii envolve uma série de interacdes e respostas
coordenadas entre parasito e hospedeiro (DENKERS et al, 2004). O primeiro passo
da infeccdo é a invasdo da célula hospedeira por T. gondii. Este processo € rapido
(aproximadamente 30 segundos), dinamico, complexo e envolve a secrecdo de
numerosas proteinas provenientes de organelas especializadas que sao:
micronemas, roptrias e granulos densos. Estudos revelam que a secrecdo
sequencial de proteinas do parasito sdo eventos criticos para a invasao e
estabelecimento da infeccdo (LERICHE, DUBREMETZ, 1990; CARRUTHERS,
SIBLEY, 1997, BECK et al, 2013).

As micronemas sao as primeiras organelas que secretam seus conteudos
gue incluem as proteinas MICs, que sao liberadas logo apés ocorrer ligacdo da
porcédo apical do parasito a célula hospedeira. Estas proteinas conferem a fixacéo e
penetracdo do parasito (TOMLEY, SOLDATI, 2001). Subsequentemente, as
proteinas das roptrias sdo secretadas. Estas proteinas sdo importantes para a
biogénese do vacuolo parasitéforo (VP) e para a interacdo com as organelas da
célula hospedeira (SINAI, et al, 1997; NAKAAR, et al, 2003).
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Proteinas da regido afiladas das roptrias (RONs) juntam-se as MICs para
formar as juncdes de movimento (MJ) que é um arranjo complexo de proteinas
(ALEXANDER, et al., 2005; LEBRUN et al., 2005). As MJs promovem a justaposi¢céo
da membrana plasmética do parasito e da célula hospedeira que sao importantes
para a formacdo da membrana do vacuolo parasitéforo (PVM). Neste momento, as
proteinas da porcdo bulbar das roptrias (ROPs) sédo introduzidas na célula
hospedeira dentro de pequenas vesiculas que posteriormente irdo fundir com o VP
(HAKANSSON, et al, 2001).

Finalmente, proteinas dos granulos densos sdo exocitadas durante e apos o
processo de invasdo e participam da funcdo intracelular de sobrevivéncia e
replicacéo do parasito (CAREY, et al., 2000; MERCIER, et al., 2002; NEUDECK, et
al., 2002). Estudos sugerem que os produtos liberados pelo parasito sédo capazes de
manipular a resposta imunologica do hospedeiro favorecendo o processo de
replicacao intracelular do parasito (ALIBERTI et al, 2003, POLLARD et al., 2009).

Durante dois ou trés dias o parasito conduzira ciclos de replicacdo e
finalmente estara pronto para causar lise da célula hospedeira, preparando-se para
uma nova jornada de infeccfes. Entretanto, a saida do parasito da célula hospedeira
pode ser conduzida em estagios iniciais da infeccado independente de lise celular.
Esta estratégia permite ao parasito sair rapidamente de uma célula e realizar
movimentos tipo “gliding” para mover-se no substrato e alcancar a célula adjacente
de forma imediata. Desta forma, o parasito minimiza a exposicdo de antigenos ao
microambiente extracelular e evita a atuacdo de mediadores do sistema imunolégico
do hospedeiro (HOFF, CARRUTHRS, 2002; KAFSACK et al, 2009).

Uma vez que a infeccdo por T. gondii foi estabelecida, iniciam-se uma série
de interacdes e respostas coordenadas entre o parasito e 0 hospedeiro (DENKERS
et al, 2004). Assim, o sucesso da infec¢cdo por T. gondii € dependente de um
delicado balanco entre a resposta imunoldgica do hospedeiro, que tenta eliminar o
parasito, e as estratégias de evasao ou imunomodulacdo que sdo desempenhadas
pelo parasito. O balanco desta interacdo possibilita sobrevivéncia de ambos: o
parasito e o hospedeiro, que evolutivamente é caracterizada como uma interacao de
sucesso (TENTER, HECKEROTH, WEISS, 2000). Portanto, uma interacdo de
sucesso comeca com um hospedeiro imunologicamente competente. Uma vez que 0

parasito é percebido pelo sistema imunolégico ocorre uma resposta imunoldgica
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capaz de controlar a infecgcdo e assim, permitir uma interacdo de longa duracéo
(DENKERS, et al.; 2004).

1.1.4. Resposta Imunoldgica ao T. gondii

Uma vez que T. gondii é detectado pelo sistema imunoldgico inicia-se
resposta protetora capaz de controlar a replicagdo do parasito e permitir a
sobrevivéncia do hospedeiro. A fase aguda da infeccdo € caracterizada pelo
recrutamento de células dendriticas (DC), neutréfilos e monécitos para os sitios de
invasdo do parasito. Estas células atuam como fonte de IL-12 que por sua vez
estimulam a secrecdo de interferon-gamma (IFN-y) por células da imunidade inata
(GAZZINELLI et al, 1994; HUNTER et al., 1994; DENKERS, GAZZINELLI, 1998; CAI
et al., 2000; DENKERS et al., 2004). O efeito combinado de IL-12 e IFN-y medeia um
papel central na resisténcia ao T. gondii. Estas citocinas sado capazes de iniciar uma
forte resposta adaptativa do tipo T helper-1 (Thl) mediada por células TCD4+ e
TCD8+, que continuam produzindo altos niveis de IL-12 e IFN-y. O efeito pro-
inflamatorio destas citocinas inclui a producdo de moléculas microbicidas, oxido
nitrico (NO), dentre outros (GAZZINELLI et al.,1992; HUNTER et al., 1997; YAP,
SHER, 1999). Uma vez desencadeada a resposta adaptativa torna-se favoravel a
sobrevivéncia do hospedeiro e a protecdo contra re-infecgdes. Um exemplo deste
processo € a transicdo do estagio de taquizoitas (replicacéo rapida) para bradizoitas
(replicacdo lenta), os quais formam os cistos teciduais, que correm
preferencialmente nos tecidos musculares e nervosos estabelecendo-se a fase
cronica da infec¢do. Durante esta fase, células T e IFN-y sdo fatores requeridos para
prevenir a recrudescéncia da infeccao (HILL, DUBEY, 2002).

Durante a infeccéo por T. gondii, a interacdo entre os antigenos de T.gondii
com receptores de reconhecimento padrdo tais como TLRs disparam a via de
sinalizacado intracelular mediada pela molécula adaptadora denominada proteina 88
da resposta primaria de diferenciacdo mieldide (MyD88) (ALIBERTI, 2005,
DENKERS, 2010; HOU et al., 2011).

Scanga e colaboradores (2002) foram os primeiros a demonstrar que esta
molécula adaptadora é importante para iniciar uma resposta imunoldgica contra T.
gondii. A sinalizacdo desencadeada pela ativagdo de MyD88 é também requerida

para a producdo de citocinas (IL-12, IFN-y, IL-2 e IL-10) e oOxido nitrico (NO) por
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células da imunidade inata e adaptativa (DENKERS, 2010, TORRES et al, 2013,
RAETZ et al.,, 2013). Embora a sinalizacdo mediada por TLR e MyD88 seja
importante para uma resposta imunologica efetiva, esta ndo é a unica via de
reconhecimento do parasito. Durante a infec¢ao in vitro uma resposta imunoldgica
com producao de citocina IL-12 é desencadeada independente de MyD88 (KIM et al,
2006). O controle da producdo de IL-12, nestes casos, pode estar relacionado a
roptria (ROP16) que medeia ativacdo da via de transducdo de sinal e ativacao de
transcricdo (STAT)-3 (ROBBEN et al., 2004; KIM et al., 2006). Além de mediar o
controle da fase aguda da infeccdo MyD88 parece ser importante por gerar uma
resposta imunologica efetiva mediada por células T (TORRES et al, 2013).

A producédo de IL-12 na fase aguda da infeccdo ocorre em macrofagos,
neutrofilos e principalmente em células dendriticas. A secrecdo de IL-12 é crucial
para ativacdo de células NK que produzem IFNy e direcionam a proliferacdo de
células TCD4+ e TCD8+, as quais produzem mais IFNy (REIS E SOUSA et al.,
1997).

A producéo continua de IFNy é necessaria para o controle das fases cronica
e aguda da infeccdo por T. gondii (ALIBERT, 2005). Células NK e células
apresentadoras de antigenos (APCs) tais como macréfagos e células dendriticas
séo fortes produtoras de IFNy (SUZUE et al., 2003). IFNy participa na converséo de
taquizoitas em bradizoitas (BOHNE et al.,, 1993) e previne a conversao de
bradizoitas em taquizoitas durante a fase aguda (JONES et al., 1986). A producéao
de IFNy também ativa macrofagos a produzirem TNF que atua em sinergismo com
IFNy para producdo de NO. Inumeros outros mecanismos efetores estdo sob
controle de IFNy, dentre eles: geracdo de reativos intermediarios de oxigénio (ROI),
privacao de ferro ou triptofano e ativacao de GTPases p47 (MILLER et al., 2009).

O NO é produzido durante o metabolismo da L-arginina em citrulina pela
enzima NO sintase (NOS), esta por sua vez € sintetizada por muitas células da
resposta imunolégica como macrofagos, linfocitos, APCs, neutrofilos e células NK
(COLEMAN, 2001). NOS-1 e NOS-3 sao expressos constitutivamente em baixas
concentragbes e participam de inumeros processos fisiologicos. Uma terceira
isoforma que ocorre quando induzida € a chamada NOS-2 ou isoenzima NOS
induzida (INOS). Esta isoforma € ativada na presenca de citocinas tais como IFNy,
TNF e IL-1b em resposta a infec¢des parasitarias (BRUNET, 2001). NO tem acao
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direta sobre T. gondii por inibir enzimas nucleares e de mitocondrias que s&o
essenciais para o parasito (BRUNET, 2001, TAKACS et al., 2012).

Outra via microbicida dependente de IFNy é a indugcdo da indoleamina 2,3
dioxigenase (IDO). Esta enzima degrada o triptofano, um aminoacido essencial para
T. gondii. Ao degradar o triptofano, o crescimento de T. gondii € inibido em uma
variedade de células tais como: fibroblastos fetais e células endoteliais
(PFEFFERKORN, 1984, NAGINENI et al., 1996, DAUBENER, MACKENZIE, 1999,
ENGIN et al, 2012).

Ha um grande numero de células envolvidas na resposta inata contra a
infeccdo por T. gondii. O infiltrado inflamatorio celular na infeccdo por T. gondii
consiste de neutrofilos, DCs, macrofagos, células NK (IWASAKI, MEDZHITOV,
2004). Todas estas células desempenham importante papel na resisténcia a
infeccao por T. gondii.

Os neutréfilos sdo rapidamente recrutados para os sitios de infeccao por T.
gondii. Estas células estdo normalmente presentes na circulacdo onde elas
sobrevivem apés serem liberadas da medula O0ssea. Sdo os primeiros fagocitos
recrutados para o sitio de infeccdo onde fagocitam e liberam componentes
microbicidas de seus granulos, tais como ROl e NO (van GISBERGEN et al., 2005).
Neutréfilos apresentam ainda atividades imunoreguladoras mediadas pela liberacdo
de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias que atraem e estimulam outras células
do sistema imune. A deplecdo de neutréfilos no inicio da infeccdo resulta em
aumento de suscetibilidade e exacerbacdo da doenca (BLISS et al.,, 2001;
vanGISBERGEN et al., 2005).

Células dendriticas atuam na imunidade inata e adaptativa. A maturacéo de
células dendriticas € caracterizada pela regulacdo positiva de moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e outras moléculas co-
estimuladoras que aumentam a proliferacdo de células T naive e regulam a
diferenciacdo de células T (KOBAYASHI et al., 2003). Células dendriticas migram
para locais de infec¢do e sdo importantes para polarizar a resposta imunolégica para
um perfil Thl em detrimento do perfil Th2 (REIS E SOUSA et al., 1997). Além disso,
células dendriticas sé@o essenciais para producdo de IL-12 em resposta ao T. gondii
(SANECKA, FRICKEL, 2012).
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Além de neutréfilos e células dendriticas, os macrofagos desempenham
inumeras fungdes na imunidade contra toxoplasmose. Macrofagos sédo os fagocitos
mais importantes e desempenham func¢ées importantes na deteccao e eliminacéo de
patégenos. Juntamente com as DC, os macréfagos formam a primeira linha de
defesa mediada por células e sdo importantes em limitar o crescimento de
patégenos (STAFFORD et al, 2002, LIU et al., 2006). As funcBes dos macrifagos
incluem: producdo de citocinas (tais como IL-12), apresentacdo de antigenos a
células T por meio de moléculas do MHC e moléculas co-estimuladoras, importantes
em desencadear a resposta imunolégica adaptativa assim como mecanismos
microbicidas efetores, degradacéo fagossomal e producao de NO e ROl (BUTCHER,
DENKERS, 2002; STAFFORD et al, 2002).

Células NK séao células da imunidade inata que contribuem para a
resisténcia ao T. gondii. Estas células séo a primeira fonte de IFNy em resposta a
este parasito e sdo capazes de reconhecer e matar células infectadas (FRENCH et
al., 2006; GOLDSZMID et al., 2007). A citotoxicidade das células NK pode ser
positivamente regulada na presenca de IL-18 proveniente de macréfagos e DCs
(FRENCH et al., 2006). ApGs infeccao, células NK sao recrutadas e liberam IFNy
para ativarem macrofagos e aumentam a expressdo do complexo de
histocompatibilidade principal de classe Il (MHCII) (KHAN, et al., 2006). Células NK
tém ainda uma importante funcdo em iniciar uma resposta adaptativa aumentando a
resposta de células TCD4+ e TCD8+ (COMBE et al., 2005).

Todas as respostas celulares acima descritas sao importantes para mediar o
controle da proliferacdo de T. gondii. A ativacdo destas células do sistema imune
inato € iniciada pelo reconhecimento de estruturas especificas ou antigenos de T.
gondii pelos receptores de reconhecimento padrédo. Esta interacdo antigeno-receptor
dispara uma cascata de sinalizacdo intracelular que por sua vez resulta na inducéo
de resposta imunoldgica (KAWAI, AKIRA, 2005).

1.1.5. Sinalizag&o intracelular envolvida na resposta imune inata

Uma vez que antigenos de T. gondii interagem com o0s respectivos
receptores, MyD88 associa-se ao receptor com posterior recrutamento de membros
da familia quinase associada ao receptor IL-1 (IRAK). A fosforilagdo de IRAK conduz

a uma série de interacdes entre proteinas que dao inicio as vias do Fator Nuclear
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kappa B (NF-xB) e proteinas quinases ativadas por mitbgenos (MAPk) (KAWAI,
AKIRA, 2005; MILLER et al, 2009; DENKERS, et al., 2010).

Estas vias de transdugcdo de sinais sao vias de sinalizacao
evolucionariamente antigas e fazem parte de muitos processos fisioldgicos, incluindo
uma importante funcdo na defesa contra a infeccdo. A ativacao destas vias culmina
na inducdo de indmeros genes envolvidos nas respostas inflamatérias e sao
importantes na defesa contra infeccao incluindo IL-12p40, TNFa, IL-6 e INOS
(AKIRA, TAKEDA, 2004; LIESENFELD et al., 1996; SAEIJ et al., 2007).

As MAPK sao vias de transducdo de sinal altamente conservadas e
importantes em diversos aspectos da resposta imunologica (VOonBERNUTH, et al.,
2008). Esta familia de proteinas inclui as quinases relacionadas com a ativagéo do
sinal extracelular (ERKs), as p38 MAPK e as proteinas quinases ativadas pelo
estresse (SAPK/IJNK) (DENKERS et al, 2004). As MAPk podem estar presentes
tanto nos compartimentos citosolicos quanto nucleares. Quando estas proteinas se
tornam ativas por fosforilacédo elas ativam fatores de transcricdo que incluem: NF-IL-
6, ELK-1, fator de ativacdo de transcricdo-2 (ATF-2), proteina de ligacdo ao
elemento responsivo- monofosfato de adenosina ciclica (CREB) e c-Jun
(KOTLYAROV et al., 1999). As MAPK sao ativadas pela fosforilacdo de dominios
tripeptidicos Thr-X-Tyr mediada pelas MKKs. O resultado final desta sinalizacdo é a
producédo de citocinas inflamatdrias (DENKERS et al, 2004). A producéo de IL-12 em
macrofagos como resposta a infeccdo por T. gondii depende da fosforilacdo da
MAPK p38 (MASON et al., 2004). A via das MAPK é também importante na resposta
de neutréfilos ao T. gondii. A producdo de IL-12 e MCP-1 nestas células é
dependente de um membro da familia MAPk — a JNK2 (SUKHUMAVASI et al.,
2007).

1.1.6. Modulacao da respostaimunolégica por T. gondii
Embora T. gondii resida dentro de um vacuolo intracelular préprio, este
parasito influencia seu proprio destino por manipular diversas vias da resposta
imune que a célula hospedeira usa na tentativa de elimina-lo. T. gondii é capaz de
interferir em diversas atividades da resposta imune inata de modo a assegurar uma
ambiente seguro para o seu crescimento bem como reduzir os danos teciduais. Uma

resposta imunoldgica exacerbada do hospedeiro pode ser prejudicial tanto para o
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parasito, quanto para o hospedeiro (REIS E SOUSA et al., 1997; HARKER et al.,
2013).

T. gondii € capaz de modular a resposta imunoldgica por estimular citocinas
pro e antiinflamatorias. A secrecdo de IL-10 induzida por T. gondii pode desativar
macrofagos e, consequentemente, diminuir a atividade de combate & infeccdo pela
diminuicdo da producéo de IFNy. Esta estratégia facilita a sobrevivéncia intracelular
do parasito (BOGDAN, NATHAN, 1993). Outras citocinas de perfil antiinflamatério
(IFNa/B) também séo induzidas por T. gondii e a presenca destas relacionam-se
com producéao reduzida de IFNy (DIEZ et al., 1989).

Em macroéfagos, as cascatas de sinalizacao de vias pro-inflamatoérias (MAPkK
e NF-kB) sédo alvos constantes para a manipulacdo por T. gondii. Este parasito
subverte a cascata de sinalizacdo da via NFkB, particularmente no inicio da infeccéo
(BUTCHER et al.,, 2001; SHAPIRA et al.,, 2002) resultando em um bloqueio
transitorio na producdo de IL-12 e um bloqueio quase completo e sustentado na
producédo de TNF (BUTCHER, DENKERS, 2002). Ha evidéncias de que T. gondii
bloqueia a via NFKB de modo direto, ja que estas respostas ocorrem em células
infectadas apenas na presenca de parasitos vivos (BUTCHER et al., 2001). Nestas
células infectadas ocorre a fosforilacédo do inibitor Kb (IKB) por IkB Kinase que leva a
dissociacao do fator transcricional NFKB e degradacédo no proteassoma (GHOSH,
KARIN 2002).

O bloqueio da translocacdo nuclear de NFKB em macréfagos em fases
iniciais da infeccdo por T. gondii ndo explica a todos os efeitos mediados por T.
gondii em manipular a resposta imune do hospedeiro. Por exemplo, a producéo de
IL-12 ndo € completamente inibida pela inativacdo da via NFkB. Estes achados
sugerem fortemente que T. gondii também interfere com as vias das MAPk. A
infeccdo de macrofagos com parasitos vivos resulta em rapida ativacdo de ERK1/2,
SAPK/INK e P38 MAPK seguindo por imediata desativacdo de cada uma destas
proteinas (VALERE et al., 2003; KIM et al., 2004). E provavel que a inativacdo de
MAPK por T. gondii seja dependente de sequestro de fosfatases do hospedeiro
(DENKERS, BUTCHER, 2005). Outra via de sinalizacdo que sofre interferéncia da
acdo de T. gondii € a via de Traducgéo de Sinal e Ativagdo de Transcricdo 3 (STAT3).
A manipulacdo desta via leva a uma modulacdo negativa na producao de IL-12 e
TNFo. (BUTCHER, 2005).
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T. gondii também € capaz de evadir de mecanismos imunoldgicos efetores
mediados por IFNy. Esta citocina é considerada o principal mediador da resisténcia
contra T. gondii (SUZUKI et al., 1988). Os mecanismos de inibicdo da atividade
transcricional mediada por IFNy deve ser crucial para a habilidade do parasito de
sobreviver intracelularmente e estabelecer uma infeccdo persistente (LANG et al.,
2007).

Assim, 0s mecanismos de resposta imunolégica associados com 0sS
mecanismos de escape do parasito levam ao balanco necessario para a
manutencgao do parasito e sobrevivéncia do hospedeiro. A perda deste balan¢o pode
levar a manifestacbes graves da doenca. Tais condicdes sdo evidentes em
individuos imunocomprometidos (individuos positivos para o0 virus da
Imunodeficiéncia Humana — (HIV), ou sob o uso de drogas imunossupressoras).
Nestes individuos a auséncia de uma resposta imunolégica adequada pode
desencadear em formas graves da toxoplasmose. Estes individuos podem
desenvolver quadros de manifestacdes neuroldgicas, distirbios de nervos cranianos,
anormalidades sensoriais até mesmo quadros psicoticos, assim como encefalite fatal
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

1.1.7. Influéncia de horménios na infeccao parasitaria

Além dos inumeros mecanismos de modulacdo de resposta imunoldgica
pelos parasitos, alguns fatores do proprio hospedeiro podem levar a subversao da
resposta imunologica e desta forma influenciar na gravidade da doenca.

A habilidade de hormdnios sexuais e horménios associados a gestacao
relacionarem-se com a severidade da toxoplasmose € um aspecto importante
principalmente devido a relagdo com a doenca congénita (BOYER, McLEOD, 1998).

Existem consideraveis evidéncias de que hormbnios esterdides afetam o
curso da toxoplasmose em camundongos e humanos. Foi demonstrado que fémeas
desenvolvem inflamacédo cerebral mais grave que machos e que administracdo de
estrogeno exacerba a doenca em camundongos. Estes dados suportam a hipotese
da influéncia de esterdides na gravidade da infeccdo por T. gondii (HENRY,
BEVERLEY, 1976; KITTAS, HENRY, 1980). Estas diferencas na susceptibilidade
correlacionam-se as diferengas funcionais na resposta imunologica dependente de
hormdnios. Estrogeno afeta a producdo de IFN-y (FOX, BOND, PARSLOW, 1991);
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além disso, estrégeno e progesterona exercem efeitos inibidores nas funcbes de
macroéfagos, mais notavelmente na producao de 6xido nitrico (BROWN et al, 1995).
A progesterona inibe a o desenvolvimento de resposta imunolégica de perfil Thl em
favorecimento do perfil Th2 devido a modulacdo de atividades de proteinas MAPk
por estes horménios (MIYAURA, IWATA, 2002). Além disso, é provavel que a
progesterona regule a atividade de células TCD4+ ao reprimir 0 gene que codifica a
producdo de IFNy. Estes dados demonstram a intima inter-relacdo entre os sistemas
endocrino e o imunolégico (HUGHES et al., 2013).

Os niveis hormonais, mais notavelmente estrégeno e progesterona, Sao
amplamente aumentados durante a gestacdo e consequentemente, modulam o
sistema imunolégico e, desta forma, geram importantes consequéncias na
transmissao vertical de protozoarios parasitos tais como T. gondii (ROBERTS et al.,
2001).

1.2. A Toxoplasmose congénita

A gestacado tem importante influéncia no resultado da infec¢cdo por T. gondii.
Durante o periodo gestacional, as respostas do hospedeiro sao alteradas devido as
modificacdes imunoldégicas que ocorrem no sentido de favorecer a tolerancia
materna aos aloantigenos paternos a fim de garantir a implantacdo e
desenvolvimento do feto (ROBERTS et al., 1996). Durante a gestacdo a
concentragcdo de hormodnios circulantes, incluindo estrogeno, testosterona, e
principalmente, a progesterona € bastante aumentada (ROBERTS et al, 2001). A
progesterona inibe a producao de IL-12, TNF e NO por macréfagos (MILLER, HUNT,
1998), e aumenta a producdo de IL-10 por células dendriticas (CD) (HUCK et al,
2005) com consequente reducédo da atividade de células NK (ROBERTS et al, 2001).
Assim, parece claro que a gestacdo é um estado de imunoprivilégio uma vez que a
resposta imunolégica do tipo Th2 ¢é favorecida em detrimento da resposta
imunoldgica do tipo Thl (MIYAURA, IWATA, 2002), biologicamente incompativel
com o sucesso da gestacdo (RAGHUPATHY, 2001).

Quando a gestacdo € associada com a infecgdo por patdogenos tais como T.
gondii se estabelece um paradoxo imunolégico. Por um lado existe a necessidade
de uma resposta inflamatoria para combater a infeccdo e ao mesmo tempo

necessidade de um estado de imunoprevilégio para garantir o sucesso da gestacgao.
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Um aspecto particularmente intrigante da toxoplasmose congénita refere-se a
diferenca de suscetibilidade de transmissédo vertical de T. gondii no curso da
gestacdo. A possibilidade de transmissédo vertical é mais freqiente nos dois Ultimos
trimestres gestacionais (LYNFIELD, GUERINA, 1997). Caso ocorra a infecgéo
materna no primeiro trimestre gestacional, quando os niveis de horménio estédo
baixos, ocorre polarizagdo para um perfil de resposta do tipo Thl resultando em
menores indices de transmisséo vertical, mas com maiores chances de aborto. De
modo oposto, se a infeccdo ocorre no terceiro trimestre gestacional, quando ha forte
polarizacdo Th2, é improvavel a ocorréncia de aborto, mas é alta a chance de
transmissao congénita (ROBERTS, et al. 2001).

Diferentes hipéteses visam esclarecer as diferencas de susceptibilidade
associadas a idade gestacional. Acredita-se que a barreira placentaria tenha papel
preponderante no grau de susceptibilidade a infeccdo por T. gondii (van
GISBERGEN et al., 2005). Em fases iniciais da gestacdo, onde a barreira placentaria
encontra-se mais espessa, tém-se um menor indice de transmissao vertical e estes
indices aumentam com o aumento da idade gestacional a medida que a barreira
torna-se mais delgada (PFFAF et al., 2007). Entretanto, novas abordagens
abrangendo a imunologia da gestacdo precisam ser realizadas na tentativa de
melhor esclarecimento das interacées que ocorrem na interface materno-fetal em

diferentes idades gestacionais.

1.3. Fator de Inibicdo de Macréfagos (MIF) na gestacdo e na infeccéao
parasitaria
Fator de Inibicdo de Migracdo de Macréfagos (MIF) € uma citocina que foi
descrita por David (1966); Blomm e Bennett (1966), que a identificaram como um
fator produzido por linfécitos associado com a inibicdo de migracdo randémica de
macrofagos durante resposta de hipersensibilidade tardia. Entretanto, a importancia
desta citocina foi negligenciada por muito tempo, por falta de compreensédo das
atividades biolégicas de MIF. Estas funcdes comecaram a ser esclarecidas a partir
de 1989 com a clonagem do cDNA de MIF humano (WEISER, et al., 1989).
Atualmente inlmeras atividades fisioldgicas ja estdo descritas para esta citocina.
Existem fortes evidéncias do envolvimento de MIF em processos reprodutivos

em geral, e, principalmente processos envolvidos com reacdes inflamatorias tais
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como: ovulacdo (WADA et al., 1997), ciclo menstrual (ARCURI et al., 2001) e fase
inicial da gestacdo (ARCURI et al., 1999). MIF também foi detectado em ovério,
oviduto e no utero, principalmente no endométrio sugerindo que MIF é parte do
repertério molecular que contribui para a funcdo endometrial local (SUZUKI et al,
1996; KLEIN, TROEDSSON, 2013).

Além disso, foi demonstrado que MIF € expresso em altas quantidades em
tecidos humanos em estagios de pré-implantacdo e durante a implantacdo
embrionaria (ARCURI et al., 1999, ARCURI et al.,, 2001). MIF também ja foi
detectado em membranas fetais, fluido amnidtico e placenta (ARCURI et al., 2007).
Na placenta, MIF é principalmente identificado em citotrofoblasto de vilos flutuantes,
em vilos de ancoragem e também em trofoblasto extraviloso (ARCURI et al., 1999).
Estes dados sugerem que MIF € um componente integral da complexa rede de
citocinas em tecidos placentarios (ARCURI et al., 1999).

O aumento na producdo de quimiocinas na placenta durante uma reacao
inflamatoria contribui para que haja um acumulo de macréfagos e mondcitos no
espaco interviloso (SUGUITAN et al., 2003, PFAFF et al., 2005). Provavelmente, o
aumento nos niveis de MIF em sangue interviloso possa exercer importante papel na
ativacdo de macrofagos, suprimindo ou minimizando o efeito imunossupressivo dos
hormonios corticoides na placenta (CHAISAVANEEYAKORN et al., 2002).

MIF atua como citocina, sendo conhecida como regulador chave da
imunidade inata e adquirida, importante na inducéo da resposta inflamatéria a virus
e bactérias (CALANDRA, et al., 1995; BERNHAGEN et al., 1993). MIF é capaz de
sobrepor o efeito imunossupressivo de horménios glicocorticéides na expressdo de
outras citocinas pro-inflamatérias (CALANDRA et al., 1995). Além disso, € um fator
conhecido por modular apoptose mediada por proteina supressora de tumor, p53.
MIF tem uma importante correlacdo com resposta inflamatéria de longa duracéo e,
consequentemente, com formacgéo de tumores (HUDSON et al., 1999).

A citocina MIF é liberada por macrofagos ativados por varios estimulos pré-
inflamatorios tais como lipopolissacarideos, sindrome de choque toxémico por toxina
1, TNF-a e IFN-y (BERNHAGEN et al., 1998; MARTINEY et al., 2000). MIF tem
ainda a propriedade de ativar macréfagos e é capaz de promover a morte de
parasitos intracelulares (BERNHAGEN et al., 1998). Isto se deve a capacidade de

inibir a migracdo randémica de macrofagos sugerindo que estes se acumulem no
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local de atuacdo (BERNHAGEN et al., 1998), além de regular a atividade de células
Natural Killer (NK) (APTE et al.,, 1998). Assim, nivel elevado de MIF pode ser
patogénico por promover uma resposta inflamatéria excessiva. Entretanto, em
concentracbes adequadas parece promover uma resposta inflamatéria potente
capaz de promover protecdo contra doenca grave para assegurar uma rapida e
eficiente eliminacdo de parasitos, tais como Plasmodium falciparum
(CHAISAVANEEYAKORN et al., 2002).

MIF demonstra importante atividade pro-inflamatoria e atua na defesa contra
inUmeros patdgenos; exerce funcdo fundamental na imunidade contra Salmonella
typhimurium e outras bactérias, sendo um importante mediador da resposta do
organismo hospedeiro, promovendo desenvolvimento de uma resposta de perfil Thl
e alterando os niveis de reativos intermediarios de nitrogénio (KOEBERNICK et al.,
2002).

MIF exerce funcdes inflamatorias similares em organismos protozoarios tais
como Trypanosoma cruzi, Leishmania major e T. gondii. A infeccdo com estes
parasitos em camundongos MIF” leva a altos graus de parasitemia e imunopatologia
destes animais, mais uma vez demonstrando a importancia de MIF no controle de
infeccdes (REYES et al., 2006; JUTTNER et al., 1998; FLORES et al., 2008). Além
disso, o tratamento de mondcitos da linhagem THP-1 com citocina MIF recombinante
resulta no controle da proliferacdo de T. gondii neste tipo celular (CASTRO et al.,
2013).

1.4. MIF e Toxoplasmose

Foi demonstrado que explantes placentarios regulam positivamente a
producdo de MIF em resposta a estimulacdo com antigeno soltvel de Toxoplasma
gondii - STAg (FERRO et al., 2008) sugerindo potencial atividade de MIF na
resposta imunoldgica do trofoblasto ao T. gondii.

Além disso, foi demonstrado que MIF é fundamental na resisténcia contra T.
gondii uma vez que camundongos MIF nocaute (ko) apresentam maior
suscetibilidade a infeccdo por estes parasitos (FLORES et al., 2008). Neste estudo
foi demonstrado que camundongos MIFko  apresentaram maiores
comprometimentos do figado, apresentaram mais cistos cerebrais e menor produgéo

de citocinas pro-inflamatérias que camundongos tipo selvagem (WT). Estes
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resultados demonstraram que MIF tem participacdo na resposta contra infecgao por

T. gondii uma vez que é capaz de mediar resisténcia contra este parasito.

1.5. Modos de acao de MIF

Leng e colaboradores (2003) identificaram CD74 - cadeia invariante
associada ao MHCII - como receptor para MIF. Estes autores demonstraram uma
alta afinidade entre MIF e CD74 e comprovaram a necessidade da expressao de
CD74 para promover uma resposta celular mediada por MIF. As respostas celulares
subsequentes a esta ligacao sao: sinalizacdo regulada por ERK1/2 e outras MAPK.
Posteriormente, ocorre transducdo de sinal, transcricdo génica, expressdo de
moléculas efetoras e replicacao celular (MITCHELL, et al., 1999, LUE, et al, 2011)
(Figura 1).

MIF induz ativacdo de ERK1/2 dependente de proteina quinase A e esta
associada com o aumento da atividade enzimatica da fosfolipase citoplasmatica A2
(cPLA2). cPLA2 € um importante componente intracelular responsavel por ativar a
cascata proé-inflamatoria, resultando na producdo de acido araquiddnico e
posteriormente em prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrienos. cPLA2 é também o
alvo de efeitos antiinflamatorios por glicocorticoides, na presenca destes hormonios
ocorre transcricdo e ativacdo de anexina |, uma proteina antiinflamatéria que
interage e inibe a cPLA2. Portanto, a inducdo de PLA2 via ERK1/2 é um dos
mecanismos de acdo de MIF para sobrepor o efeito imunossupressivo de
glicocorticoides (MITCHELL, et al., 1999), (Figura 1).

Outro mecanismo pelo qual MIF pode atuar é por meio da ativacao da via NF-
kB, um fator transcricional envolvido na regulacdo da expressdo de muitos genes
pro-inflamatérios incluindo citocinas, moléculas de adeséo e ciclooxigenase (COX)
(MITCHELL, et al., 1999). Muitos estudos mostram que a ativacao de NF-kB por
MIF é um dos mecanismos para suprimir a atividade antiinfamatéria de
glicocorticéides (DUAN, CANNON, 2000), (Figura 1).

N&o ha dados na literatura que mostrem o mecanismo de acdo de MIF em
tecidos placentarios. O melhor entendimento do modo de acdo de MIF em tecidos
placentarios submetidos a infeccdo por T. gondii podera fornecer importantes

esclarecimentos sobre o papel desta citocina na interface materno-fetal, além de
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apresentar-se como importante ferramenta capaz de elucidar as diferencas de

susceptibilidade a infeccdo que ocorrem em diferentes idades gestacionais.
Citocinas, Moléculas de adesao

@ IxB degradag o

_L{ﬁg\mm—

«
t
—_ — Ac Aracdénico —» —] p53
T
L)

s

Glicocgrticoides

Glicocorticoides

CD 74

PGE,

Figura 01: esquema representativo das vias de sinalizacdo desencadeadas por MIF apds estimulo antigénico. MIF
liga-se ao receptor CD74 ou entra na célula por endocitose. Posteriormente, ocorre fosforilagdo de ERK1/2, que
conduz ao aumento da atividade enzimatica de cPLA2 e metabolismo do acido aracddnico. O resultado final desta
ativagdo é a produgdo de fatores pré-inflamatorios tais como cicloxigenase (COX2) e prostaglandinas (PGE2). Além
disso, ocorre ativagdo de NFkB que leva a transcri¢do génica de citocinas pré-inflamatérias (IL-12, IFNy, TNFa, 1L-18,
IL1B e IL-17) e moléculas de adesdo. Cada uma desta vias pode ser inibida pela presenca de hormoénios
glicorcoticdides. Modificado de Calandra, Roger (2003).
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2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose é uma doenca que normalmente cursa de forma
assintomatica em individuos imunocompetentes. Entretanto, durante a gestacao,
a resposta imunoldogica materna fica comprometida devido a geracdo de um
microambiente de privilégio imunolégico capaz de permitir o desenvolvimento de
um enxerto alografico dentro do corpo materno.

O presente trabalho se justifica pela necessidade de um modelo
experimental capaz de avaliar as diferencas de susceptibilidade a infeccéo por T.
gondii em diferentes idades gestacionais além de avaliar o0s possiveis
mecanismos que favorecem estas diferengcas. Assim, focamos nossas
investigagdes no papel de MIF como um possivel fator capaz de controlar a
infeccdo tendo como premissa que esta citocina € naturalmente expressa
durante o curso da gestacdo e que pode ser induzida em vez de inibida na
presenca de fatores antiinflamatérios comumente encontrados no microambiente
placentario. MIF desempenha inumeras funcbes imunolégicas tais como
fagocitose, inflamacdo e inibicdo da apoptose de neutrofilos. Além disso, MIF
tem-se mostrado importante para o controle da infeccdo de diversos patdgenos,
tais como bactérias, protozoarios e helmintos. A secrecdo de MIF é regulada
durante o curso da gestacdo e esta regulacdo parece estar associada com o0s
inimeros papeis fisiologicos de MIF na gestacdo. Desta forma, a investigacao de
MIF como um possivel fator capaz de desencadear uma resposta imunologica
potente contra infeccdo congénita por T. gondii parece ser uma ferramenta
promissora capaz de adicionar dados que favorecam a compreensdo de um

universo de interacdes que ocorrem na interface materno-fetal.
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3. OBJETIVOS:
3.1.0Dbjetivo geral

Avaliar a participagdo funcional de MIF nas diferencas de susceptibilidade de
tecidos placentarios a infeccdo por T. gondii, bem como as possiveis vias de
sinalizagdo envolvidas na regulacdo de MIF em trofoblasto de primeiro e terceiro
trimestre de gestacdo infectados por T. gondii e avaliar os possiveis fatores que

estdo envolvidos nesta regulacao.

3.2.0bjetivos especificos:

3.2.1. Experimentos in vitro

o Quantificar a mensagem para o receptor de MIF (CD74) e comparar a
expressao do receptor em explantes de primeiro e terceiro trimestre de gestacéo;

o Avaliar a liberacdo e expressdo de MIF em explantes de primeiro e
terceiro trimestre de gestacdo quando infectados por T. gondii em comparacao
com os controles néo infectados;

o Verificar quais as possiveis citocinas requeridas para a liberacdo de
MIF em explantes de primeiro e terceiro trimestre de gestacao infectados ou nao;

o Avaliar o parasitismo tecidual em explantes de placentas de primeiro e
terceiro trimestre na presenca e auséncia de MIF exdgeno em comparacao com
outras citocinas anti e pro-inflamatorias (IL-10, TGF-3-1, IL-12, IFNy);

o Avaliar os possiveis mecanismos de acdo de MIF em explantes de
primeiro e terceiro trimestre de gestacao;

o Verificar se proteinas da familia das MAPK participam no controle da
infeccdo por T. gondii, dependente de MIF, em explantes primeiro e terceiro
trimestre de gestacao

o Quantificar a liberacdo de citocinas em explantes de placentas de
primeiro e terceiro trimestre de gestacdo estimulados com inibidores das
proteinas MAPK e infectados ou ndo com T. gondii;

o Avaliar a expressdo e localizacdo de proteinas da familia MAPk em
trofoblasto de primeiro e terceiro trimestre de gestacdo na presenca ou auséncia

de MIF e na presenca e auséncia de infec¢ao;
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o Avaliar a expresséo da indoleamina 2,3-dioxigenase em explantes de
primeiro e terceiro trimestre de gestacao;

3.2.2. Experimentos in vivo

o Avaliar comparativamente animais C57BI/6 MIF” e C57BI/6 selvagem
qguanto a morbidade frente a infec¢éo por T. gondii;

o Avaliar comparativamente animais C57BI/6 MIF” e C57BI/6 selvagem
guanto a expressao de IDO no utero de fémeas nado-prenhes infectadas ou ndo com
T. gondii em comparagdo com Utero de fémeas prenhes infectadas ou ndo com T.
gondii;

o Avaliar comparativamente animais C57BI/6 MIF” e C57BI/6 selvagem
guanto a expressdo de COX-2 no utero de fémeas nao-prenhes infectadas ou néo
com T. gondii em comparagédo com utero de fémeas prenhes infectadas ou ndo com
T. gondii;

o Avaliar comparativamente animais C57BI/6 MIF” e C57BI/6 selvagem
guanto a producéo de citocinas (perfil Th1/Th2) no soro de fémeas nao prenhes
infectadas ou ndo com T. gondii em comparacdo com o soro de fémeas prenhes

infectadas ou ndo com T. gondii
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4. MATERIAL E METODOS
4.1.EXPERIMENTOS IN VITRO

4.1.1. Submissé&o e aprovacdo do Comité de Etica

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal de Uberlandia e esta aprovado sob protocolo 006/09
(Anexo ).

4.1.2. Cultivo de explantes de vilos coridnicos de placenta humana

Placentas humanas de terceiro trimestre de gestacao (36 — 40 semanas)
foram coletadas de cesarianas. Além disso, placentas de primeiro trimestre de
gestacao (9 — 12 semanas) foram obtidas de gestacdes interrompidas. Todas as
placentas foram coletadas apds a autorizacdo materna e foram obtidas de
mulheres sorologicamente negativas para toxoplasmose ou qualquer outra
infeccdo. Além disso, foram excluidas de nosso grupo experimental mulheres
com pré-eclampsia, hipertensao e diabetes.

As placentas coletadas foram lavadas em PBS estéril gelado (pH 7.2) e
dissecadas com auxilio de estereomicroscopio para remocdo de tecido
endometrial e membranas fetais no tempo maximo de uma hora apés a coleta.
Vilos coridnicos placentarios contendo 15-20 terminacdes livres foram coletados
conforme previamente descrito (CANIGGIA et al., 1997). O volume dos explantes
foi determinado conforme previamente descrito (FERRO et al., 2008).
Brevemente, 800ul de meio RPMI foi adicionado a uma pipeta e o vilo coribnico
foi adicionado a este meio ficando totalmente submerso no meio. A quantidade
de volume acrescido foi considerada o volume do vilo. De modo geral o volume
dos vilos era de aproximadamente 10mm?.

Os explantes foram adicionados a placas de 96 cavidades (um explante
por poco) e cultivados em 200ul de meio RPMI suplementado com 10% de Soro
Bovino Fetal (SBF) e antibidticos (meio completo) por 24 horas a 37°C e 5% de
CO2.
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4.1.3. Parasitos

Taquizoitas da cepa RH 2F1 de T. gondii, expressando a enzima beta
galactosidase, foram gentilmente cedidos pelo professor Vernon B. Carruthers da
Universidade de Michigan, USA. Os parasitos foram entdo mantidos em cultura
de células trofoblasticas de linhagem BeWo (American Type Culture Collection,
Manassas, VA). Os parasitos foram mantidos por passagens nesta linhagem
celular até o momento de infeccdo dos explantes placentarios.

4.1.4. Tratamento e infeccdo dos explantes de vilos placentéarios

humanos

Explantes de vilos coriénicos foram tratados usando varias concentracdes
de MIF (5, 25 e 100 ng/mL); IL-12 (25 ng/mL); IFN-y (25 ng/mL); TGFB1 (1 e 10
ng/mL) ou IL-10 (10 e 25 ng/mL). Explantes nao tratados foram utilizados como
controle. Condi¢cGes experimentais e controles foram conduzidos em paralelo.

ApoOs 24 horas de incubacdo com os respectivos tratamentos os explantes
foram infectados ou ndo com taquizoitas da cepa RH 2F1 de T. gondii (1 x 10°
parasitos/po¢co) e foram incubados por mais 24 horas. Os explantes foram a
seguir lavados com meio RPMI e novamente incubados com o0s mesmo
estimulos por mais 24 horas. Os explantes de vilos placentarios foram coletados
para analise morfologica, imuno-histoquimica e PCR. O sobrenadante de cultura
foi coletado e armazenado a -80°C para mensuracdo de MIF e NO.

Além disso, os vilos placentarios foram cultivados e tratados ou ndo com
MIF (100ng/mL) e infectados ou ndo com taquizoitas da cepa RH 2F1 de
T.gondii. Apds 24 horas de infeccdo, os explantes foram novamente tratados ou
ndo com MIF e coletados de acordo com a seguinte cinética (10°, 30’, 1h, 24hs).
A seguir, os vilos coletados foram armazenados a -80°C para andlise por
western blotting. Além disso, os vilos foram coletados e fixados para posterior
ensaio de imuno-histoquimica para localizacdo de proteinas da familia das
MAPK.

Finalmente, vilos placentéarios foram tratados ou ndo com MIF (100ng/mL)
e com inibidores das MAPK. SP600125: inibidor da JNK (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO); SB203580: inibidor da p38 (Sigma-Aldrich Corp.); PD98059: inibidor
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da ERK1/2 (Sigma-Aldrich Corp.) e apiginina (Sigma-Aldrich Corp.). Todos os
inibidores foram adicionados na concentracédo de (10uM). A seguir os vilos foram
infectados ou ndo com a cepa RH 2F1 de T. gondii e apds 24 horas o tratamento
foi repetido conforme descrito acima. Apds 24 horas de tratamento os vilos foram
coletados e congelados para posterior andlise de parasitismo pela reacdo da
beta galactosidase. O sobrenadante de cultura foi armazenado para posterior
analise de citocinas pro-inflamatérias e antiinflamatorias por ELISA.

4.1.5. Determinacao da concentracao protéica dos vilos coriénicos

Explantes coribnicos foram homogeneizados em tamp&o de ensaio de
radioimunopreciptacédo (RIPA) [50 mmol/L de Tris, 150 mmol/L de NaCl, Triton X-
100 (1%), deoxicolato de sédio (1%) e SDS (0.1%); pH 7.5] adicionado de
coquetéis de inibidores de protease (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim,
Alemanha). O homogenato foi centrifugado a 15000 x g por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi usado para mensuracdo de proteinas totais pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). A concentracdo total de proteinas (mg/mL) foi
usada para normalizar os dados do parasitismo pela reacdo da beta-
galactosidase para determinar a concentracdo de proteinas nas reacfes de
western blotting e para normalizar os dados de dosagem de citocinas obtidos

pelo método de ELISA. Os dados da reacdo de ELISA foram entdo expressos em

(pg/mg).

4.1.6. Mensuracao NO

Sobrenadante de vilos placentarios tratados com MIF e citocinas pro e
antiinflamatérias foram utilizados para quantificacdo de NO pelo método de
Griess (GREEN et al., 1982). Brevemente, amostras foram adicionadas a placas
de 96 cavidades e misturadas na propor¢do de 1:1 com sulfanilamida (1%) e
dicloridrato de n(1-naftil)-etilenodiamina - NEED (0.1%) em &cido fosférico
(HsPO4 -2.5%). A absorbancia foi detectada em leitora de microplaca a 570nm e
a concentracdo de NO foi determinada com base em uma curva de referéncia

padréo de nitrito de sédio com concentracdo de 5 a 200 mol/L.
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4.1.7. Dosagem de citocinas

Sobrenadante de cultura de explantes tratados ou ndo com citocinas pré e
antiiflamatorias e infectados ou ndo com taquizoitas de T. gondii foram utilizados
para dosagem de MIF (R&D Systems Europe Ltd., Abingdon, Oxford, England).
Sobrenadante de cultura de tecidos tratados ou ndo com inibidores das MAPK e
infectados ou ndo com taquizoitas de T. gondii foram utilizados para dosagem de
IL-10 (R&D Systems), IL-13 (R&D Systems) e TGFp1 (R&D Systems). Todas as
reacoes foram realizadas de acordo com as instru¢des do fabricante para ELISA
sanduiche. Brevemente, placas foram incubadas com anticorpo de captura. A
seguir as placas foram bloqueadas e incubadas com as amostras ou com as
respectivas citocinas recombinantes para a constru¢cdo da curva padrdo. Apos
serem lavadas as placas foram incubadas com anticorpo de deteccao biotinilado
especifico para cada citocina. Os ensaios foram desenvolvidos usando
estreptavidina acoplada peroxidase (HRP) e revelados com 3'3-5'5
tetrametilbenzidina (TMB). As concentracbes de cada citocina foram
determinadas pela extrapolacdo da curva padrdo com concentra¢cfes conhecidas
de cada uma das citocinas. A sensibilidade do ensaio para IL-10, IL-13, TGFp1 e

MIF foram de 36, 46, 18 e 18 pg/mL respectivamente.

4.1.8. Imuno-histoquimica

Ensaios de imuno-histoquimica foram realizados para imunolocalizacdo do
receptor de MIF (CD74), imunolocalizacdo de MIF, de T. gondii, de proteinas da
familia das MAPk (JNK, ERK1/2, P38) e da IDO.

Para isso, explantes de placenta cultivados foram fixados e embebidos em
parafina. A seguir realizou-se microtomia com obtencdo de cortes com 4um de
espessura. Para resgate antigénico os cortes foram cobertos com solucdo de
tripsina (0.05% de tripsina e 0.1% de cloreto de calcio (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO) durante 30 minutos a 37°C. Os cortes foram entdo incubados com
solucdo de acido acético 5% em TBS a temperatura ambiente para bloqueio da
fosfatase enddgena.

Para deteccdo de MIF e pJNK os explantes foram tratados com soro

normal de coelho 2.5% em TBS para bloqueio de sitios inespecificos. Os cortes
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histolégicos foram incubados com anticorpo policlonal anti-MIF humano MIF
produzido em cabra (R&D Systems Europe Ltd.) e anticorpo policlonal anti-pJNK
produzida em cabra (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA),
respectivamente. As laminas foram incubadas overnight, a 4°C. O controle da
reacdo foi realizado pela substituicdo do anticorpo primario pelo soro normal de
cabra. As laminas foram lavadas com TBS e incubados com anticorpo de coelho
anti IgG de cabra conjugado com biotina (Jackson ImmunoResearch, Europe,
Ltda, Newmarket, Suffolk, Inglaterra) durante 1 hora, a 37°C.

Alternativamente, para deteccédo de CD74, T. gondii e IDO os cortes foram
tratados com soro normal de cabra 2.5% em TBS para bloqueio de sitios
inespecificos. A seguir, foram incubados com anticorpo de camundongo anti-
CD74 (eBioscience, Inc., San Diego, CA) ou com soro de camundongo anti-T.
gondii ou com anticorpo monoclonal de camundongo anti-IDO (Santa Cruz
Biotechnology) respectivamente. As laminas foram incubadas overnight, a 4°C. O
controle da reacéo foi realizado pela substituicdo do anticorpo primario pelo soro
normal de camundongo. As amostras foram lavadas com TBS e incubadas com
anticorpo de cabra anti IgG de camundongo conjugado com biotina (Jackson
ImmunoResearch) durante 1 hora, a 37°C.

Finalmente, para deteccdo de p-p38 e pERK1/2 as laminas foram
incubadas com soro normal de cabra 2.5% em TBS para bloqueio de sitios
inespecificos. A seguir, foram incubadas com anticorpo de coelho anti-pp38
(Santa Cruz Biotechnology) ou com anticorpo de coelho anti-pERK1/2 (Santa
Cruz Biotechnology) respectivamente. Os cortes foram incubados overnight, a
4°C. O controle da reacédo foi realizado pela substituicdo do anticorpo primario
pelo soro normal de cabra. As laminas foram lavadas com TBS e incubadas com
anticorpo de cabra anti IgG de coelho conjugado com biotina (Jackson
ImmunoResearch) durante 1 hora, a 37°C.

Todas as amplificacbes foram feitas usando-se o complexo ABC
(complexo streptavidina, biotina, fosfatase alcalina [ABC kit; Vector Laboratories,
Inc., Burlington, CA]) e desenvolvidas com Fast-Red-Naftol (Sigma-Aldrich Corp.)

e contracoradas com hematoxilina de Mayer.
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4.1.9. Quantificacdo do parasitismo por PCR em tempo real

Para avaliacdo do parasitismo por PCR, explantes de placenta de primeiro
e terceiro trimestre de gestacdo tratados ou ndo com citocinas pré ou
antiinflamatérias e infectados com taquizoitas de T. gondii foram coletados para
quantificacédo do parasito por PCR em tempo real usando método 2™ (BIECHE
et al., 2001). A extracdo do DNA foi realizada com uso de tampado de lise
(10mmol/L de Tris, 5mmol/L de EDTA, 0.2% de SDS e 200mmol/L de NaCl)
adicionado de proteinase K (20mg/mL). O DNA foi precipitado com isopropanol.
As amplificacbes da reacdo de PCR e analise foram realizadas usando um
detector de sequéncias (ABI Prism 7500; Applied Biosystems, Inc., Foster City,
CA). Todas as reacOes foram realizadas usando o Master Mix PCR SYBR Green
(Applied Biosystems, Inc.) com um volume de 10pL em cada reacdo (25ng do
template de cDNA, 2.5pmol de cada primer e 5uL de SYBR Green). Os ciclos
foram processados de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Cada amostra foi
testada em duplicata e todas as quantificacdes foram normalizadas com base na
B-actina humana. Os primers usados para amplificacbes da reacdo de PCR
correspondem ao gene Bl de T. gondii (amplicon 50pb), forward, 5’-
TTCAAGCAGCGTATTGTCGA-3’ e reverse 5-CATGAACGGATGCAGTTCCT-3e o
gene para B-actina humana (amplicon 100pb), forward, 5-
AAGGATTCCTATGTGGGCGA-3’ e reverse 5- TCCATGTCGTCCCAGTTGGT-3'.
Taquizéitas de T.gondii da cepa RH (10’ parasitos) foram usados como controle
positivo da reacdo e amostras de explantes de placentas nao-infectadas foram
usadas como controle negativo da reacao. Os dados foram analisados usando o
software Data Analysis and Technical Graphics software (Versédo original 6.0;

Microcal Software, Inc., Northampton).

4.1.10. Quantificacdo do parasitismo por imuno-histoquimica

Para quantificacdo e imunolocalizacdo dos parasitos, explantes de
placenta de primeiro e terceiro trimestre de gestacao infectados e ndo tratados
foram analisados. Para quantificacdo da carga parasitaria nos explantes de

placenta a quantificacdo foi realizada em cinco se¢des ndo continuas separados
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por 40um de distancia. O numero de parasitos no explante inteiro foi
quantificado. Para cada campo microscopico a imunolocalizacéo foi determinada
como a seguir: parasitos aderidos ao trofoblasto, parasitos dentro do trofoblasto
e parasitos dentro do mesénquima. A soma dos parasitos nestes trés campos foi
considerada a carga parasitaria total por tecido. Uma vez que os vilos tinham
tamanhos similares, foi possivel quantificar aproximadamente 10 campos
microscopicos por vilo (aumento original 40x). Variacdes nestes valores foram
ajustadas para obtencdo de 10 campos microscopicos por vilo. Todos os vilos
eram compostos de areas de tecido conjuntivo envolvidos por trofoblasto.

4.1.11. Quantificacdo do parasitismo por reagcao enzimatica

Para quantificacdo da proliferacéo intracelular de T. gondii foi utilizado um
ensaio colorimétrico conforme descrito por Teo e colaboradores (2007) com
modificacdes. Brevemente, os vilos placentarios previamente congelados foram
incubados com tampéo lise acrescidos de inibidor de protease. Apoés
guantificacdo protéica pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), 100ng de
proteinas foram adicionadas a microplacas de 96 cavidades para
desenvolvimento do ensaio enzimatico. Paralelamente, foi adicionada uma curva
padrdo contendo taquizoitas da cepa 2F1 RH de T. gondii. Os parasitos foram
lisados com tampéo RIPA e incubados por 8 minutos a temperatura ambiente. A
seguir adicionou-se tampédo de ensaio [PBS (100mM, pH 7.3), B-mercaptoetanol
(102mM), MgCl, (9mM)] as microplacas de 96 cavidades. Seguiu-se a adicdo de
Clorofenol Vermelho p-D-galactopiranosideo 3mM (CPRG) em agua destilada.
As placas foram incubadas por mais 30 minutos a TA em camera escura e a

leitura da reacdo enzimatica foi feita em leitor de microplacas a 590nm.

4.1.12. Quantificacdo de CD74 por PCR em tempo real

Para quantificacao do receptor de MIF, explantes de placentas de primeiro
e terceiro trimestre de gestacdo foram cultivados infectados com taquizoitas da
cepa RH de T. gondii. A seguir foram coletados e utilizados para reacdo de PCR

em tempo real. O RNA total foi isolado dos tecidos placentarios usando reagente
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Trizol (Life Technologies Corp., Carlsbad, CA) de acordo com as instrugdes do
fabricante. A sintese de cDNA foi realizada em um volume final de 20uL usando
Transcriptase Reversa ImProm-Il (Promega Corp., Madison, WI). A mistura da
reagcdo continha, 4mg de RNA total, 20pmol de primer oligo dT (Life
Technologies Corp.), 40U de inibidor de ribonuclease (RNasin; Promega Corp.),
500mmol/L de dNTP mix e 1U de transcriptase reversa em tampdo de
transcriptase reversa 1X. O cDNA foi tratado com 10mg de RNase (Gibco-BRL,
Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) e foi usado imediatamente. As amplificacdes da
reacdo de PCR e analise foram realizadas usando um detector de sequéncias
(ABI Prism 7500; Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA). Todas as reacoes
foram realizadas usando o Master Mix PCR SYBR Green (Applied Biosystems,
Inc.) com um volume de 25uL em cada reacéao (2uL do template de cDNA, 5pmol
de cada primer e 12.5uL de SYBR Green). Os primers usados para amplificacoes
da reacdo de PCR foram: p-actina (forward, 5- AGCTGCGTTTTACACCCTTT-3’
e reverse 5- AAGCCATGCCAATGTTGTCT-3’) e CD74 (forward, 5’-
CATGGATGACCAACGCGAC-3’ e reverse 5-TGTACAGAGCTCCACGGCTG-3).
A expressao relativa de cada gene foi obtida usando o método comparativo CT e

foram normalizados usando a f-actina como controle enddgeno.

4.1.13. Western blotting

Explantes de placentas de primeiro e terceiro trimestre de gestacdo foram
infectados ou ndo com T. gondii e tratados ou ndo MIF seguindo a seguinte
cinética de coleta de material apds tratamento: 10°, 30’, 1h e 24hs. Os explantes
provenientes deste experimento foram macerados em tampao RIPA adicionados
de coquetéis de inibidor de protease (Roche Diagnostic).

ApoOs dosagem protéica pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976)
adicionou-se 60ug de proteina total aos geéis de eletroforese em concentracdes
apropriadas de acrilamida (SDS-PAGE). A seguir, as proteinas foram
transferidas para membrana de PVDF e estas entdo foram incubadas com
solucao de bloqueio (TBS — 3% de leite desnatado desidratado) e tratadas com
anticorpos anti-proteinas da familia das MAPKk [anticorpo de coelho anti pERK1/2

(R&D Systems); anticorpo de cabra anti-pJNK (Santa Cruz Biotechnology) ou
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anticorpo de coelho anti-pp38 (Santa Cruz Biotechnology)]. Todas as reagdes
foram realizadas de acordo com as recomendacdes do fabricante. As reacdes
foram detectadas com os seguintes anticorpos secundarios: anticorpo de cabra
anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase ou anticorpo de coelho anti-IgG de
cabra conjugado com peroxidase. ApOs incubacdo, as proteinas fosforiladas

foram visualizadas pela reacao de quimioluminescéncia.

4.1.14. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. As diferencas entre as médias de dados
paramétricos foram analisados usando analise de variancia e pos-teste de
Bonferroni. Alternativamente, o teste t de Student foi usado para comparar o
indice de parasitismo entre explantes de 1° e 3° trimestre. Todos os dados foram
analisados usando software disponivel comercialmente (Prisma, versao 4.0;
GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p<0.05).
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4.2 .EXPERIMENTOS IN VIVO

4.2.1. Submissé&o e aprovacgdo do Comité de Etica

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica na Utilizacdo de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia e est4 aprovado sob
protocolo 002/09 (Anexo II).

4.2.2. Obtencédo dos animais

No presente trabalho foram utilizados animais da linhagem C57BL/6 do
tipo selvagem e animais linhagem C57BL/6 do tipo nocaute para MIF (MIF”). Os
animais C57BL/6 MIF” foram gentilmente cedidos pelo professor Dr Marcelo
Torres Bozza da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Os animais
foram transferidos para o Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Uberlandia (CBEA-UFU). Neste centro os animais foram
mantidos livres de patdgenos especificos em ciclos diarios de 12 horas de

luz/escuro e livre acesso a agua e racao granulada.

4.2.3. Infeccdo experimental

A cepa ME-49 de T. gondii foi mantida em roedores da familia Cricedidae:
Calomys callosus. Estes animais eram previamente inoculados via oral com
cistos de T. gondii e ap6s pelo menos um més de inéculo o cérebro destes
doadores de cistos eram removidos e lavados com solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS). O cérebro era entdo homogeneizado com seringas com
calibres decrescentes. A seguir os cistos foram quantificados com auxilio de um
microscopio de luz e a solucdo de cistos foi entdo diluida em PBS para obtencéo

do numero desejado de cistos (05 ou 10 cistos para cada 100ul de PBS).

4.3.4. Anélise de Morbidade

Para avaliar o papel de MIF na infeccdo por T. gondii camundongos
C57BL/6 MIF” e C57BL/6 selvagem foram infectados via oral com cinco ou dez
cistos de T. gondii da cepa Me-49, sendo que cada grupo foi composto de 05

animais. Os animais foram analisados diariamente quanto a altera¢cbes de peso
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durante 21 dias consecutivos. Estes dados foram registrados para posterior

analise.

4.2.5. Acasalamento e deteccao de prenhez

Para avaliar o papel de MIF na infeccao por T. gondii em animais prenhes,
fémeas virgens de C57BL/6 MIF” e C57BL/6 selvagem foram colocados para
acasalar com os respectivos machos. As fémeas foram avaliadas todos os dias
pela manha para detec¢cdo de rolha vaginal (mistura de sémen com secregao
vaginal). O dia de deteccao da rolha foi considerado o primeiro dia de gestacéo.

Imediatamente apos deteccdo da rolha as fémeas foram infectadas com
05 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. Adicionalmente, fémeas gestantes e nao
infectadas foram utilizadas como controle. Apds 08 dias de gestacao as fémeas
foram sacrificadas. Além disso, um grupo de fémeas ndo gestantes foi utilizado
como controle. Estas fémeas foram infectadas ou ndo com 05 cistos de ME-49 e
apos 08 dias de infeccéao estas fémeas foram sacrificadas.

ApoOs sacrificio coletou-se o soro de todas as fémeas além de Uutero
gravidico e ndo-gravidico destes animais. O soro foi utilizado para dosagem de
citocinas e NO. Os uteros foram utilizados para os ensaios de western blotting.

Cada grupo experimental foi composto por 05 animais.

4.2.6. Sacrificio e coleta de material

Fémeas dos grupos experimentais citados acima (ndo prenhes e nao
infectadas: NP/NI); (ndo prenhes e com 08 dias de infeccdo: NP/I); (08 dias de
prenhez e nédo infectadas: P/NI); (08 dias de prenhez e 08 dias de infeccdo: P/I)
foram anestesiadas intraperitonealmente com cetamina (Syntec Brasil Ltda, SP,
Brasil), xilazina (Schering-Plough Coopers, SP, Brasil). A seguir o sangue foi
coletado do plexo retro-orbital e o soro foi obtido pela centrifugacdo do sangue a
500xg durante 5 minutos. Este soro foi entdo armazenado a -70°C até o
momento de uso.

A seguir, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

Sucessivamente, as fémeas foram laparatomizadas e coletou-se os Uteros
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gravidicos ou ndo-gravidicos destes animais. Este material foi entdo congelado a

-70°C para posterior analise por western blotting.

4.2.7. Quantificacdo protéica e reacdes de western blotting

Uteros gravidicos e ndo-gravidicos foram homogeneizados em tampéo de
ensaio de radioimunopreciptacdo (RIPA) [50 mmol/L de Tris, 150 mmol/L de
NaCl, Triton X-100 (1%), deoxicolato de sédio (1%) e SDS (0.1%); pH 7.5]
adicionado de coquetéis de inibidores de protease (Roche Diagnostics, GmbH,
Mannheim, Alemanha). O homogenato foi centrifugado a 15000 x g por 30
minutos a 4°C. O sobrenadante foi usado para mensuracdo de proteinas totais
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A concentracédo total de proteinas
(mg/mL) foi utilizada para determinar a concentragcdo de proteinas nas reagdes
de western blotting.

A seguir, 60 ug de proteinas obtidas de uteros gravidicos e néo gravidicos
infectados e néo infectados provenientes de fémeas C57BL/6 tipo selvagem e
nocaute foram adicionados aos géis de eletroforese em concentracdes
apropriadas de acrilamida (SDS-PAGE). A seguir, as proteinas foram
transferidas para membrana de PVDF e estas entdo foram incubadas com
solucao de bloqueio (TBS — 3% de leite desnatado desidratado) por 1 hora. A
seguir as membranas foram incubadas com anticorpo de camundongo anti-IDO
(Santa Cruz Biotechnology) e anticorpo de cabra anti-COX2 (Santa Cruz
Biotechnology), overnigth a temperatura ambiente. Na préxima etapa as
membranas foram incubadas com o0s respectivos anticorpos de deteccéo:
anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase ou
anticorpo de coelho anti-lgG de cabra conjugado com peroxidase. ApOs
incubacao por 2 horas, as proteinas fosforiladas foram visualizadas pela reacéo
de quimioluminescéncia. A intensidade das bandas foi quantificada em
transluminador Chemi Doc-MP imaging (BIO-RAD Laboratories Inc, Hercules
CA).
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4.2.8. Quantificacdo de citocinas por citometria de fluxo (Cytometric
Bead Array — CBA)

Citocinas presentes no soro dos camundongos foram quantificadas
usando o kit Cytometric Bead Array'™ para deteccdo de citocinas de perfil
Th1/Th2 de camundongo: IL-4, IL-6, IFN-y, TNF e IL-10 (CBA- BD Bioscience,
San Jose, CA). Os soros dos animais experimentais foram adicionados a tubos
apropriados para citometria de fluxo (tubos FACS). A seguir, adicionou-se aos
tubos uma mistura de beads de captura de citocina e 0s respectivos anticorpos
de deteccado conjugados com ficoeritrina (PE). Os tubos foram incubados por 3
horas a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. A seguir, os tubos foram
centrifugados (400 x g durante 7 minutos) e o0s sobrenadantes foram
cuidadosamente descartados. O pellet contendo as beads revestidas com
citocinas detectadas no sobrenadante de cultura foi resuspendido em tampéo e
as amostras foram analisadas por citometria de fluxo em citdmetro FACSCantoll
BD™ (BD Company, San Diego, CA). Os dados foram analisados com uso de
software BD FACSDiva'™. As concentracdes de citocinas foram determinadas a
partir de uma curva padrdo, construida com concentracdes conhecidas de

citocinas de perfil Th1/Th2. Os resultados foram expressos em pg/mL.

4.2.9. Dosagem de 6xido nitrico

Soros obtidos de animais de cada um dos nossos grupos experimentais
foram utilizados para quantificacdo de NO pelo método de Griess (GREEN et al.,
1982). Brevemente, amostras foram adicionadas a placas de 96 cavidades e
misturadas na propor¢cao de 1:1 com sulfanilamida (1%) e dicloridrato de n(1-
naftil)-etilenodiamina - NEED (0.1%) em acido fosférico (H3PO, -2.5%). A
absorbancia foi detectada em leitora de microplaca a 570nm e a concentracdo de
NO foi determinada com base em uma curva de referéncia padrao de nitrito de

sodio com concentracéao de 5 a 200 mol/L.
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4.2.10. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média de cinco experimentos para cada
grupo. Dados ndo paramétricos foram analisados com base no teste t de
Student. As comparacdes foram realizadas entre animais C57BL/6 tipo selvagem
e C57BL/6 tipo MIF”". Além disso, dentro de cada grupo de animais (selvagem ou
nocaute) comparou-se animais infectados com animais ndo infectados e fémeas
prenhes com fémeas ndo prenhes pelo teste t de Student. Todos os dados
foram analisados usando software disponivel comercialmente (Prisma, versao
4.0; GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05).

4.2.11. Normas de biosseguranca

Todos os experimentos, incluindo coleta de material biologico, utilizacéo
de reagentes e equipamentos, bem como manuseio e conduta com 0s animais
foram realizados de acordo as normas de biosseguranca, conforme descrito por

Mineo e colaboradores (2005).
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5. RESULTADOS
5.1. RESULTADOS OBTIDOS DE EXPERIMENTOS IN VITRO

5.1.1. Expressao de CD74 em explantes placentarios

Para verificar a expresséo e localizacédo do receptor de MIF em explantes
de placenta de primeiro e terceiro trimestre, noés quantificamos o RNA
mensageiro por PCR em tempo real e avaliamos a localizacdo de CD74 por
imuno-histoquimica. Verificamos que a expressdo do receptor de MIF foi maior
em explantes de primeiro trimestre quando comparado com o0s de terceiro
trimestre (Figura 1A). Averiguamos por imuno-histoquimica que, nos explantes
de primeiro trimestre o receptor de MIF que se localiza principalmente na regido
de sinciciotrofoblasto e células mesenquimais, tais como células de Hofbauer.
Além disso, a imunomarcacéo nestes tecidos foi intensa (Figura 1B) confirmando
os achados da reacdo de PCR. Por outro lado, explantes de terceiro trimestre
expressaram baixas quantidades de receptor de MIF, estes se localizam
preferencialmente em células do citotrofoblasto e em células mesenquimais
(Figura 1C).

5.1.2. Liberacao de MIF por explantes placentarios

Para verificar se os explantes placentarios infectados por T. gondii ou
tratados com diversos estimulos seria capaz de aumentar a secrecdo de MIF em
relacdo aos controles nao tratados e néo infectados, nés mensuramos 0s niveis
de MIF em sobrenadantes de cultura apds 24 horas de tratamento. A seguir, nos
comparamos a producdo de MIF entre explantes de primeiro e terceiro trimestre
de gestacdo. Conforme estd mostrado na Figura 2, a producdo de MIF em
explantes de primeiro trimestre foi aumentada na presenca de T. gondii quando
comparada com o controle nao tratado e nao infectado (P < 0,01). Além disso, o
estimulo com IFN-y foi capaz de induzir elevados niveis de liberacdo de MIF (P <
0,01) semelhante aos resultados obtidos pela infeccdo por T. gondii.

Também observamos que a infeccdo associada a estimulacdo por IFN-y
induz uma grande liberagdo de MIF (P < 0,001). Além disso, a secrecao de MIF
nao foi inibida por citocinas anti-inflamatérias ou reguladoras, tais como, TGFp1
e IL-10. A citocina MIF foi induzida, em vez de inibida, pela acdo de TGFB1 ou

IL-10 quando associadas a infec¢do por T.gondii (P < 0,001), embora a liberacao
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de MIF tenha sido maior quando estas citocinas anti-inflamatérias ou reguladoras
se encontravam em concentra¢cdes menores.

Por outro lado, quantidades similares de MIF foram liberadas por
explantes de terceiro trimestre infectados e controle (ndo tratados e néao
infectados) (Figura 2). O aumento da liberagédo de MIF foi observado somente na
presenca de IFN-y seguida pela infeccdo por T. gondii (P < 0,01). Além disso,
nos observamos uma tendéncia de aumento na liberacao de MIF na presenca de
IL-12 ou IFN-y.

Considerando a idade gestacional, nés observamos que a liberacdo de
MIF foi mais intensa no primeiro trimestre em comparacao ao terceiro trimestre
guando os explantes estavam infectados por T. gondii (P < 0,05), assim como na
presenca de IL-10 (10ng/ml) (P < 0,01) ou TGFB1 (1ng/ml), (P < 0,05).

5.1.3. Expressado de MIF por explantes placentarios

Para verificar a expresséao e localizacao de MIF em explantes placentéarios
nos fizemos ensaios de imuno-histoquimica em explantes de primeiro e terceiro
trimestre de gestacdo. NOs observamos uma forte marcacdo para MIF em
explantes de primeiro trimestre na condicdo controle (ndo tratados e néo-
infectados), sendo MIF localizados principalmente na camada de citotrofoblasto
(Figura 3A). Por outro lado, explantes de primeiro trimestre infectados mostraram
uma forte marcacdo para MIF na camada de sinciciotrofoblasto e células
mesenquimais e fraca marcacdo na camada de citotrofoblasto (Figura 3B).

Em explantes de terceiro trimestre nos observamos fraca coloracdo na
camada de citotrofoblasto nos explantes de tecidos néo infectados (Figura 3C),
sendo esta marcacdo mais intensa em explantes infectados, no entanto,
diferente do que ocorreu no primeiro trimestre, a imunolocalizacdo permaneceu
nas ceélulas de citotrofoblasto tanto nos tecidos infectados quanto nos tecidos

ndo infectados (Figura 3D).

5.1.4. Efeito de MIF no controle da infecgéo

Para determinar se MIF exerce alguma fungao para o controle da infecgao

por T. gondii em explantes de primeiro e terceiro trimestre, o parasitismo foi
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quantificado pelo método de PCR em tempo real nestes tecidos. Para comparar
o efeito de MIF com outras citocinas, os explantes foram tratados com IL-12,
IFN-y, TGFB1 e IL-10 e o parasitismo nestes tecidos também foi quantificado.
Comparado com tecidos nao estimulados, o tratamento com MIF (25 e 100
ng/ml) em explantes de primeiro trimestre resultou em significante reducdo da
carga parasitaria (P < 0,001) (Figura 3). Outras citocinas pro-inflamatérias (IL-12
e IFN-y) também reduziam a infeccdo quando comparados com tecidos néo
estimulados (P < 0,01 e P < 0,05 respectivamente). Além disso, o estimulo com
citocinas antiinflamatérias IL-10 (10 e 25 ng/ml) resultou em reducdo do
parasitismo (P < 0,01 e P < 0,05 respectivamente).

Em comparagdo com o0s controles, os explantes de terceiro trimestre
tratados com MIF s6 apresentaram reducéo do parasitismo quando tratados com
a maior concentracdo desta citocina (100 ng/ml) (P < 0,05). O parasitismo
também foi reduzido quando os tecidos foram estimulados com IL-12 ou TGF-
B1(P < 0,01 e P < 0,05, respectivamente).

Quando as duas idades gestacionais foram comparadas, a funcao de MIF
em controlar o parasitismo foi mais evidente em explantes de primeiro trimestre
em comparacao aos de terceiro trimestre (P < 0,05).

A seguir, foi analisada a relacdo entre a liberacdo de MIF e a carga
parasitaria tecidual. Nos explantes de primeiro trimestre o aumento da liberacéo
de MIF apés estimulo com IFN-y e com as menores concentracdes de IL-10 (10
ng/ml) ou TGF-B1 (1 ng/ml) foi relacionado com um decréscimo na carga
parasitaria (Figura 4A). Quando as maiores concentracdes de IL-10 (25ng/ml) ou
TGF-B1(10ng/ml) foram utilizadas observou-se uma reducéo na liberacdo de MIF
gue foi associada a um aumento na carga parasitaria. Na presenca de IL-12
ocorreu uma reducdo na liberacdo de MIF que foi acompanhada por um
decréscimo no parasitismo em relacdo aos explantes ndo estimulados (Figura
4A).

Nos explantes de terceiro trimestre, a estimulagdo com IL-12 conduziu um
leve aumento na liberacdo de MIF e um forte decréscimo na carga parasitéria
(Figura 4B). Um resultado oposto foi obtido para o tratamento com IFN-y. Este
tratamento conduziu a um alto nivel de liberagcdo de MIF associado com uma
pequena reducdo na carga parasitaria. O uso de concentracdes crescentes de
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MIF (10 e 25 ng/ml) resultou em decréscimo na liberacdo de MIF e aumento na
carga parasitaria. De modo oposto, o uso de concentragfes crescentes de TGF-
Bl (1 e 10 ng/ml) resultaram em um aumento na liberagédo de MIF associado com
um aumento no parasitismo (Figura 4B). A comparacdo dos resultados obtidos
para primeiro e terceiro trimestre demonstrou relacdo oposta entre o parasitismo
tecidual e liberacdo de MIF quando usamos concentracdes crescentes de IL-10
(10 e 25 ng/ml) ou TGF-B1 (1 e 10 ng/ml).

A seguir, para confirmar a associagdo entre idade gestacional e o
parasitismo, ensaios de imuno-histoquimica foram realizados para quantificacéo
e localizacdo de parasitos em diferentes camadas das vilosidades coridnicas.
Uma maior quantidade de parasitos foi observada na camada de trofoblasto do
terceiro trimestre quando comparado com o trofoblasto de primeiro trimestre (P <
0,01). Além disso, parasitos presentes na regido de mesénquima foram menos
frequentes em explantes de primeiro trimestre em comparagcao com explantes de
terceiro trimestre (P < 0,05), (Figura 5A).

Nos explantes de primeiro trimestre os parasitos foram encontrados
preferencialmente aderidos a camada de trofoblasto (Figura 5B), enquanto que
nos tecidos de terceiro trimestre o0s parasitos foram encontrados

preferencialmente dentro do trofoblasto e no tecido mesenquimal (Figura 5C).

5.1.5. Producéao de Nitrito

Nenhuma producéo de nitrito foi detectada em sobrenadantes de tecidos
de primeiro e terceiro trimestre de gestacdo para nenhuma das condicbes

analisadas (dados ndo mostrados).

5.1.6. Modelo proposto para controle da infec¢éo por T. gondii

dependente de MIF em explantes de placenta

Um esquema de um modelo proposto para o controle da infecgao por T.
gondii dependente de MIF nos explantes de primeiro e terceiro trimestre de
gestacdo esta mostrado na figura 6. Nos explantes de primeiro trimestre e na
auséncia de infeccdo ou estimulagdo por citocinas, MIF foi amplamente expresso

na camada de células citotroblasticas e existe uma grande quantidade de
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receptor para MIF na camada de sinciciotrofoblasto (Figura 6A). Apés a infecgao
por T. gondii MIF foi liberado da camada de citotrofoblasto e se ligou ao seu
receptor na camada de sinciciotrofoblasto (Figura 6B). Esta interacdo pode ser
importante para iniciar uma cascata de sinalizacdo essencial para o controle do
parasitismo. Como resultado desta interacdo, € possivel perceber que uma
pequena quantidade de parasitos alcanca a circulacdo fetal (Figura 6C).
Explantes de terceiro trimestre de gestacdo, na auséncia de infeccdo ou
estimulacdo sédo caracterizados por uma baixa expressdo de MIF e também do
receptor CD74 (Figura 6D). ApoOs a infeccdo por T. gondii hda um aumento na
producdo de MIF por células do citotrofoblasto, entretanto, ndo € possivel
observar aumento na liberacdo de MIF (Figura 6E). Consequientemente, a
interacdo entre MIF e seu receptor é pouco estimulada o que provavelmente
resulta em menor sinalizacdo intracelular dependente de MIF.
Consequentemente, é possivel que um maior nimero de parasitos alcance os

vasos sanguineos fetais de modo a favorecer a transmisséo congénita.

5.1.7. A sinalizacdo das MAPK em explantes placentarios €
dependente da idade gestacional e independente da atividade
de MIF

Na tentativa de entender a participacdo de MIF na ativacdo de respostas
intracelulares envolvidas no controle da proliferacédo de T. gondii investigou-se a
via de sinalizacdo das MAPk. Para isso, explantes de primeiro e terceiro
trimestre de gestacdo foram tratados com os seguintes inibidores das MAPK:
SP600125 (inibidor da JNK); SB203580 (inibidor da P38); PD98059 (inibidor da
ERK1/2) ou apiginina (4’, 5, 7 — trihidroxiflavona), um potente antiinflamatério.

Em explantes de primeiro trimestre de gestacdo observou-se que 0
tratamento com qualquer um destes inibidores causou reducdo no indice de
proliferacdo de T. gondii; sendo que somente o tratamento com MIF ou PD98059
induziu uma reducdo estatisticamente significativa (P<0.05), (Figura 7A).

Para averiguar se a inativacao destas vias interfere com a producao de
citocinas foram avaliadas a producédo de IL-10, TGFB1 e IL-13 nestes tecidos.
Observou-se que estes inibidores nao interferem de modo significativo com a

producao de TGFB1 e IL-13 (Figura 7B e 7C respectivamente). Entretanto, todos
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os tratamentos causaram diminui¢cédo na liberacdo de IL-10 em comparagdo com
0s controles nao tratados. Esta reducéao foi significativa para os tratamentos com
MIF, PD98059, PD98059 adicionado de MIF, apigenina e apigenina adicionada
de MIF (P<0.05), (Figura 7D).

A infeccdo por T. gondii em explantes de primeiro trimestre reduz
significativamente a liberacdo de TGFp1 e IL-13 em comparacéo aos respectivos
controles néo infectados (P<0.0001), (Figuras 7B e 7C respectivamente) e néo
altera de forma significativa a liberagéo de IL-10 (Figura 7D).

De maneira inversa, em explantes de terceiro trimestre de gestacdo o
tratamento com os inibidores das MAPk e apigenina causaram aumento do
parasitismo em comparacdo ao controle ndo tratado. Estas diferencas foram
estatisticamente significativas na presenca de SP600125 (P<0.05), apigenina
(P<0.05), apigenina adicionada de MIF (P<0.01) (Figura 8A), ou ainda na
presenca de PD98059 adicionado de MIF (P<0.05), apigenina e apigenina
adicionada de MIF (P<0.01) (Figura 8B).

Os tratamentos com os inibidores da sinalizacdo intracelular n&o
interferiram de modo significativo na producdo de citocinas (Figuras 8C-E).
Somente o tratamento com MIF foi capaz de aumentar significativamente a
secrecao de IL-13 (P<0.05), (Figura 8D) e de IL-10 (P<0.05), (Figura 8E).

De maneira interessante e inversamente oposta ao observado em
explantes de primeiro trimestre, a infeccdo por T. gondii ndo alterou de modo
significativo a secrecdo de TGFp1l (Figura 8C), mas, provocou aumento
significativo na secrecdo de IL-13 e IL-10 quando estes explantes foram
comparados com o0s respectivos controles nao infectados (P<0.0001), (Figura 8D
e 8E respectivamente).

Em nenhum dos tratamentos com inibidores, em explantes de primeiro ou
terceiro trimestre, a adicdo de MIF a estes inibidores foi capaz de reverter os
resultados de parasitismo ou de liberacdo de citocinas de modo significativo
(Figuras 7A-7D, 8A-8E).

Para averiguar se explantes de primeiro e terceiro trimestre de gestacao
sdo capazes de ativar a via das MAPk em resposta ao tratamento com MIF ou

em resposta a infeccdo por T. gondii experimentos de cinética de fosforilagédo
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das proteinas MAPK foram realizados em explantes de primeiro e terceiro
trimestre de gestacao.

Para isso os explantes foram coletados e tratados ou ndo com MIF. A
seguir, foram infectados ou nao por T. gondii e novamente tratados ou ndo com
MIF. Seguiu-se a coleta dos explantes placentarios de acordo com a seguinte
cinética: 10 minutos, 30 minutos, 1hora e 24horas. O extrato protéico destes
tecidos foi avaliado quanto a fosforilagcdo de ERK1/2, P38 e JNK.

Em explantes de primeiro trimestre, ndo tratados e néo infectados, foi
possivel observar a fosforilacdo de ERK1/2 no primeiro horario analisado (10
minutos) e esta fosforilagcdo persistiu por 24 horas. O tratamento com MIF néo
alterou este resultado. A infeccdo por T. gondii parece inibir a fosforilacdo de
ERK1/2 em explantes de primeiro trimestre e a adigcdo de MIF a este sistema néo
foi capaz de reverter este resultado (Figura 9A).

Resultados semelhantes foram obtidos em explantes de terceiro
trimestre. A fosforilacdo de ERK1/2 foi mantida durante o periodo analisado (10
minutos a 24 horas) e esta fosforilacdo foi semelhante em explantes tratados ou
ndo com MIF. Ja a infeccdo por T. gondii diminuiu a fosforilacdo de ERK1/2 e
esta reducédo foi mantida na presenca de MIF (Figura 9B)

A seguir realizamos a imunolocalizacdo de ERK1/2 em explantes de
placenta de primeiro e terceiro trimestre de gestacao. Os resultados obtidos no
presente estudo mostraram que a fosforilacdo de ERK1/2 ocorre
preferencialmente em células citotrofoblasticas em explantes de primeiro e
terceiro trimestre de gestacao (Figura 9C e D respectivamente).

O estudo da cinética de fosforilacdo de P38 mostrou que em explantes
de primeiro trimestre de gestacdo, MIF induziu um aumento moderado na
fosforilacdo de P38 em comparacdo com o controle ndo tratado. Este leve
aumento foi mantido na presenca de infeccao por T. gondii ou quando a infec¢cao
foi seguida pelo tratamento com MIF (Figura 10A).

Ja em explantes de terceiro trimestre de gestacdo o tratamento com MIF
ndo alterou a fosforilagdo de P38 enquanto que a infec¢cdo por T. gondii causou
reducdo na fosforilagdo de P38 na presenca e na auséncia de MIF (Figura 10B).

A imunolocalizacdo da p38 revelou que a fosforilacdo desta proteina ocorre
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preferencialmente em células trofoblasticas em tecidos de primeiro e terceiro
trimestre de gestacéo (Figura 10C e 10D respectivamente).

Resultados semelhantes foram obtidos para a fosforilagcdo de JNK. Em
explantes de primeiro trimestre de gestagédo o tratamento com MIF causou leve
aumento na fosforilacdo de JNK. Entretanto, a infeccdo com T. gondii levou a
reducdo da intensidade de fosforilagcdo de JNK nos explantes tratados ou nao
com MIF (Figura 11A).

Nos explantes de terceiro trimestre o tratamento com MIF nao alterou a
fosforilacdo de JNK enquanto que a infecgdo por T. gondii causou reducdo na
intensidade de fosforilacdo na presenca e na auséncia de MIF (Figura 11B).

Para averiguarmos a imunolocalizagdo da JNK fosforilada realizou-se
ensaios de imunohistoquimica. Estes ensaios mostraram que a fosforilagcdo de
JNK ocorre preferencialmente em células do sinciciotrofoblasto e em algumas
células mesenquimais tanto nos explantes de primeiro quanto nos de terceiro

trimestre de gestacédo (Figura 11C e 11D respectivamente).

5.1.8. Imunolocalizacdo da Indoleamina 2,3 Dioxigenase (IDO) em
explantes de placenta de primeiro e terceiro trimestre de

gestacao

Para imunolocalizacdo da IDO ensaios de imuno-histoquimica foram
realizados em cortes de tecidos de primeiro e terceiro trimestre de gestacdo.
Tanto em explantes de primeiro quanto de terceiro trimestre de gestacédo a IDO
foi identificada no mesénquimica (Figura 12A e 12B respectivamente) e somente
em explantes de primeiro trimestre observou-se marcacdo para IDO em células

trofoblasticas (dados ndo mostrados).

5.2. RESULTADOS OBTIDOS DE EXPERIMENTOS IN VIVO

5.2.1. CAMUNDONGOS MIF”" APRESENTAM MAIOR MORBIDADE EM COMPARAGAO
AO CONTROLE SELVAGEM

Ainda com o objetivo de tentar esclarecer os mecanismos de acédo de MIF

hY

na gestacdo associada a infeccdao por T. gondii, experimentos utilizando
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camundongos MIF” foram realizados em comparacdo com animais do tipo
selvagem. Um ensaio de morbidade foi utilizado para determinagcdo do namero
de cistos que seriam utilizados na infeccdo oral. Para isso camundongos
C57BL/6 MIF” e selvagem foram infectados com 5 ou 10 cistos via oral.

Nossos resultados mostraram que animais MIF”" ou selvagem, infectados
com 5 ou 10 cistos sobrevivem mais de 21 dias; nenhuma mortalidade foi
detectada durante o estes periodo. Animais do grupo MIF” comecaram a morrer
com 68 dias poés-infeccdo enquanto que os animais do grupo selvagem
comecaram a morrer com 90 dias pés-infeccdo (dados ndo mostrados). Na
andlise de alteracdo do peso corporal dos animais em relacdo ao tempo zero
(anterior a infeccdo) foi constatado que animais de todos o0s grupos
apresentaram reducdo na meédia de peso em relacdo ao dia zero (Figura 13).
Esta diferenca foi estatisticamente significativa para os grupos C57BL/6 MIF™ e
selvagem infectados com 10 cistos (p= 0,0071 e p= 0,0235 respectivamente) e
para o grupo MIF” infectado com 05 cistos (p =0,0239).

Ao compararmos a perda de peso no grupo C57BL/6 MIF” em relacdo ao
grupo selvagem averiguou-se que os animais C57BL/6 MIF” perderam mais
peso que os animais do tipo selvagem sendo esta diferenca estatisticamente

significativa para animais infectados com 10 cistos (p <0,01), (Figura 13).

5.2.2. A EXPRESSAO DE IDO E MAIS INTENSA EM ANIMAIS MIF” EM
COMPARAGAO COM AO CONTROLE SELVAGEM

Conforme foi observado em nossos experimentos in vitro tecidos
placentarios expressam IDO de forma constitutiva. Para avaliar uma possivel
correlacdo entre a expressao de IDO e atividade de MIF foram coletados Gteros
de féemeas C57BL/6 MIF" e selvagem nas seguintes condicdes experimentais:
fémeas ndo prenhes e néo infectados (NP/NI); ndo prenhes e infectadas (NP/I);
prenhes e nao infectadas (P/NI); e, finalmente, prenhes e infectadas (P/I).

Foi constatado para ambos os grupos (C57BL/6 MIF”" e selvagem) que a
expressdo da IDO foi aumentada devido a prenhez e que a infeccédo leva a
reducdo da expressdo da IDO. Além disso, observou-se que para todas as

condicdes experimentais (NP/NI, NP/I, P/NI, P/l) que animais MIF” apresentam
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maior expressdo de IDO em comparagcdo com 0 grupo controle tipo selvagem
(Figura 14A e B).

5.2.3. A EXPRESSAO DE COX-2 E MENOS INTENSA EM ANIMAIS MIF” EMm
COMPARAGAO COM AO CONTROLE SELVAGEM

A seguir nés avaliamos a expressdo de COX-2 em uteros de fémeas
C57BL/6 MIF” e selvagem nas mesmas condicdes experimentais descritas
acima: NP/NI, NP/I, P/NI, P/l. N6és observamos que para ambos 0S grupos
(C57BL/6 MIF” e selvagem) a expressdo da COX-2 foi induzida pela infeccéo
por T. gondii. Além disso, foi possivel constatar que animais do tipo selvagem
apresentam maior expressdo de COX-2 em resposta a infeccdo se comparados
com animais do tipo MIF” (Figura 15).

Para avaliar uma possivel associacdo entre os dados de IDO e COX-2 os
dados referentes a expressao destas duas proteinas foram plotados juntos. Noés
observamos associacao entre estes dados tanto para animais do grupo C57BL/6
selvagem quanto para os animais MIF”, ou seja, estas duas proteinas s&o
expressas em proporcao inversa nos uteros de C57BL/6. Assim, quanto maior a

expressao da IDO menor sera a expressao da COX-2 e vice-versa (Figura 15).

5.2.4. A RESPOSTA DE PRODUGCAO DE CITOCINAS FRENTE A INFECCAO E
ALTERADA EM ANIMAIS MIF”" EM COMPARAGAO AO CONTROLE SELVAGEM

Para avaliar o perfil de citocinas frente a infeccdo e a gestacdo em animais
C57BL/6 MIF” em comparacédo com animais do grupo selvagem foi avaliada a
producédo de citocinas de perfil Th1/Th2 no soro destes animais. Foi possivel
averiguar que tanto os animais C57BL/6 MIF” quanto os animais do tipo
selvagem respondem a infeccdo aumentando a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6, IFN-y e TNF), (Figura 16 A-C).

Um aumento significativo na secrecdo de IL-6 nos animais do tipo
selvagem foi observado quando fémeas prenhes ndo infectadas foram
comparadas com as fémeas prenhes infectadas (p< 0,0001). Para os animais
MIF” uma diferenca estatisticamente significativa foi observada em fémeas nao
prenhes. Neste grupo, os valores foram significativos quando fémeas infectadas
foram comparadas com fémeas néo infectadas (p= 0,0018), (Figura 16A).
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Com relagéao ao IFNy foi observado um aumento significativo na secregéao
desta citocina frente a infec¢do por T. gondii. Estes valores foram significativos
na comparagdo entre fémeas nao-prenhes infectadas versus nao infectadas,
tanto para animais C57BL/6 do tipo selvagem quanto animais do grupo C57BL/6
MIF”, (p=0,0073 e p<0,0001 respectivamente). Valores significativos também
foram obtidos na comparacdo entre fémeas prenhes infectadas versus néo
infectadas, tanto para animais C57BL/6 do tipo selvagem quanto animais do
grupo C57BL/6 MIF”" (p<0,0001 e p=0,0004 respectivamente), (Figura 16B).

O mesmo padrdo de resposta foi observado para TNF, ou seja, um
aumento de producdo de TNF frente a infeccdo em comparagcdo com animais
ndo infectados. Estes valores também foram significativos na comparacéo entre
fémeas n&o-prenhes infectadas versus nao infectadas, tanto no grupo de
C57BL/6 do tipo selvagem quanto no grupo de C57BL/6 MIF” (p= 0,0011 e
p<0,0028 respectivamente). Diferencas significativas também foram obtidas na
comparacao entre fémeas prenhes infectadas versus néo infectadas no grupo de
animais C57BL/6 do tipo selvagem e MIF” (p<0,0001 e p=0,261
respectivamente), (Figura 16C).

Ao compararmos a secrecao de citocinas pro-inflamatérias nos animais do
grupo selvagem em relacdo ao grupo MIF” foi possivel observar que esta
secrecdo foi sempre menor no grupo MIF” se comparado ao grupo controle do
tipo selvagem. Para producdo de IL-6 esta diferenca foi significativa ao
compararmos fémeas prenhes e infectadas destes dois grupos (p= 0,002). Para
a producdo de IFNy a diferenca entre MIF”" e selvagem foi observada tanto para
o0 grupo de fémeas prenhes e nédo infectadas quanto para o grupo de fémeas
prenhes e infectadas (p= 0,007 e p= 0,032 respectivamente). Com relacdo a
secrecdo de TNF a comparacéo entre selvagem e MIF™ s¢6 foi significativa no
grupo de fémeas prenhes e infectadas (p=0.011), (Figura 16A-C).

Por outro lado, ao avaliarmos a secrecdo de citocinas de perfil
antiinflamatoério (IL-4 e IL-10) n6s observamos que a secrec¢do destas citocinas
guase ndo € alterada no grupo de animais do tipo selvagem. Estes valores
permanecem praticamente inalterados quando comparamos fémeas prenhes
com fémeas nao prenhes ou mesmo ao comparamos fémeas infectadas com

fémeas ndo infectadas. Diferentemente, ao avaliarmos o grupo de fémeas MIF ™"
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foi possivel observar que houve um aumento na producdo de citocinas
antiinflamatérias (IL-4 e IL-10) frente a prenhez. Estes valores foram
estatisticamente significativos somente para a secrecdo de IL-4, mostrando que
a prenhez causou aumento na secrecéo de IL-4 quando as fémeas nao estavam
infectadas (p=0,041). Ainda com relacdo a secrecdo de IL-4, nés observamos
gue ao compararmos fémeas prenhes e néo infectadas entre animais do grupo
MIF” e selvagem a secrecdo de IL-4 foi maior no grupo MIF” em relagédo ao
selvagem (p= 0,028), (Figura 16D-F).

Nenhuma diferenca estatistica foi obtida na andlise de citocinas quando
comparamos fémeas prenhes e infectadas com fémeas prenhes e infectadas que
sofreram aborto. Estes valores nao foram diferentes no grupo C57BL/6 selvagem
nem no grupo C57BL/6 MIF” (Figura 16 A-E).

5.2.5. A PRODUCAO DE NO EM ANIMAIS MIF” NAO SOFRE ALTERACOES QUANDO
COMPARADA AOS ANIMAIS CONTROLE TIPO SELVAGEM

Ainda na tentativa de esclarecermos o papel de MIF na infeccdo e
gestacao foi avaliada a secrecdo de NO em soros de animais do grupo C57BL/6
tipo MIF” e selvagem. Nés observamos no grupo de animais tipo selvagem que
ha uma tendéncia de aumentar a secrecdo de NO frente a infeccdo. Entretanto,
estes valores nao foram estatisticamente significativos. Por outro lado, em
animais do grupo MIF” a secrecdo de NO foi reduzida frente a infeccdo por T.
gondii tanto em fémeas prenhes gquando em fémeas nado prenhes. Entretanto,
estes valores nao foram estatisticamente significativos.

Diferencas estatisticamente significativas foram obtidas somente na
comparacdo entre fémeas selvagem e MIF” para o grupo de animais nao-

prenhes e infectados (p<0.05), (Figura 17).
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DISCUSSAO

Células trofoblasticas sdo importantes componentes da placenta
envolvidas na prevencdo da transmissdo vertical de patdgenos, uma vez que
este tipo de célula representa a principal barreira na interface materno-fetal
(BOYD, HAMILTON, 1970). Entretanto, esta barreira pode ser freqientemente
desafiada e vencida por certos microorganismos, como T. gondii, resultando em
potencial infeccdo fetal. Os mecanismos de transmissao transplacentaria de T.
gondii sdo ainda largamente desconhecidos, principalmente com relacdo ao
controle da invaséao e replicacdo de T. gondii em células trofoblasticas.

No presente estudo foram empregados explantes de primeiro e terceiro
trimestre para analisar a resposta do trofoblasto a infeccdo por T. gondii. Os
resultados obtidos mostraram que a expressao do receptor de MIF em explantes
infectados é dependente da idade gestacional. A expressdo de CD74 é mais
intensa em explantes de primeiro trimestre em comparacdo aos explantes de
terceiro trimestre. Estudos prévios mostraram que células trofoblasticas da
linhagem Jar e explantes de terceiro trimestre expressam CD74
constitutivamente (RANELLA et al., 2005).

Além disso, nossos resultados mostraram que a secrecdo de MIF foi
regulada positivamente em explantes de primeiro trimestre infectados por T.
gondii quando comparados com explantes controle (ndo tratados e nao
infectados). N6s também demonstramos que IFN-y foi uma citocina chave
requerida para a secrecdo de MIF quando os explantes estavam infectados ou
nao por T. gondii. Um estudo prévio de nosso grupo demonstrou que explantes
de placenta de primeiro trimestre estimulados somente por antigeno soltavel T.
gondii ou na presenca de IFN-y induziram a secrecdo de MIF (FERRO et al.,
2008). NO6s também observamos que MIF foi estimulada em vez de inibida em
explantes infectados adicionados de citocinas antiinflamatérias ou reguladoras
(TGF-B1, IL-10), outros estudos suportam os dados obtidos no presente trabalho.
De acordo com Flaster e colaboradores (2007) MIF é um mediador regulatério
Unico que tem a habilidade de sustentar uma resposta inflamatéria mesmo na
presenca de efeitos antiinflamatorios enddégenos ou exdégenos. De maneira
oposta, nossos resultados mostraram que a liberacdo de MIF em explantes de

terceiro trimestre nao foi positivamente regulada pela presenca de T. gondii;
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embora a liberagdo de MIF tenha aumentado em explantes de terceiro trimestre
infectados e estimulados com IFN-y.

Avaliando os resultados de liberacdo de MIF do presente estudo com base
na idade gestacional, n6s demonstramos que as principais diferencas entre
explantes de primeiro e terceiro trimestre ocorrem na presenca de infeccdo ou
infeccdo associada com estimulo por TGF-B1 ou IL-10. Baixas concentracdes de
citocinas antiinflamatérias e reguladoras induzem a secrecdo de MIF nos
explantes de primeiro trimestre enquanto este efeito ndo ocorre em explantes de
terceiro trimestre. Entretanto, sob o estimulo com IFN-y, a liberacdo de MIF
ocorreu de maneira mais intensa em explantes de terceiro trimestre que
explantes de primeiro trimestre. E provavel que estes resultados referentes a
liberacdo de MIF em explantes estimulados com IFN-y estejam associados as
diferencas de expresséao de receptor para IFN-y em idades gestacionais distintas.
De acordo com Banerjee e colaboradores (2005) o efeito de IFN-y na ativacéao de
linfocitos T é influenciado pela densidade relativa de seus dois receptores, com
particular importancia para o receptor de IFNy tipo 2 (IFNyR2). Banerjee e
colaboradores (2005) demonstraram que a expressado do gene IFNGR2 foi maior
em estagios finais de gestacdo quando comparados com estagios iniciais da
gestacao.

Além disso, nossos resultados mostraram que a imunomarcacgao para MIF
foi mais forte em explantes de placentas de primeiro trimestre que em placentas
de terceiro trimestre, quando estes tecidos ndo estavam infectados. Esta
imunomarcacdo foi especialmente forte na camada de citotrofoblasto.
Interessantemente, a infeccdo causou alteracdo do sitio de imunomarcacao para
MIF em explantes de primeiro trimestre. Nestes tecidos infectados, MIF foi
localizado preferencialmente na camada de sinciciotrofoblasto e esta localizacéo
coincide com aquela observada para o receptor de MIF. Portanto, nds sugerimos
gue a infeccdo, nos explantes de primeiro trimestre, foi importante estimulo para
induzir a secrecdo de MIF, ja que MIF foi detectado no sobrenadante de cultura
pelos ensaios de ELISA. E provavel que, MIF tenha sido secretado em resposta
a infeccdo e a seguir tenha se associado ao seu receptor conduzindo a uma
cascata de sinalizacdo em resposta a infeccdo. De forma diferente, a infeccéo
por T. gondii em explantes de terceiro trimestre foi capaz de induzir maior
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producdao de MIF. Estes dados foram obtidos da imunomarmacagado no
citototrofoblasto que foi mais intensa em tecidos de terceiro trimestre infectados
comparados aos tecidos n&o infectados. Entretanto, a infecgdo por T. gondii
nestes tecidos ndo induziu a secrecdo de MIF, conforme demonstrado pelo
ensaio ELISA.

O conhecimento sobre a reducdo do numero de camadas de células
trofoblasticas com o0 progresso da gestacdo esta bastante consolidado na
literatura (BOYD, HAMILTON, 1970). Esta informacdo suporta os dados do
nosso estudo a respeito da reducdo da secrecdo de MIF e expressao do
respectivo receptor durante o curso da gestacdo. Conforme demonstrado em
nosso trabalho as células trofoblasticas sdo as principais células do vilos
placentarios responsaveis por expressar MIF e seu receptor. A reducdo do
numero de camadas de células trofoblasticas com o curso da gestacao pode ter
relacdo direta com a menor expressao de MIF e seu receptor em explantes de
terceiro trimestre, conforme foi observado em nosso estudo.

Nossos proximos resultados demonstraram que o estimulo com MIF
exogeno foi capaz de induzir uma reducdo no parasitismo em explantes de
primeiro trimestre. Uma atividade protetora para MIF vem sendo proposta em
diversos modelos de infeccdo devido a sua atividade pro-inflamatéria em células
infectadas por bactérias (CANIGGIA et al., 1997; KOEBERNICK et al., 2002), virus
(DELALOYE et al., 2012), fungos (STOJANOVIC, et al., 2011) e protozoarios
(JUTTNER et al., 1998; REYES et al., 2006; FLORES et al., 2008; TERRAZAS, et
al., 2010, CASTRO et al., 2013).

MIF é uma citocina pro-inflamatoria antiga que participa da resposta imune
inata e adaptativa e € altamente conservada em multiplas espécies (CALANDRA,
ROGER, 2003; LARSON, HORAK, 2006; KUDRIN, RAY, 2008). Uma proteina
homdloga de MIF tem sido descrita em muitas espécies de parasitos incluindo
Plasmodium, Leishmania, Brugia, Clostridium e Eimeira. Estes estudos implicam
gue a presenca de MIF homdlogo nestas espécies de parasitos pode estar
associada com a manipulacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro durante a
infeccdo (AUGUSTIJN et al, 2007; KAMIR et al, 2008; RICHARDSON, et al.,
2009; ZANG et al, 2002; JANG et al.,, 2011). Recentemente, foi demonstrada a

presenca de MIF homélogo no genoma de T. gondii que € imunologicamente e
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enzimaticamente ativo in vitro. Estes achados sugerem que esta proteina neste
parasito tenha funcdo em modular a resposta imunoldgica do hospedeiro,
potencialmente por exercer seus efeitos ao interagir com o receptor humano para
MIF, CD74. Consequentemente, a presenca de MIF em T. gondii poderia ser
importante para iniciar uma resposta imunoldgica capaz de limitar a severidade
da infeccdo, o que poderia ser benéfico para a sobrevivéncia do hospedeiro.
Desta forma, esta proteina teria potencial de criar um ambiente favoravel para
uma interacdo parasito-hospedeiro de longa duracdo. (SOMMERVILLE, et al.,
2013).

A expressdao de MIF em células trofoblasticas requer a interacdo com
outras citocinas pro-inflamatorias tais como IFN-y (FERRO et al., 2008).
Subseqguentemente, MIF atua por se ligar ao seu complexo de receptores (CD74
— CD44) (RANELLA et al., 2005; SHI et al., 2006) ativando vias de transducéo de
sinal (MITCHELL, et al.,, 1999) e ativando a transcricdo génica e expressdo de
moléculas efetoras tais como citocinas (REYES et al., 2006) e moléculas de
adesao (FERRO, et al., 2008). A atividade pré-inflamatoria de MIF para o controle
da infeccdo de T. gondii foi demonstrada por Flores e colaboradores (2008).
Neste estudo camundongos MIF” exibiram maior dano hepético, mais cistos no
tecido cerebral e menor producédo de citocinas pré-inflamatérias e sucumbiram a
infeccdo mais rapido que os animais do tipo selvagem. Estes dados indicaram
gue MIF desempenha uma funcao critica em mediar a resisténcia do hospedeiro
contra a infeccéo por T. gondii (FLORES, et al., 2008).

Além disso, um estudo de nosso grupo de pesquisa demonstrou que MIF
produzido no sobrenadante de células BeWo foi capaz controlar a proliferacao de
T. gondii em células de linhagem monocitica (THP-1) e que o tratamento de
células THP-1 com MIF recombinante foi capaz de reduzir o parasitismo de
maneira dose dependente neste tipo celular. Com base nestes resultados foi
proposto que fatores secretados por células trofoblasticas de linhagem BeWo
sdo capazes de modular a atividade de mondécitos na interface materno-fetal e
desta forma contribuir para o controle da infeccdo e consequente manutencédo da
gestacdo (CASTRO et al.,, 2013). Estes dados estdo de acordo com os
resultados obtidos no presente trabalho que demonstram que MIF é um

importante fator capaz de controlar a proliferacdo de T. gondii em explantes
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placentarios, minimizando a chance de transmissdo congénita principalmente em
estagios iniciais da gestacao.

Nosso grupo foi o primeiro a associar MIF com a toxoplasmose congénita,
embora o mecanismo completo responsavel por mediar esta protecdo ainda
precisa ser melhor esclarecido (FERRO, et al.,, 2008). E provavel que o
mecanismo de controle seja independente de NO uma vez que NO né&o foi
detectado em nossos experimentos, mesmo apos a estimulacdo com MIF. Estes
dados estdo de acordo com outros modelos experimentais que demonstraram
gue NO ndo é detectada em grandes quantidades em sistemas humanos
(MASEK et al., 2002) .

O baixo indice de infeccdo observado em nossos experimentos com
explantes de primeiro trimestre pode estar relacionado com a funcao particular
de MIF que medeia um perfil pré-inflamatorio mesmo na presenca de fatores
imunossupressivos, tais como, horménios (FLASTER et al., 2007). Em contraste,
este tipo de atividade protetora ndo foi observado em explantes de terceiro
trimestre.

Além disso, células trofoblasticas de terceiro trimestre foram incapazes de
aumentar a secrecdo de MIF frente a infeccdo por T. gondii. Em nosso estudo
noés observamos a integridade estrutural dos explantes cultivados na presenca
de T. gondii. De acordo com Miller e colaboradores (MILLER, et al., 2005) o
estudo da morfologia pode ser considerado um dos mais importantes testes para
acessar a viabilidade in vitro. Portanto, a possibilidade de que a auséncia de
regulacdo positiva de MIF em explantes de terceiro trimestre esteja associada
com a inviabilidade destes tecidos pode ser descartada. Provavelmente, a
reducdo do numero de camadas de células trofoblasticas em explantes de
terceiro trimestre pode estar associada com a menor expressao de MIF e de seu
receptor nestes tecidos conduzindo aos resultados obtidos no presente estudo
de que explantes de terceiro trimestre sdo menos responsivos a infeccdo por T.
gondii.

Esta bem documentado na literatura que a toxoplasmose congénita € mais
freqiente quando a méae adquire a infeccdo durante os Ultimos estagios da
gestacdo (DESMONTS et al., 1974). Nossos resultados suportam esta evidéncia

epidemioldgica, uma vez que ndés observamos que o numero de parasitos
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obtidos no trofoblasto e mesénquima foi maior em explantes de terceiro trimestre
gue em explantes de primeiro trimestre. Biologistas reprodutivos tém, por longo
tempo, interesse nas diferencas de suscetibilidade durante o curso da gestacao.
A questao envolvendo esta funcao é se a placenta exerce sua funcao devido as
suas caracteristicas estruturais ou se a placenta desempenha uma funcdo mais
ativa por induzir uma resposta imunoldgica contra patégenos.

Foi proposto que as diferencas estruturais na placenta durante o curso da
gestacao, especialmente devido a reducdo no numero de camadas de células
gue se interpdem entre a circulacdo materna e fetal, poderiam mediar esta
diferenca (LOKE et al., 1982). De fato, a reducdo das camadas celulares na
placenta perece estar relacionada com a diminuicdo da secrecdo de MIF e
expressao de seu receptor, como foi observado no presente estudo. Entretanto,
noés nao acreditamos que as diferencas no indice de infeccdo sejam devido a
barreira fisica. T. gondii € um parasito ativo capaz de atravessar inumeras
barreiras biolégicas, espalhando por muitos oO6rgaos, incluindo o cérebro
(BARRAGAN, et al., 2002; LACHENMAIER, et al., 2011). NOs sugerimos que
variacoes na regulacdo de MIF durante o curso gestacional desempenham uma
importante funcdo para suscetibilidade diferencial a T. gondii em explantes de
primeiro e terceiro trimestre de gestacao.

Na tentativa de entender os mecanismos de acao de MIF para promover o
controle da infeccdo de T. gondii em explantes placentarios foi investigada a via
de sinalizacdo intracelular das MAPk em explantes de primeiro e terceiro
trimestre de gestacdo. Estudos sugerem que as atividades mediadas por MIF
podem estar associadas a vias complexas de transducdo de sinal (XU et al.,
2013). MIF promove proliferacdo celular por ativar membros da familia de proteinas
guinases ativadas por mitdbgenos (MAPK) gerando ativacdo sustentada de ERK1/2
por meio de transducdo de sinal mediada por receptor de membrana CD74,
(KYRIAKIS, 2009; MITCHELL et al., 1999). Uma vez que ERK1/2 é ativada, esta
proteina conduz a ativacdo de proteinas citosolicas e da fosfolipase A2
citoplasmatica (cPLA2), que €é um importante componente da cascata pro-
inflamatoria. cPLA2 conduz a producéo de &cido araquidénico (AA) que é precursor

da sintese de prostaglandinas e leucotrienos. Além disso, o AA ativa a JNK que
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contribui para a eficiente translocacdo de RNAm para sintese de TNFa e outras
citocinas (SWANTEK et al., 1997).

No presente trabalho se empregou duas metodologias para averiguar a
possivel participacdo da sinalizacdo intracelular de MAPk no controle da infeccéo
mediada por MIF. Para alcancar este objetivo as vias de sinalizacdo das MAPk
foram inibidas com uso de inibidores para fosforilagdo de ERK1/2, JNK e p38.
Adicionalmente, os inibidores foram utilizados na presenca de MIF. Além disso,
explantes de placentas tratados com MIF foram avaliados quanto a cinética de
fosforilacdo de MAPK.

Entretanto, nossos resultados mostraram que a ativacdo das MAPk néo foi
importante em mediar o controle do parasitismo em explantes de primeiro trimestre,
ja que a inibicdo destas vias nestes tecidos ndo ocasionou aumento e sim inibicao
da proliferacdo de T. gondii. Aléem disso, a inibicdo destas vias causou reducdo na
secrecado de citocina antiinflamatoria: 1L-10. Assim, é provavel que a acdo de MIF em
controlar o parasitismo em explantes de primeiro trimestre seja independente da
sinalizacdo via MAPk ou as concentracdes de inibidores utilizadas no presente
trabalho ndo foram suficientes.

De maneira oposta em explantes de terceiro trimestre a inibicdo das MAPK,
especialmente a inibicdo ERK1/2 ocasionou aumento do parasitismo, demonstrando
gue, para tecidos de terceiro trimestre a fosforilacdo de MAPK pode estar envolvida
no controle do parasitismo. Além disso, na presenca de apiginina, um potente
agente antiinflamatorio, também foi observado um aumento do parasitismo.
Entretanto, o tratamento com MIF ndo foi capaz de reverter esta condicdo de
aumento de parasitismo; sugerindo que a ativacdo das MAPk nestes tecidos nédo
seja mediado por MIF. Outra hipdtese seria que esta sinalizacdo seja mediada por
MIF endbgeno ndo havendo sitios de ligacdo disponivel para a ligacdo do MIF
exdgeno em seu receptor. Nossos resultados também mostraram que inibicdo das
vias das MAPk ndo causou alteracdo na producdo de citocinas antiiflamatorias e
reguladoras (TGF-B1, IL-13 e IL-10) em explantes de terceiro trimestre. Desta forma,
o0 aumento do parasitismo devido a inibicho das MAPK n&o se relaciona a
hipersecrecdo de nenhuma desta citocinas.

O aumento do parasitismo na presenca de apiginina pode estar relacionado

com a inibicdo da atividade inflamatdria nestes tecidos. Wang e Huang (2013)
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demonstraram que a apiginina é capaz de reverter a reposta inflamatéria causada
por Helicobacter pylori em células de linhagem gastrica. Nestas células a apiginina
atua por prevenir a degradacgéo do inibidor kappa B (IkB) e consequentemente evita
a translocacdo do NFkB para o nucleo. De acordo com estes pesquisadores, a
consequéncia deste processo € uma reducdo de producdo de mediadores
inflamatorios tais como: COX-2, ICAM-1, ROS, IL-6 e IL-8. E provavel que no
presente estudo o aumento do parasitismo na presenca da apiginina também esteja
relacionado com a reducdo da resposta inflamatéria. Embora MIF nao tenha sido
capaz de reverter esta condigéo fica mais uma vez demonstrado que uma resposta
inflamatoria seja importante para mediar o combate a infecgdo. Aléem disso, fica mais
uma vez demonstrado que o aumento do parasitismo com o0 avan¢o da gestacao
pode estar relacionado com mudancas no perfil inflamatoério destes tecidos.

Embora a inibicAo da via das MAPk n&o tenha ocasionado importantes
alteracdoes na secrecao de citocinas nestes tecidos, outra informacdo importante
pode ser extraida destes dados de citocinas obtidos no presente trabalho. A
secrecdo de citocinas nestes tecidos mostrou um perfil bastante interessante que
parece estar associado a idade gestacional. Em explantes de primeiro trimestre a
infeccdo por T. gondii ocasionou uma regulacdo negativa na secrecdo citocinas
antiinflamatérias (TGFB1 e IL-13). De maneira oposta, em explantes de terceiro
trimestre a infeccdo conduziu a regulacdo positiva de citocinas antiinflamatorias (IL-
13 e IL-10). Estes resultados corroboram com a hipdtese de que a resposta
imunoldgica ao T. gondii em tecidos placentarios é dependente da idade gestacional.

Em explantes de primeiro trimestre a regulacdo negativa de citocinas
antiinflamatérias pode favorecer o controle do parasitismo e confirmam os dados
epidemioldgicos que indicam menor chance de transmissdo congénita nesta idade
gestacional (DESMONTS et al., 1974). Por outro lado, a regulacdo positiva de
citocinas antiiflamatérias em explantes de terceiro trimestre demonstra a tendéncia
de um perfil mais compativel com a gestacdo e menos favoravel para controlar o
parasitismo nesta idade gestacional. Estes dados, mais uma vez corroboram com
informacgBes epidemioldgicas de que em fases finais da gestacdo € maior a chance
de transmissao congénita de T. gondii (DESMONTS et al., 1974).

Nossos resultados referentes a cinética de fosforilacdo de MAPK

demonstraram que a fosforilagdo de ERK1/2, JNK e p38 ocorre de forma sustentada

68



na presenca ou auséncia de MIF exdgeno em explantes de primeiro e terceiro
trimestre de gestacdo. Ja a infeccdo por T. gondii levou a reducdo da fosforilacdo
das MAPK e esta condicao ndo pode ser revertida na presenca de MIF exdgeno.

Estes resultados mais uma vez apontam que o MIF exdgeno néo foi capaz de
modular a sinalizagdo das MAPk em tecidos placentarios de terceiro trimestre. E
provavel que a ativacdo desta via seja mediada por outros fatores ou mesmo pelo
MIF enddégeno de modo a contribuir para a fisiologia normal do trofoblasto e para o
controle da infeccdo. A importancia de ERK1/2 e p38 MAPk no funcionamento e
diferenciacdo de tecidos placentario foi demonstrado por Daoud e colaboradores
(2005). Estes autores demonstraram que células citotrofoblasticas fosforilam ERK1/2
e p38 quando cultivadas na presenca de soro bovino fetal. O tratamento destas
células com inibidores de fosforilacdo de ERk1/2 e p38, PD98059 e SB203580
respectivamente, suprimiu o processo de diferenciacéo do trofoblasto. Estes autores
concluiram que a ativacdo destas vias participa do funcionamento normal da
placenta e que a auséncia da fosforilizacdo destas vias pode estar relacionada com
casos patologicos tais como pré-eclampsia e neoplasia trofoblastica (DAOUD et al.,
2005; MOON et al., 2008).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram a reducdo da
fosforilacdo das proteinas da familia das MAPKs na presenca de T. gondii em
tecidos placentarios. Estes resultados indicam que uma possivel estratégia de
evasao do parasito contra a ativacdo de uma resposta imunologica robusta capaz de
eliminar o parasito.

T. gondii é considerado um manipulador mestre da resposta imunologica de
seus hospedeiros (DENKERS et al., 2004). Desta forma, T. gondii evita a inducdo de
uma resposta inflamatoria robusta capaz de conduzir a eliminacdo deste parasito
(HILL, DUBEY, 2002). T. gondii € capaz de manipular a resposta imunoldgica do
hospedeiro em diversos niveis (DENKERS et al., 2004). Um exemplo disso é a
capacidade deste parasito de bloquear temporariamente a translocacédo nuclear de
NFkB (BUTCHER et al., 2001; SHAPIRA et al.,, 2002, DONG et al., 2002). Além
disso, as cascatas de sinalizacdo para a resposta pro-inflamatéria sdo um
importante alvo de manipulacdo destes parasitos, visto que T. gondii é capaz
interferir com as vias de sinalizagdo que conduzem a ativagédo de MAPK (KIM et al.,

2004). T. gondii é capaz de desativar as MAPk por induzir fosfatases de dupla
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especificidade que sao seletivas em desfosforilar residuos de fosfotreonina e
fosfotirosina dentro do grupo de MAPks (CAMPS et al., 2000; ROPERT et al., 2003;
CHEN et al, 2002). Embora ocorra uma ativacdo transitoria de MAPk em tecidos
infectados por T. gondii, uma subseqiente desativacdo destas vias pode estar
associada com a prevencdo da sintese de IL-12 e TNFa como mecanismo de
escape da resposta imunoldgica (WYSK et al., 1999).

E provavel que os resultados obtidos no presente trabalho referentes a
diminuicdo da fosforilagdo em explantes infectados fagam parte de conjunto de
estratégias que o parasito utiliza para evadir da resposta imunoldgica do hospedeiro.
Assim, & provavel que outros mecanismos estejam envolvidos no controle da
infeccdo mediado por MIF, especialmente em tecidos de primeiro trimestre onde este
controle se mostrou mais efetivo.

Ainda na tentativa de esclarecer os possiveis mecanismos desencadeados
por MIF para o controle da proliferacdo de T. gondii n0s utilizamos um modelo de
animais MIF” em comparacdo com animais do tipo selvagem.

Inicialmente nos avaliamos o comportamento destes dois grupos de animais
frente a infeccdo com 05 e 10 cistos da cepa ME-49. NOs observamos que 0S
animais do grupo MIF” sofrem maiores danos frente & infeccdo por T. gondii se
comparados com animais do tipo selvagem. Estes resultados estdo de acordo com
Flores e colaborados (2007) que demonstraram MIF é critico na resisténcia contra
infeccdo por T. gondii. Estes autores observaram que animais MIF” da linhagem
Balb/c apresentaram maiores quantidades de cistos cerebrais, patologia hepatica
mais acentuada e sucumbiram a infeccdo de forma mais acelerada quando
comparados com animais do tipo selvagem. Além disso, estes autores
demonstraram que os animais de linhagem C57BL/6, mais susceptiveis a infeccéo
por T. gondii, produzem menores quantidades de MIF que animais da linhagem
Balb/c, que sdo mais resistentes a infeccdo. Estes dados mais uma vez demonstram
a importancia de MIF no controle da infeccdo por T. gondii (FLORES et al., 2007).

Nosso préximo passo foi determinar se a IDO, uma enzima responsavel por
catabolizar o triptofano na via da quinurenina, seria expressa de modo diferencial em
animais do grupo MIF” e selvagem. Nossos experimentos in vitro haviam
demonstrado que a IDO foi expressa de forma constitutiva em tecidos de primeiro e

terceiro trimestre de gestacdo, sendo esta imunomarcagdo prevalente em células
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mesenquimais. Em camundongos IDO é expressa em células trofoblasticas gigantes
da zona de labirinto (HANSEN et al., 2004, BABAN et al., 2004) e células estromais
na decidua (MACKLER et al., 2003).

Nossos resultados demonstram que animais MIF” expressam maiores
quantidade de IDO quando comparados com animais do grupo selvagem. Além
disso, Uteros de fémeas prenhes expressaram maiores quantidades de IDO que o0s
Uteros de fémeas ndo-prenhes. Finalmente, a infeccdo ocasionou a supressao da
IDO no grupo de fémeas prenhes ou ndo prenhes, tanto nos animais selvagem
quando MIF".

A IDO é uma enzima que desempenha diversas funcdes na regulacéo
imunoldgica, defesa contra patdgenos e homeostase fisiologica. E uma enzima
constitutivamente expressa durante a gestacao sendo indispensavel para o sucesso
gestacional (MUNN et al., 1998, KUDO, BOYD, 2000). A atividade homeostatica da
IDO durante a gestacdo parece estar associada com a degradacdo do trp um
aminoacido importante para inimeras atividades fisiologicas dentre elas, a ativacao,
crescimento e sobrevivéncia de linfécitos T (SCHMIDT et al., 2012). Além disso, foi
demonstrado que a IDO exerce um importante papel na diferenciacdo de células
TCD4+ em células Treg FOXP3+ (FALLARINO et al., 2006). Juntos estes dados
suportam a idéia do importante papel da IDO em gerar um microambiente de
imunoprevilégio compativel com o sucesso da gestacdo (DONG et al., 2008).

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, MIF exerce
importante papel em inibir a ativacdo da IDO, j& que animais MIF” apresentaram
maior expressao de IDO que animais do grupo selvagem. Estes resultados séo
consistentes com a funcao de MIF que é capaz de exercer uma resposta inflamatéria
mesmo na presenca de fatores antiinflamatérios, tais como os hormbnios da
gestacdo (FLASTER et al., 2007).

Além disso, nossos resultados mostraram aumento na expressdao de IDO
frente a gestacdo. Estes dados demonstram uma possivel correlacdo com a
manutencdo de uma resposta preferencialmente de perfil Th2, compativel com o
sucesso gestacional. Assim, a expressao sustentada da IDO geralmente resulta em
um estado de imunotolerancia ao feto, um enxerto semi-alogénico que desenvolve
dentro do organismo materno (DURR, KINDLER, 2013). Estudos in vitro mostram
gue linfocitos T derivados do sangue periférico de individuos saudaveis cultivados
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em meio sem trp estacionam em fases finais de G1 do ciclo celular e ndo proliferam
(MUNN et al., 1999; e TSE et al., 2003). Esta inibicdo pode ser evitada pela adicao
de trp ao meio de cultura ou pela adi¢cao de inibidores da IDO em culturas de células
expressando IDO na forma ativa (RUBIN, et al., 1991; MUNN et al., 2005; MUNN et
al., 1999).

Por outro lado, a sustentacdo de um estado de imunotolerancia devido a
inibicdo de linfécitos T pode favorecer iniimeras infecgdes (DURR, KINDLER, 2013).
Desta forma, conforme observado no presente trabalho, a infec¢do por T. gondii leva
a uma reducao na expressao da IDO favorecendo o perfil de resposta do tipo Thl
capaz de conduzir ao controle da infec¢cdo. Assim, os dados apresentados no
presente estudo suportam a idéia de que MIF € capaz de suprimir a expressédo da
IDO de modo a garantir o controle da proliferacdo de T. gondii nestes tecidos mesmo
na presenca de fatores imunossupressores inerentes a gestacao.

A seguir, n0s avaliamos a expressdo da COX-2 em uteros de fémeas prenhes
e ndo prenhes; infectadas ou ndo infectadas nos grupos de animais MIF" ou
selvagem. Estes valores foram entdo plotados junto com os dados obtidos para
expressado da IDO para investigarmos a possivel associacao entre estes parametros.

Nossos resultados demonstraram que IDO e COX-2 sao expressos de modo
inversamente proporcional. Assim, animais MIF"" que expressaram IDO em maiores
guantidades em relacdo ao controle selvagem apresentaram menor expressao de
COX-2. Estes dados sao consistentes com a hipotese gerada no presente trabalho:
MIF € um importante fator capaz de inibir a atividade da IDO e desencadear uma
resposta inflamatoria via expressdo de COX-2. A COX-2 € uma enzima associada
com a producdo de varios mediadores bioldgicos tais como prostaglandinas E2
(PGE2), tromboxano B2 e protaciclinas que causam proliferacdo celular,
angiogénese e inibicdo de apoptose conduzindo a uma resposta imunoldgica de
perfil pro-inflamatorio (GEE et al., 2008; GHOSH et al., 2010).

Finalmente nés avaliamos se o perfil de citocinas no soro de animais MIF” e
selvagem é consistente com os dados de IDO e COX-2 obtidos no presente estudo.
Nossos resultados mostraram que animais do tipo selvagem apresentam um perfil
mais pro-inflamatorio em resposta a infeccdo com T. gondii que animais MIF" sendo

esta secrec¢éao diferencial mais evidente para os resultados de IL-6 e INFy. Por outro
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lado, animais MIF” respondem melhor ao perfil Th2 em resposta & gestacéo,
principalmente por induzir a producéo de IL-4 e IL-10.

Juntos, estes resultados demonstram que MIF é capaz de mediar uma
resposta de perfil Thl ao inibir a atividade imunossupressora da IDO e conduzir para
producdo de mediadores pro-inflamatoérios tais como COX-2 e citocinas de perfil
inflamatorio tais como IL-6 e IFNy. Por outro lado, na auséncia de MIF conforme
observado nos experimentos com animais MIF" ocorre um aumento da expresséo
de IDO que conduz para uma resposta de perfil preferencialmente antiinflamatério,
com reducdo de mediadores inflamatorios tais como COX-2, redugéo de citocinas de
prefil pré-inflamatério e modulagéo positiva de citocinas antiinflamatorias. Dados de
Murakami e colaborados (2012) fortalecem a nossa hipoOtese. Estes autores
demonstraram que a inibicdo da atividade da IDO pode estar envolvida nos
mecanismos de controle da infeccéo por T. gondii in vivo sendo que animais IDO™
apresentaram drastica reducdo na producdo de citocinas inflamatorias frente a
infeccéo por T. gondi.

No presente trabalho foi iniciada uma busca pelos mecanismos
desencadeados por MIF que seriam capazes de esclarecer quais 0s papeis desta
molécula em atuar como um fator importante para o controle da proliferacédo de T.
gondii. Também tentamos esclarecer quais os fatores envolvidos na diferenca de
regulacdo destas moléculas em diferentes idades gestacionais. Os resultados
apontados por nosso nos geraram alguns esclarecimentos e nos direcionaram novos
guestionamentos. Novos estudos poderdo adicionar mais informacfes sobre a
atividade de MIF em tecidos placentérios.

Uma nova abordagem interessante seria a busca por correlacédo entre MIF e
atividade fagocitica em células trofoblasticas. A fogocitose em células trofoblasticas
€ um processo fisiolégico importante em diversas fases da gestacdo tais como
implantacdo e placentacdo (MUNTENER, HSU 1977; BEVILACQUA,
ABRAHAMSOHN, 1988; KANAI-AZUMA ET AL, 1994). Além disso, a fagocitose
mediada por células trofoblasticas desempenha um mecanismo de defesa que
contribui para a remocao de agentes infecciosos da interface materno-fetal (PAVIA,
1983; GUILBERT et al 1993; AMARANTE-PAFFARO et al, 2004). A regulacdo de
fagocitose em células trofoblasticas é dependentes da idade gestacional
(AMARANTE-PAFFARO, et al., 2004) sendo gque os periodos gestacionais em que a
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fagocitose ocorre com maior frequiéncia coincidem com as fases de maior expressao
de MIF conforme resultados obtidos no presente trabalho. Soma-se a isso o fato de
que MIF foi inicialmente descrita como uma citocina capaz ativar macrofagos e
manté-los no local da inflamacéao.

Portanto, o presente trabalho apresentou um modelo de estudo interessante
para a busca de esclarecimentos das diferentes respostas do trofoblasto que
ocorrem de forma dependente da idade gestacional. Novas investigacdes neste
campo de pesquisa serdo de fundamental importancia para a melhor compressao
das respostas imunologicas e sinalizacBes celulares que ocorrem na interface

materno-fetal.
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6. CONCLUSAO:

Em conclusdo, nés mostramos que MIF foi positivamente regulada em
explantes de primeiro trimestre e que esta regulagdo foi importante para o
controle da infeccdo. Por outro lado, a auséncia de regulacdo positiva apos
infeccdo em explantes de terceiro trimestre pode estar relacionada com a maior
suscetibilidade a infeccdo nesta idade gestacional. Embora, haja suporte na
literatura de que a atividade de MIF depende da sinalizagcdo mediada por MAPK,
no presente estudo ficou demonstrado que o controle da infeccdo de T. gondii
em explantes placentarios mediada por MIF é independente da atividade de
ERK1/2, p38 ou JNK. Por outro lado, ficou demonstrado uma provavel correlacéo
entre a atividade de MIF e a ativacdo da IDO como mecanismo de protecdo de
tecidos placentarios contra a infeccdo por T. gondii. Um estudo mais
aprofundado a respeito da atividade de MIF no microambiente placentario sera
um importante passo para esclarecer as respostas do trofoblasto a infeccao,
particularmente, com relacdo a transmissdo vertical de T. gondii durante a
gestacéo.

o Explantes de primeiro trimestre expressam maiores quantidade de
receptor para MIF quando comparados aos explantes de terceiro trimestre;

o Explantes de primeiro trimestre aumentam a liberacdo de MIF frente a
infeccdo por T. gondii. Esta regulacdo positiva ndo pode ser observada em explantes
de terceiro trimestre;

o A localizacdo de MIF em explantes de primeiro trimestre € alterada
apos a infeccdo. MIF foi imunolocalizado no citotrofoblasto antes da infec¢cdo e no
sinciciotrofoblasto ap6s a infeccdo. A localizagdo no sinciciotrofoblasto
provavelmente coincide com a localizacdo do receptor de MIF. Esta situacdo nao se
repete em explantes de terceiro trimestre.

o IFNy parece ser a principal citocina capaz de induzir a liberacédo de MIF
em explantes de primeiro e terceiro trimestre de gestacao;

o MIF foi induzida em vez de inibida na presenca de infecgdo associada
com estimulos antiinflamatorios em explantes de primeiro trimestre. Este evento nao
se repete em explantes de terceiro trimestre;

o Explantes de primeiro trimestre foram capazes de controlar o

parasitismo frente aos seguintes estimulos: MIF (25 e 100 ng/mL), IFNy, IL-12 e IL-
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10 (10 e 25 ng/mL); Ja os explantes de terceiro trimestre conseguiram controlar o
parasitismo na maior concentracdo de MIF (100 ng/mL), além de IL-12 e TGF-p1
(Ing/mL);

o A atividade de MIF no controle da infeccdo em células trofoblasticas
ocorre de maneira independente da fosforilacdo de proteinas da familia MAPK;

o A funcdo das MAPK no controle da proliferacdo de T. gondii é
dependente da idade gestacional,

o A liberacdo de citocinas antiiflamatérias e reguladoras em resposta a
infeccéo por T. gondii ocorre de maneira dependente da idade gestacional;

o Animais C57BL/6 apresentam maior morbidade frente a infeccao por T.
gondii que animais do tipo selvagem;

o A expresséo de IDO foi induzida na auséncia de MIF, mostrando que o
controle da infeccdo mediado por MIF pode estar associado com a inibicdo das
atividades imunossupressoras da IDO;

o A COX-2 é expressa em menor intensidade em Uteros de animais MIF"
se comparados com controle selvagem;

o Animais MIF” apresentam menor resposta de producdo de citocinas
pré-inflamatérias frente a infecgéo por T. gondii que animais do tipo selvagem.

o Animais MIF” apresentam melhor resposta de producéo de citocinas

de perfil antiinflamatério em resposta a gestacdo que animais tipo selvagem
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8. ANEXOS:

8.1. ANEXo|

UJ Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacéo
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Avenida Jo#o Naves de Avila, n®. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4531/4173; e-mail: cep@propp.ufu.br; www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N°. 055/09 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEP/UFU
006/09

Projeto Pesquisa: Papel do fator de inibicdo de migracdo de macréfagos (MIF) na ativacdo de
cascatas de sinalizacio intracelular em trofoblasto submetido a infeccdo por toxoplasma gondii.

Pesquisador Responsavel: Eloisa Amalia Vieira Ferro

De acordo com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovacdo do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos,
nos limites da redacdo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador deverd arquivar por 5 anos o relatério da
pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de
pesquisa.

b- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e
documentacdo pertinente ao projeto.

¢- a aprovacao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento
a Resolucao 196/96/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Data para entrega do relatério parcial: Dezembro de 2009.
Data para entrega de relatério parcial: Dezembro de 2010.
Data para entrega de relatdrio parcial: Dezembro de 2011.
Data para entrega de relatdrio final: Dezembro de 2012.

SITUAGAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AQ CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia. 20 de marco de 2009.
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Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV 1.1) e deve receber uma
copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem 1V .2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apds
analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item III.3.Z). aguardando seu parecer. exceto quando
perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos
da pesquisa (Item V.3) que requeiram acio imediata.

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item
V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

+ Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do
protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA. o
pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial (Res 251/97, item 1.2 e). O prazo para entrega de relatorio € de 120 dias apds o término da execucdo prevista no
cronograma do projeto. conforme norma.
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8.2. ANExo Il

@ Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao
Comité de Efica na Utiizac3o de Animais (CEUA)
Avenida Jodo Naves de Avila, n®. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberldndia-MG —
CEP 38400-089 - FONEFAX (34) 3239-4131/4335; e-mail:ceua@propp.ufu.br;
WWWw.comissoes propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 032/09 DO COMITE DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS PARA O
PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU DO2/09

Projeto Pesquisa: “Papel do Fator de Inibicio de Macrdfagos (MIF) na ativacio de cascatas de
sinalizacio intracelular em trofoblasto submetido a infeccio por Toxoplasma Godii™,

Pesquisador Responsavel: Eloisa Amalia Vieira Femro
O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com animais nos
limites da redacio e da metodologia apresentadas.

SITUACAQ: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO COM RECOMENDACOES.

PEDE-SE QUE O PROTOCOLO SEJA SUBMETIDO A CIBIO (COMISSAD INTERNA DE
BIOSSEGURANCA) ANTES DO PROJETO SER INICIADOD.

0OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER
INFORMADA IMEDIATAMENTE AQ CEUA PARA FINS DE ANALISE E APROVACAD DA
MESMA.

berlandia, 27 de abril de 2009

Prof. Dr. Alcine Eduardo Bonella
Coordenadora do CEUAMUFU
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9. FIGURAS

Figura 1: A: Dados de PCR em tempo real para o receptor de MIF (CD74) usando
RNA de explantes de placenta humana infectados com T. gondii. Contetudos de
cDNA foram normalizados com base nos niveis de B-actina. Os valores meédios
obtidos de explantes de primeiro e terceiro trimestre de gestacdo foram comparados
usando o teste t de Student (*P = 0,001). B e C: Imunolocalizacdo de CD74 em
explantes de placenta de primeiro trimestre (B) e explantes de terceiro trimestre (C)
infectados por T. gondii. A expressao de CD74 foi identificada pela marcacdo com
imunofosfatase e contracoloracdo com hematoxilina de Mayer. A marcagcao para o
receptor de MIF esta ilustrada por asteriscos (*) nas células trofoblasticas e por setas
(=) nas células mesenquimais.
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Figura 2: A: liberacdo de MIF em explantes de placenta humana apos tratamento
com diversos estimulos. Explantes de primeiro e terceiro trimestre foram tratados
com IL-12 (25ng/mL), IFNy (25ng/mL), 1I-10 (10 e 25ng/mL), TGF-f1 (1 e 10ng/mL)
ou meio de cultura. Os explantes foram infectados ou ndo com T. gondii e foram
novamente estimulados. Os sobrenadantes foram coletados apos 24 horas e MIF foi
mensurado usando o ensaio ELISA. Dados estédo apresentados como média de trés
experimentos independentes realizados em triplicata (n=9). Os valores médios
obtidos para diferentes estimulos e infeccdo de explantes de primeiro e terceiro
trimestre foram comparados com seus respectivos controles (ndo infectados e nao
estimulados) pelo teste de variancia one way ANOVA com pés-teste de Bonferroni.
Os resultados para as comparacdes estao representados por simbolos: primeiro
trimestre (1P = 0,01 e 1P = 0,001); e terceiro trimestre (fP = 0,01). Comparacdes
entre idades estdo indicadas por barras. Os valores médios obtidos para explantes
de primeiro e terceiro trimestre foram comparados usando o teste t de Student (*P =
0,05 e *P = 0,01). B-E: Imunolocalizacdo de MIF em explantes de placenta humana.
B: explantes de primeiro trimestre controle (ndo tratados e ndo infectados). C:
explantes de primeiro trimestre (ndo tratados e infectados com taquizoitas de T.
gondii). D: explantes de terceiro trimestre controle (n&o tratados e nao infectados). E:
explantes de terceiro trimestre (ndo tratados e infectados com taquizoitas de T.
gondii). A expressao de MIF foi identificada pela imunofosfatase e contracorado com
hematoxilina de Mayer. Os asteriscos (*) indicam marcacao intracelular de MIF.
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Figura 3: Efeito de varios estimulos sobre a carga parasitaria de T. gondii em
explantes de placenta humana de primeiro e terceiro trimestre de gestacdo. Os
explantes foram tratados com MIF (5, 25 ou 100 ng/mL), IFNy (25 ng/mL), IL-12
(25ng/mL), IL-10 (10 e 25ng/mL), TGFpB-1 (1 e 10 ng/mL) ou meio de cultura. Os
explantes foram infectados com T. gondii por 24 horas e estimulados novamente por
mais 24 horas. Culturas controle foram realizadas somente com meio de cultura. Os
explantes placentarios foram coletados e os parasitos foram quantificados por PCR
em tempo real. Os valores médios obtidos para diferentes estimulos e infec¢cdo nos
explantes de primeiro e terceiro trimestre foram comparados com seus respectivos
controles (ndo infectados e nado estimulados) pela analise de variancia One way
ANOVA e com pos-teste de Bonferroni. As diferentes comparacdes estéao
representadas por simbolos: primeiro trimestre (#P = 0,05; ##P = 0,01 e ### P =
0,001); terceiro trimestre (&P = 0,01 e && P = 0,001). Os valores médios obtidos
para explantes de primeiro e terceiro trimestre foram comparados usando o teste t
de Student (*P=0,05).
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Figura 4. comparacOes entre liberacdo de MIF e carga parasitaria (T. gondii)
mediante estimulo com diversas citocinas. A liberacdo de MIF e a carga parasitaria
em explantes de placenta humana infectados e estimulados foram comparados com
os controles (ndo estimulados) pelo teste de variancia One Way ANOVA com pos-
teste de Bonferroni. As comparacdes estao representadas por simbolos: parasitismo
(#P = 0,05; ##P = 0,01 e ###P = 0.001) e liberacdo de MIF (*P = 0,05). A)
Experimentos realizacbes em explantes de primeiro trimestre de gestacdo. B)
Experimentos realiza¢cdes em explantes de terceiro trimestre de gestacéao.
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Figura 5. A: Quantificacdo de taquizoitas de T. gondii em explantes de placenta
humana de primeiro e terceiro trimestre de gestacdo por IMQ. O parasitismo foi
mensurado em 10 campos microscopicos e trés areas teciduais foram definidas para
a localizacdo dos parasitos: parasitos aderidos a superficie de células trofoblastica,
parasitos dentro de células trofoblasticas e parasitos dentro da regido de
mesénquima. O namero total de parasitos por tecido também foi determinado. Os
dados foram representados como meédia de dois experimentos independentes
realizados em triplicata (n=6). Comparacoes entre as diferentes idades gestacionais
estdo indicadas por barras. Valores médios obtidos para explantes de primeiro e
terceiro trimestre de gestacdo foram comparados usando o teste t de Student (*P <
0,05 e * P < 0,01). B e C: Imunolocalizacdo de taquizoitas de T. gondii em
explantes placentarios. T. gondii foram identificados por marcacdo com
imunofosfatase e contracorados com hematoxilina de Mayer. B: explantes de
primeiro trimestre. C: explantes de terceiro trimestre. As setas (—) indicam parasitos
aderidos na superficie do trofoblasto nos explantes de primeiro trimestre no
mesénquima nos explantes de terceiro trimestre.
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Figura 6: Esquema do modelo proposto para o controle do parasitismo dependente
de MIF nos explantes de primeiro trimestre (A-C) comparado com explantes de
terceiro trimestre (D-F). A: auséncia de infeccdo e estimulacdo. MIF esta expresso
em grandes quantidades nas células citotrofoblasticas e grandes quantidades do
receptor de MIF estdo expressas na camada de sinciciotroflasto. B: infeccao por T.
gondii. MIF é liberado do citotrofoblasto e se liga ao seu receptor na camada de
sinciciotrofoblasto. C: Resultado da interacéo parasito-hospedeiro. E possivel notar
gue notar pequeno numero de parasitos dentro do trofoblasto ou no mesénquima e
um grande numero de parasitos aderidos a superficie da camada de trofoblasto. D:
Auséncia de infeccdo e estimulacdo: pequenas quantidade de MIF e seu receptor
expressos no trofoblasto. E: infec¢do por T. gondii. A producdo de MIF por células
trofoblasticas € aumentada, entretanto, ndo ha aumento na liberacdo de MIF. F:
Resultado da interacéo parasito-hospedeiro. E possivel notar grande quantidade de
parasitos dentro do trofoblasto e dentro do mesénquima e pequenos numero de
parasitos aderidos as células trofoblasticas.
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Figura 7: A) Dados referentes aos experimentos de inibicdo das MAPk em explantes
de placenta humana de primeiro trimestre de gestacdo. Os explantes foram tratados
com MIF (100 ng/mL); SP600125 (inibidor da JNK); PD98059 (inibidor da ERK1/2)
e apiginina. Todos os inibidores foram adicionados na concentragcdo de (10uM).
Culturas controle foram realizadas somente com meio de cultura. A seguir os vilos
foram infectados ou ndo com a cepa RH 2F1 de T. gondii e apds 24 horas os
tratamentos foram repetidos. Os explantes placentarios foram coletados e os
parasitos foram quantificados por reacdo enzimatica para deteccao da atividade da
beta-galactosidase. Os valores médios obtidos para diferentes estimulos foram
comparados com o0s controles ndo tratados pela analise de variancia One way
ANOVA e com pos-teste de Bonferroni. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando *p<0,05.

(B, C e D) Sobrenadantes de cultura provenientes destes experimentos foram
utilizados para quantificacdo de citocinas (TGFp1, IL-13 e IL-10 respectivamente)
pelo método ELISA. Os tecidos tratados infectados ou ndo foram comparados com
0s respectivos controles pela anadlise de variancia One way ANOVA e com pés-teste
de Bonferroni. As comparacdes entre os grupos infectados e nao infectados foram
realizados pelo Two way ANOVA e com pdés-teste de Bonferroni. (*P < 0,05; ** P <
0,001; ** P < 0,0001)
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Figura 8: (A e B) Dados referentes aos experimentos de inibicdo das MAPk em
explantes de placenta humana de terceiro trimestre de gestacdo. Os explantes foram
tratados com MIF (100 ng/mL); SP600125 (inibidor da JNK); SB203580 (inibidor da
p38); PD98059 (inibidor da ERK1/2) e apiginina. Todos os inibidores foram
adicionados na concentracdo de (10uM). Culturas controle foram realizadas
somente com meio de cultura. A seguir os vilos foram infectados ou ndo com a
cepa RH 2F1 de T. gondii e apds 24 horas os tratamentos foram repetidos. Os
explantes placentarios foram coletados e os parasitos foram quantificados por
reacdo enzimatica para deteccdo da atividade da beta-galactosidase. Os valores
médios obtidos para diferentes estimulos foram comparados com os controles néo
tratados pela analise de variancia One way ANOVA e com pos-teste de Bonferroni.
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando *p<0,05 ou
**p<0,001.

(B, C e D) Sobrenadantes de cultura provenientes destes experimentos foram
utilizados para quantificacdo de citocinas (TGFp1, IL-13 e IL-10 respectivamente)
pelo método ELISA. Os tecidos tratados infectados ou ndo foram comparados com
0s respectivos controles pela andlise de variancia One way ANOVA e com pés-teste
de Bonferroni. As comparacdes entre os grupos infectados e nao infectados foram
realizados pelo Two way ANOVA e com pdés-teste de Bonferroni. (*P < 0,05; ** P <
0,001; ** P < 0,0001)
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Figura 9: Cinética de fosforilacdo de ERK1/2 em tecidos de placenta humana de
primeiro (A) e terceiro (B) trimestre de gestacdo. Os explantes foram tratados ou nao
com MIF e infectados ou né&o por T. gondii. A fosforilacdo foi detectada pela reacao
de Western blotting seguindo uma cinética de 10 minutos, 30 minutos, 1hora e 24
horas.

(C e D): Imunolocalizacdo da ERK1/2 fosforilada em tecidos de primeiro e terceiro
trimestre de gestacdo respectivamente. As imunomarcacdoes presentes
preferencialmente na camada de citotrofoblasto estédo representadas por setas. A
expressdo de ERK1/2 foi identificada pela imunofosfatase e a contracoloracéo foi
realizada com hematoxilina de Mayer.
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Figura 10: Cinética de fosforilacdo de P38 em tecidos de placenta humana de
primeiro (A) e terceiro (B) trimestre de gestacdo. Os explantes foram tratados ou nao
com MIF e infectados ou né&o por T. gondii. A fosforilacdo foi detectada pela reacao
de Western blotting seguindo uma cinética de 10 minutos, 30 minutos, 1hora e 24
horas.

(C e D): Imunolocalizacdo da P38 fosforilada em tecidos de primeiro e terceiro
trimestre de gestacdo respectivamente. As imunomarcacdes presentes
preferencialmente na camada de sinciociotrofoblasto estdo representadas por setas.
A expressao de P38 foi identificada pela imunofosfatase e a contracoloracdo foi
realizada com hematoxilina de Mayer.
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Figura 11:. Cinética de fosforilacdo de JNK em tecidos de placenta humana de
primeiro (A) e terceiro (B) trimestre de gestacdo. Os explantes foram tratados ou nao
com MIF e infectados ou né&o por T. gondii. A fosforilacdo foi detectada pela reacao
de Western blotting seguindo uma cinética de 10 minutos, 30 minutos, lhora e 24
horas.

(C e D): Imunolocalizacdo da JNK fosforilada em tecidos de primeiro e terceiro
trimestre de gestacdo respectivamente. As imunomarcacdes presentes
preferencialmente na camada de sinciociotrofoblasto estdo representadas por setas.
A expressdo de JNK foi identificada pela imunofosfatase e a contracoloracao foi
realizada com hematoxilina de Mayer.
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Figura 12 (A e B): Imunolocalizacdo da IDO em explantes de placenta humana de
primeiro e terceiro trimestre de gestacao respectivamente. A expressao de IDO foi
identificada pela imunofosfatase e a contracoloracéo foi realizada com hematoxilina
de Mayer. Insertos na figuram mostram as imunomarcagdes da IDO na regido de
mesénquima dos explantes em maior aumento (aumento original 100x).
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Figura 13: Alteraces de peso corporal em animais C57BL/6 MIF” em comparac&o
animais do tipo selvagem. Animais infectados com 05 ou 10 cistos da cepa ME-49
de T. gondii foram acompanhados durante 21 dias quanto a perda de peso corporal.
Os asteriscos (*) indicam a diferenca de peso com relacdo ao dia zero (anterior a
infeccdo). O sustenido (#) indica as comparacdes entre C57BL/6 MIF” e C57BL/6
selvagem infectados com o mesmo numero de cistos. As comparacoes foram feitas
pelo teste t de Student ("p<0.01; *p<0.05; **p<0,001).
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Figura 14: (A) Imunoblotting para deteccdo da IDO em uteros de fémeas C57BL/6
MIF” em comparacado animais do tipo selvagem. Os Uteros foram obtidos de fémeas
nao prenhes e ndo infectadas (NP/NI), ndo prenhes e infectadas pela cepa ME-49
de T. gondii (NP/I), prenhes e nao infectadas (P/NI) e fémeas prenhes e infectadas
(PM1). (B) Imunoblotting para deteccao da beta actina em Uteros de fémeas C57BL/6
MIF” em comparacado animais do tipo selvagem. Os Uteros foram obtidos de fémeas
nao prenhes e ndo infectadas (NP/NI), ndo prenhes e infectadas pela cepa ME-49
de T. gondii (NP/), prenhes e nao infectadas (P/NI) e fémeas prenhes e infectadas
(PN1). (C) Dados quantitativos obtidos da densitometria das bandas detectadas na
reacdo de Western blotting.
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Figura 15: (A) Dados quantitativos obtidos da densitometria das bandas obtidas na
reacdo de Western blotting para deteccdo de COX-2 em uteros de fémeas C57BL/6
MIF" em comparacéo animais do tipo selvagem. Os Gteros foram obtidos de fémeas
nao prenhes e ndo infectadas (NP/NI), ndo prenhes e infectadas pela cepa ME-49
de T. gondii (NP/l), prenhes e nao infectadas (P/NI) e fémeas prenhes e infectadas
(P).

Curva de associacao entre os parametros obtidos para IDO e COX-2 em animais
C57BL/6 MIF™ (B) e animais C57BL/6 tipo selvagem (C).
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Figura 16: Dados de secrecdo de citocinas no soro de fémeas C57BL/6 MIF" em
comparacao animais do tipo selvagem. Os soros fora obtidos de fémeas nao
prenhes e nao infectadas (NP/NI), ndo prenhes e infectadas pela cepa ME-49 de T.
gondii (NP/1), prenhes e nao infectadas (P/NI) e fémeas prenhes e infectadas (P/l).
As citocinas IL-6 (A), INFy (B), TNF (C), IL-4 (D), IL-10 (E) foram detectadas por
citometria de fluxo e expressos em pg/mL. As analises estatisticas foram realizadas
pelo teste t de Student. As comparacdes entre fémeas do mesmo grupo estao
indicadas por barras e foram consideradas significativas quando p<0,05. As
comparacdes entre C57BL/6 MIF" e C57BL/6 selvagem estéo indicadas por simbolo
sustenido #p<0,05.
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Figura 17: Secrecéo de 6xido nitrico (NO) no soro de fémeas C57BL/6 MIF" em
comparacao animais do tipo selvagem. Os soros fora obtidos de fémeas nao
prenhes e nao infectadas (NP/NI), ndo prenhes e infectadas pela cepa ME-49 de T.
gondii (NP/1), prenhes e nao infectadas (P/NI) e fémeas prenhes e infectadas (P/I).
As analises estatisticas foram realizadas entre as médias obtidas para cada grupo
pelo teste t de Student. As comparacdes entre C57BL/6 MIF” e C57BL/6 selvagem
estdo indicadas por simbolo sustenido #p<0,05.
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