UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA APLICADAS

A proteina recombinante de 7rypanosoma cruzi (rP21) modula a infecclio por Toxoplasma gondii em
células trofoblasticas humanas vilosas (BeWo), extravilosas (HTR-8/SVneo) e em vilos placentarios
humanos

Guilherme de Souza

Uberlandia
Agosto, 2021



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA APLICADAS

A proteina recombinante de 7rypanosoma cruzi (rP21) modula a infecciio por Toxoplasma gondii em
células trofoblasticas humanas vilosas (BeWo), extravilosas (HTR-8/SVneo) e em vilos placentarios
humanos

Dissertagdo apresentada ao Colegiado do
Programa de Pds-Graduacdo em Imunologia e
Parasitologia Aplicadas como requisito parcial
para obtencao do titulo de Mestre.

GUILHERME DE SOUZA

Orientadora: Dra. Bellisa de Freitas Barbosa

Coorientador: Dr. Claudio Vieira da Silva

Uberlandia
Agosto, 2021



Ficha Catalografica Online do Sistema de Bibliotecas da UFUcom dados informados
pelo(a) préprio(a) autor(a).

S729  Souza, Guilherme de, 1996-

2021 A proteina recombinante de Trypanosoma cruzi (rP21)
modula a infecgcdo por Toxoplasma gondii em células
trofoblasticas humanas vilosas (BeWo), extravilosas
(HTR-8/SVneo) e em vilos placentarios humanos [recurso
eletrénico] / Guilherme de Souza. - 2021.

Orientadora: Bellisa de Freitas Barbosa.

Coorientador: Claudio Vieira da Silva.

Dissertagcao (Mestrado) - Universidade Federal de
Uberlandia, Pés-graduagéo em Imunologia e Parasitologia
Aplicadas.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://doi.org/10.14393/ufu.di.2021.465

Inclui bibliografia.

1. Imunologia. |. Barbosa, Bellisa de Freitas,1983-,
(Orient.). Il. Silva, Claudio Vieira da,1972-,
(Coorient.). lll. Universidade Federal de Uberlandia.
Pds-graduacdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas.
IV. Titulo.

CDU: 612.017

Bibliotecarios responsaveis pela estrutura de acordo com o AACR2:

Gizele Cristine Nunes do Couto - CRB6/2091


http://doi.org/10.14393/ufu.di.2021.465

01/09/2021 SEI/UFU - 2996049 - Ata de Defesa - P6s-Graduagédo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Coordenacdo do Programa de Pés-Graduacdao em Imunologia e Parasitologia

Aplicada
Av. Amazonas, s/n, Bloco 4C, Sala 4C218 - Bairro Umuarama, Uberldndia-MG, CEP 38400-902
Telefone: (34) 3225-8672 - www.imunoparasito.ufu.br - coipa@ufu.br

ATA DE DEFESA - POS-GRADUACAO

Programa de
Pés-Graduacdo | Imunologia e Parasitologia Aplicadas
em:
Defesa de: Dissertacao de Mestrado Académico n2 271 do PPIPA
Trintad to de dois mil Hora d 18h
Data: .rln a de agostodedoismite Hora de inicio: 14 h ora ae (.a
vinte e um encerramento: 07min
Matriculado I 11915 1p004
Discente:
NF)me do Guilherme de Souza
Discente:

, A proteina recombinante de Trypanosoma cruzi (rP21) modula a infec¢do por Toxoplasma gondii
Titulo do , . L. . . .
Trabalho: em células trofoblasticas humanas vilosas (BeWo), extravilosas (HTR-8/SVneo) e em vilos

' placentdrios humanos
Area de . . . .
N Imunologia e Parasitologia Aplicadas
concentragdo:
Linha de . . ~ . .
. Biologia das InteracGes entre Patdgenos e seus Hospedeiros
pesquisa:
Projeto de Participacdo funcional do fator de inibicdo da migra¢do de macréfago (mif) e outras citocinas em
Pesquisa de trofoblasto humano infectado por toxoplasma gondii: estudo in vitro em linhagem de
vinculagdo: coriocarcinoma humano (bewo) e explantes de placentas

Reuniu-se, por video conferéncia web, a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Pés-graduacdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas, assim composta pelos(as) professores(as)
Titulares: Dra. Angelica de Oliveira Gomes - UFTM; Dra. Thaise Lara Teixeira - UNIFESP e Dra. Bellisa de
Freitas Barbosa - ICBIM/UFU (Presidente) e orientadora do candidato.

Iniciando os trabalhos o(a) presidente da banca, Dra. Bellisa de Freitas Barbosa, apresentou a Comissao
Examinadora e o candidato, agradeceu a presenca do publico, e concedeu ao discente a palavra para a
exposicdo do seu trabalho. A duracdo da apresentacdo do discente, o tempo de arguicdo, e o tempo de
resposta, foram conforme as normas do programa.

A seguir a senhora presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente, aos examinadores, que
passaram a arguir o candidato.

Ultimada a arguicdo, que se desenvolveu dentro dos termos regimentais, a banca, em sessao secreta,
atribuiu o resultado final, considerando o candidato:

APROVADO.

Esta defesa faz parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre. O competente diploma
serd expedido apds cumprimento dos demais requisitos, conforme as normas do Programa, a legislacdo
pertinente e a regulamentacdo interna da UFU.

Nada mais havendo a tratar foram encerrados os trabalhos. Foi lavrada a presente ata que apds lida e
achada conforme foi assinada pela Banca Examinadora.


http://www.imunoparasito.ufu.br/
mailto:coipa@ufu.br
mailto:oipa@ufu.br

01/09/2021 SEI/UFU - 2996049 - Ata de Defesa - P6s-Graduagédo

o | Documento assinado eletronicamente por Bellisa de Freitas Barbosa,
jEI! @ Professor(a) do Magistério Superior, em 30/08/2021, as 18:14, conforme
I e horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62,
§ 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.
_ "I ) Documento assinado eletronicamente por Angelica de Oliveira Gomes, Usuario
ﬂs!:‘ @ Externo, em 31/08/2021, as 12:30, conforme horario oficial de Brasilia, com
| eletronica fundamento no art. 62, § 12, doDecreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.
e
p eil Documento assinado eletronicamente por Thaise Lara Teixeira, Usuario Externo,
ﬂ'imm:‘ @ em 31/08/2021, as12:47, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no
| eletrénica art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de8 de outubro de 2015.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
https://www.sei.ufu.br/sei/controlador externo.php?
acao=documento_conferir&id orgao acesso_externo=0, informando o cédigo
verificador 2996049 eo cddigo CRC B77D5FF2.

Referéncia: Processo n? 23117.056212/2021 72 SEI n2 2996049


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

Dedicatoria

ApoOs 2 anos e meio, termino uma das etapas mais importantes da minha vida. Nunca imaginei
que um dia estaria aqui, € sem o apoio da minha familia nada disso seria possivel. Dedico esse
trabalho a minha mae Céssia, que com muito esfor¢o conseguiu nos dar a melhor educagdo e
sempre nos incentiva para ir atras dos nossos sonhos. Aos meus irmaos Augusto ¢ Nathalia,
obrigado pelo apoio nessa jornada. Em especial, dedico esse trabalho a minha irma Luana, que
¢ meu brago direito, € que sem seu apoio nada disso seria possivel. Obrigado pela sua ajuda
durante todos esses anos, espero algum dia conseguir retribuir todo o esfor¢o que vocé faz por

J4

nos.



Agradecimento especial

Agradeco imensamente minha orientadora, Dra. Bellisa de Freitas Barbosa. Estar aqui hoje
representa uma grande conquista pessoal, e vocé foi/é fundamental nesse processo. Obrigado
por ter me aceitado no laboratorio, e principalmente, pelas inimeras portas que vocé abriu
durante esses anos. Agradeco as oportunidades, orientacdo, confianca, conversas e dicas
durante esse tempo. Tenho muita admiragdo pela sua ética, profissionalismo e dedicagdo em
tudo que faz. Vocé ¢ um grande exemplo de professora, orientadora, pesquisadora e pessoa nao

sO para mim, mas para todo o laboratério.

Muito obrigado!!



Agradecimentos

Agradeco minha Madrinha Ilda e meu padrinho Almir, que mesmo distantes, sempre me

incentivaram e ajudaram em tudo que precisei.

Agradeco meus amigos: Ari, Débora, Dieine, Dudu, Henrique, Lucas, Paola e Thais. Obrigado

pelo apoio durante esses anos, sei que posso contar com cada um de vocés.

Agradeco a Dra. Eloisa Amalia Vieira Ferro, pela oportunidade de fazer parte de seu

laboratorio, pelos ensinamentos e confianga depositada em todo o grupo.

Agradeco ao Dr. Claudio Vieira da Silva, por permitir ter trabalhado com a proteina que vocé

descobriu, e por abrir as portas do seu laboratorio sempre que precisamos.

Agrade¢o todo o grupo do laboratorio de Imunofisiologia da Reproducdo: Alessandra,
Andressa, Carol, Fernanda, Gabriel, Idessania, Iliana, Luana, Maria Thereza, Mayara, Pamella,
Priscila, Rafaela, Samuel e Thadia. Obrigado pela ajuda em tudo que precisei e pelos momentos

de descontracdo durante esses anos.

Agradeco todo o grupo do laboratério de Tripanosomatideos (LATRI), que sempre recebeu de

portas abertas e auxiliaram em tudo que precisei.

Agradeco a Dra. Neide Maria Silva, por abrir as portas do seu laboratério para tudo que
precisamos. Agradeco imensamente seus alunos: Andrea Tatiana, Estér, Flavia, Marcos Paulo

e Yusmaris por toda ajuda durante esse periodo.

Agradeco as técnicas Mariani (confocal) e Vanessa (Parasitologia) pela disponibilidade em

ajudar mesmo nesses tempos tao dificeis.

Agradeco a banca avaliadora: Dra. Angelica de Oliveira Gomes, Dra. Thaise Lara Teixeira e
Dra. Rafaela José da Silva, por terem aceitado o convite e pelas contribuigdes feitas para

melhorar o trabalho.
Agradeco as secretarias do PPIPA, Lucélia e Claudia, por toda ajuda durante esses anos.

Agradego a CAPES, pela concessao da bolsa.



LISTA DE ABREVIATURAS

AFAP1 - actin filament associated protein 1
AFAPI1LI1 - actin filament associated protein 1 like 1
AIDS - sindrome de imunodeficiéncia adquirida
BSA - soro albumina bovina

CD - grupo de diferenciacao

COX-2 - ciclooxigenase-2

CPRG - clorofenol red-B-D-galactopiranosideo
CXCR4 - receptor de quimiocina CXC tipo 4
ERK1/2 - quinase regulada por sinal extracelular 1 e 2
H:DCFDA - 2'7' diacetato de diclorofluoresceina
hCG - gonadotrofina corionica humana

hPL - hormoénio lactogénico placentario

IDO - indoleamina 2,3-dioxigenase

IFN-y - interferon-y

IL - interlecuina

IPTG - Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

kDa - Kilo Dalton

LPS — lipopolissacarideo

MIF - fator inibidor da migragdo de macréfagos
MMP?9 - metaloproteinase 9

MPO - mieloperoxidase

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltertrazolim brometo
NAG - N-acetilglicosaminidase

NK - célula natural killer

NO - 6xido nitrico

°C - graus Celsius

DO - densidade 6ptica

PAMPs — padrdes moleculares associados aos patdgenos



PBS - solugdo salina tamponada com fosfato
PGE: - prostaglandina E»

PGN - PBS + 0,15% de gelatina + 0,1 % de azida
PGN-saponina - PGN + 0,1% de saponina
pH - potencial hidrogenionico

PI3K - PI3-quinase

PPD - parafenilenodiamina

RPM - rotacdo por minuto

SDS - dodecil sulfato de sddio

SFB - soro fetal bovino

sFIt-1 - soluble fms-like tyrosine kinase 1
TGF-p1 - fator de crescimento beta-1

Th - T helper

TLR - receptor semelhante a Toll

TMB - 3,3°,5,5’- tetrametilbenzidina
TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

TRITC - isotiocianato de tetrametilrodamina



SUMARIO

1. INTRODUGAQ . ....ccuurrererererereresesesesesesesssesesssesesssssesssesssssesssssesssssssssssssssesssssssesssesssssssssssens 4
1.1. Toxoplasma gondii: caracteristicas GeraiS......ccuveecrreressseresssercsssnssssanssssasesssasesssasssssnsssses 4
1.2, TOXOPIASINOSE....ccrierrnrricissariecsssaseessssassessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 5
1.3. TOXOPIlasmOSe CONGENItA......cccveirruiesrerssercssansssnesssrsssnsssasssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssses 6
1.4. Células trofoblasticas humanas e vilos corionicos humanos.........cecceeveeeenressercsneesnnenns 7
1.5. Resposta imune CONtIra 7. QONil e ceceiesssesosssisssasssssanesssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 9
1.6. ResSposta imune NA GeSTACAD..ccccvvreecrsssnrrcssssarsresssssssasssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssess 10
1.7. Proteina 21 de TrypanoSOM@ CrUZi...uueeneereeruesvesuensaesnsssessaessnsssessssssasssessaessassassssessacss 11
2. JUSTIFICATIV A...uucaiiiiitiniinniinneennncsnesssessssessssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssassssessssssssass 15
3. OBUIETIVOS..iiiiinninniisninsanissssssssssssiosssssssssssssssssessssssssessssssssessssssssessssssssessssssssessassns 16
3.1, ODjJEtivo GeIral...eucccnueenieeerseensunnssrensunnssnesssenssnessssssssnsssessssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssassssassss 16
3.2. ODjJetivos eSPECIfICOS..cccueierrricrsrisssanisssanesssanessssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanss 16
4. MATERIAIS E METODOS........ocoveerereessessessessessesssssessessssssssssssssessessessessessessssassessesses 17
4.1. Cultura de células BeWo € HTR-8/SVNe0.......uccuvureriinvuinsinsseinsiissencsenssnncsesssssessnnns 17
4.2. Coleta de placentas hUMANAS......cccccveerirrriccscrnricssssansesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 17
4.3. Manutencao de 7. GONdil.....eccuueeeessurenssuresssanessancssssnssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 18
4.4. Purificacao da rP21.....eiiciiveiicninnnniicssssnnnicssssnsscssssasssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssassssssses 18
4.5. Ensaio de viabilidade celular ...19

4.6. Ensaio de invasio e proliferacio intracelular de 7. gondii em células BeWo, HTR-

B/SVNE0u..uueitiiiiitiiticttienitenticatiseesseesteessesssesssessseessssssssssssssssasssssssassssassssessssssassssasans 20
4.6.1. Infeccao e tratamento simultineo com rP21(invasio) 20
4.6.2. Tratamento apos 3 h de infeccao (Proliferagao)...c..cueevveeesercsnencruercsnensnesseensnecsnnes 21
4.6.3. Pré-tratamento das células com a rP21 por 24 h (invasao e proliferagio).............. 21
4.6.4. Ensaio de reinfeccao (invasao e proliferagao) w21
4.6.5. Ensaio de reversibilidade (proliferacio)..... w22
4.7. Analise da polimeriza¢io do citoesqueleto de actina em células BeWo e HTR-
B/SVIICO0..cuueiiiiiitricirinttinitiessnttcssnticssssicssssssssssssssstesssstesssssesssssesssstsssssssssssasssssnssssssessssssssses 23
4.8. Analise da producio de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células BeWo e
HTR-8/SVNEO0....cueiiiiiiieiitiintictiisninnenssicsseississseisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassns 23
4.9. Dosagem de citocinas por ELISA INdireto.........ccoueienveeicssnnccsisnncssnncssnnncssneecssssecssssecses 24
4.10. Viabilidade de vilos corionicos humanos tratados com rP21...........cceveeeveeruecruecnnene 25
4.11. Ensaio de proliferacao intracelular de 7. gondii em vilos corionicos humanos....... 25

4.12. ANALISE CSTALISLICAceuuurrrreerreeeereeeeeerresseeesssesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 26



5. RESULTADOS.....coiintintnnnnsnennesnnssessssssssssesssessasssssssssssesssssassssssssssasssssssassasssassasssssssasss 27

5.1. A rP21 néo diminui a viabilidade de células BeWo e HTR-8/SVneo 27
5.2. A rP21 aumenta a invasao de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo................ 27
5.3. A rP21 diminui a proliferacio de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo......... 27

5.4. O pré-tratamento com a rP21 por 24 h aumenta a invasao de 7. gondii em células

BeWo e diminui a proliferacio em células BeWo e HTR-8/SVneo 28

5.5. A rP21 nio altera a viabilidade de 7. gondii, permitindo uma maior capacidade de

reinfeccao em células BeWo, mas diminuindo a proliferacio em células BeWo e HTR-

8/SVNEO0...uuucceiieeitectictinneinneesnesnessanennne 28
5.6. A remocio da rP21 tende a reverter o efeito da proliferaciao de 7. gondii em células
BeWo e HTR-8/SVneo 29
5.7. A rP21 induz a polimerizacio do citoesqueleto de actina em células BeWo, mas nao
e HTR-8/SVINEO....uuiiiiiiitiitiitiiseintinticteinnennecnticssesssessesssissssssssesssesssseesssssssssssasans 29
5.8. A rP21 tende a diminuir a producio de ROS em células BeWo e diminui em HTR-
B/SVICO0..cuueieiiiitiictrinnitestncsnttcsntecsseecsstessstessstesssstesssssessssesssssssssssesssssesssssasssssssssssssssses 30
5.9. A rP21 tende a induzir uma maior producio de MIF e diminuem a producao de IL-
8 em CEIUIAS BEWO...uuuiieiitiiiiiitiiitiitenntintennnenntesnesnesssesssesssesssnssssessssssssssssassssessssssssens 30
5.10. A rP21 induz uma menor producio de MIF e aumenta a producio de IL-6 em
CElulas HTR-8/SVNEO0....cuuiiueiriitiiieiitinnticnennninsecnnicssnissnsssesssesssssssssssssssssessssssssssssasssses 31
5.11. A rP21 nio altera a viabilidade e aumenta a proliferaciao de 7. gondii em vilos
corionicos humanos............. 32
6. DISCUSSAQ.cucucicirscisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssss 33
7. CONCLUSAO . .cuuconirmniansssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssss 38
8. FIGURAS . ...uuiitiittiticutintisnicnsisssiesstssssssstosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossssssssns 39
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccueemiunsenaeenssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 54

ANEXOS...outiiiininnninsnennnssnnsnessasssnssssssssssssssessassssssassssssssssssssassssssasssassssssssssassssssssssasssssssssssess 65



RESUMO

A proteina recombinante 21 de Trypanosoma cruzi (rP21) ¢ uma proteina secretada por este
parasito que ¢ importante para a sua invasao e controle da proliferacdo na célula hospedeira.
Além disso, estudos mostram que essa proteina tem atividade antiangiogénica, quimiotatica,
inflamatoéria e antitumoral. No entanto, ndo se sabe o impacto dessa proteina na infec¢do por
outros patégenos, como por exemplo, Toxoplasma gondii, especialmente na interface materno-
fetal. Assim, este trabalho teve como objetivo principal avaliar o papel da rP21 na infec¢ao por
T. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo e em vilos coridnicos humanos. Nos observamos
que a rP21 ndo tem efeito citotoxico em células BeWo e HTR-8/SVneo, e que o tratamento
concomitante a infec¢do induziu uma maior invasao de 7. gondii nas duas linhagens celulares.
Em adi¢do, o tratamento pos infeccdo induziu uma menor proliferacdo de 7. gondii nos dois
tipos celulares, e que esse efeito da proliferacao foi parcialmente revertido com a retirada da
rP21. Além disso, nds observamos que o tratamento prévio das células, com excegdo da
concentragdo de 40 pg/mL em células BeWo, ndo alterou a invasao de 7. gondii. Por outro lado,
o tratamento prévio diminuiu a proliferacdo de 7. gondii nos dois tipos celulares. Nos
investigamos alguns mecanismos que poderiam estar envolvidos com a diminuicdo da
proliferacdo intracelular e observamos que a rP21 induziu a polimerizagao do citoesqueleto de
actina, diminuiu a produ¢ao de espécies reativas de oxigénio, e induziu um aumento de citocinas
pro-inflamatérias em células BeWo e HTR-8/SVneo. Por outro lado, nos vilos coridnicos
humanos, a rP21 induziu um aumento na proliferagcdo de 7. gondii, mas os mecanismos
envolvidos com esse aumento precisam ser elucidados. Assim, nds concluimos que a rP21,
assim como para o 7. cruzi, pode ser benéfica para 7. gondii, uma vez que ela auxilia a entrada
do parasito, e uma vez 14 dentro, induz mecanismos intracelulares que pode ajudar o parasito a

se manter na célula hospedeira, contribuindo para a infecgdo por 7. gondii.

Palavras chave: Toxoplasma gondii, P21, trofoblasto humano, vilos coridénicos humanos,

transmissdo transplacentaria.



ABSTRACT

The recombinant protein based on 7rypanosoma cruzi P21 (rP21) is a protein secreted by this
parasite that is important for its invasion and control of proliferation in the host cell.
Furthermore, studies have shown that this protein has antiangiogenic, chemotactic,
inflammatory and antitumor activity. However, the impact of this protein on infection by other
pathogens, such as Toxoplasma gondii, especially at the maternal-fetal interface, it is not
understood. Thus, this work aimed to evaluate the role of rP21 in 7. gondii infection in BeWo
and HTR-8/SVneo cells and in human chorionic villous. We observed that rP21 did not
decrease cell viability and that concomitant treatment with infection increased 7. gondii
invasion in BeWo ¢ HTR-8/SVneo cells. In addition, post-infection treatment decreased 7.
gondii proliferation in both cell types, and this proliferation effect was slightly reversed with
the removal of rP21. Furthermore, we observed that the pre-treatment of the cells, except the
concentration of 40 pg/mL, did not alter 7. gondii invasion. On the other hand, pre-treatment
decreased 7. gondii proliferation in both cell types. We investigated some mechanisms that
could be involved with the decrease in intracellular proliferation and observed that rP21 induced
actin cytoskeleton polymerization, decreased reactive oxygen species production, and induced
an increase of pro-inflammatory cytokines in BeWo and HTR-8/SVneo cells. On the other
hand, in human chorionic villous, rP21 induced an increase in 7. gondii proliferation, but the
mechanisms involved with this increase need to be elucidated. Thus, we conclude that rP21, as
well as for 7. cruzi, may be beneficial to 7. gondii, as it helps the parasite to invade, and once
inside, it induces intracellular mechanisms that can help the parasite to survive in the host cell,

contributing to 7. gondii infection.

Keywords: Toxoplasma gondii, P21, human trophoblast, human chorionic villous,

transplacental transmission.



1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii: caracteristicas gerais

Toxoplasma gondii ¢ um protozoario parasito intracelular obrigatorio do filo
Apicomplexa, sendo considerado um dos parasitos mais bem-sucedidos devido a sua
capacidade de infectar todos os vertebrados de sangue quente, como as aves € 0os mamiferos,
incluindo os seres humanos, representando um grande problema de satide ptublica (TENTER et
al., 2000; DUBEY et al., 2014; MURALIKRISHNA et al., 2017).

Morfologicamente, semelhante a qualquer célula eucariotica, 7. gondii possui organelas
padrdo, como reticulo endoplasmatico, um tnico Golgi ¢ uma mitocondria. Além disso, o
parasito ¢ caracterizado pela presenca do complexo apical, uma regido composta por organelas
especializadas como as micronemas, roptrias, granulos densos e apicoplasto. Essas organelas
sdo importantes para a fixagdo, invasdo e sobrevivéncia na célula hospedeira (CARRUTHERS;
BOOTHROYD, 2007; COPPENS et al., 2017; BOOTHROYD; HAMIKI, 2020).

T. gondii possui trés estagios infecciosos: taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas
(DUBEY, 1998; OZGONUL; BESIRLI, 2017). Os taquizoitas estdo presentes na fase aguda
da infeccdo, e possuem uma riapida multiplicacdo por endodiogenia dentro de um
compartimento intracelular denominado vactolo parasitéforo. Os taquizoitas sdo capazes de
infectar todo tipo de célula nucleada e se disseminar por todo o corpo (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; BLADER et al., 2015). Por pressdo do sistema imunoldgico do
hospedeiro, os taquizoitas se convertem em bradizoitas, passando para um estagio de
multiplicagdo mais lenta, formando os cistos teciduais, sendo prevalentes em infecgdes
cronicas. No interior dos cistos, os bradizoitas se dividem por endodiogenia, formando duas
células filhas. A parede membranosa que recobre os cistos permite uma maior resisténcia dos
bradizoitas as enzimas presentes no suco gastrico, permitindo sua transmissao por meio da
ingestdio (FERGUSON, 2004; BLADER et al., 2015). Os cistos se desenvolvem
intracelularmente e podem conter milhares de bradizoitas vidveis que podem persistir por anos
no hospedeiro, sendo o musculo esquelético, musculo cardiaco e o sistema nervoso os locais
mais comuns da infec¢do, embora cistos também tenham sido encontrados no pulmao, figado e
rins (DUBEY, 1998; HARKER; UENO, LODOEN, 2015; MENDEZ; KOSHY, 2017). Os
esporozoitas sdo encontrados no interior de oocistos maduros, sendo formados no trato
intestinal e liberados junto as fezes dos hospedeiros definitivos, os felinos. Esses oocistos sdo

estruturas ovéides que em ambientes favoraveis de umidade, calor e clima, sofrem esporulacao,
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contendo dois esporocistos, e cada um possui quatro esporozoitas. A parede do oocisto ¢ uma
estrutura com multicamadas que protege o parasito de mudancas quimicas e mecanicas,
permitindo que ele sobreviva por mais de um ano no ambiente externo (MONTOYA,
LIENSENFELD, 2004; MAI et al., 2009; YAN et al., 2016).

O ciclo de vida de 7. gondii inclui uma fase assexuada e sexuada, tendo como
hospedeiros definitivos os gé€neros Felis e Lynx, ¢ hospedeiros intermediarios as aves e
mamiferos, incluindo o homem (DUBEY, 1998; DUBEY, 2020). A fase sexuada, que ocorre
nos hospedeiros definitivos, comeca quando ocorre a ingestao de cistos contendo bradizoitas
pelos felinos, levando a liberacdo de parasitos na mucosa gastrica que migram para o epitélio
intestinal, onde se replicam por esquizogonia e formam esquizontes. O nicleo dos esquizontes
inicia lentamente sua individualizacdo através da divisdo da membrana plasmadtica, originando
os merozoitos. Estes, por sua vez, ddo origem aos gametas, ¢ havendo fecundagdo, formam-se
oocistos. Apos cair na luz intestinal, os oocistos s3o liberados para o meio ambiente juntamente
com as fezes destes animais. A ingestdo de alimentos contaminados, tanto com cistos quanto
com oocistos, pode levar a infec¢do de hospedeiros intermediarios, pois estes liberam
bradizoitas e esporozoitas, respectivamente, que em seguida vao se transformar em taquizoitas
capazes de invadir e se disseminar pelas células do individuo, ocorrendo a fase assexuada
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-GANGNEUX, 2014; AL-MALKI, 2021). Para
os seres humanos, as vias mais importantes de transmissao sdo através da ingestao de carne mal
cozida contendo cistos, vegetais mal lavados, 4gua ou solo contaminado com oocistos e via
transmissdo vertical, ou seja, da mae para o feto ou embrido (AZADI et al., 2020; TONG et al.,

2021).

1.2. Toxoplasmose

T. gondii é o agente causador da toxoplasmose, uma das infec¢des parasitarias mais
comuns em humanos e animais de sangue quente. Estima-se que cerca de 2 bilhdes de pessoas
estdo cronicamente infectadas com 7. gondii em todo o mundo, com as maiores taxas de
incidéncia na América do Sul, Sudoeste Asiatico e Africa (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS,
2009; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012; DUBEY et al., 2014).

Logo apds a infecgdo, os taquizoitas se multiplicam rapidamente em diferentes tipos
celulares, caracterizando a fase aguda da infeccdo. Em individuos imunocompetentes,
aproximadamente 10-20% dos casos tornam-se sintomadticas, sendo, portanto, a maioria dos
casos assintomaticos (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). No entanto, algumas

manifestagdes clinicas podem ocorrer, como a febre, fadiga, dor muscular, dor de garganta e
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cefaleia (HILL, DUBEY, 2002). Ap6s 2 a 3 semanas de infec¢do, devido a uma resposta eficaz
do hospedeiro, os taquizoitas se diferenciam em bradizoitas, formando os cistos teciduais,
caracterizando a fase cronica da infeccdo (HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005). Em
caso de imunodeficiéncia, particularmente em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), os bradizoitas liberados apds a ruptura do cisto sdo convertidos em
taquizoitas, cuja proliferacao ndo ¢ efetivamente controlada pela resposta imune do hospedeiro,
levando a encefalite (KAMERKAR; DAVIS, 2012; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).
No entanto, a patologia da doenca depende de alguns fatores, como a carga parasitaria,
viruléncia da cepa, e fatores intrinsecos ao hospedeiro, como o estado imunolédgico e historico

genético dos individuos (WEISS; DUBEY, 2009).

1.3. Toxoplasmose congénita

A toxoplasmose congénita é considerada uma das formas mais graves da doencga, e
ocorre devido a passagem transplacentaria das formas taquizoitas do parasito durante a
gestacdo, alcancando assim a circulagdo e os tecidos fetais, podendo levar a graves implicagdes
para as pessoas afetadas desde o feto até¢ a idade adulta (MONTOYA; REMINGTON, 2008;
HALONEN; WEISS, 2013; FALLAHI et al., 2018). Entretanto, sabe-se que o risco para o feto
depende de varios fatores, como o estado imunoldgico e o gendtipo da mae, o gendtipo e a
viruléncia do parasito, bem como o periodo gestacional em que a infec¢do ¢ adquirida. Outros
determinantes da doenca incluem a carga parasitaria, se a infec¢do ¢ iniciada com oocistos ou
cistos teciduais ou a ocorréncia de coinfeccdes (CARLIER et al., 2012; HALONEN; WEISS,
2013).

Nesse sentido, a placenta desempenha um papel fundamental, pois € uma barreira
natural que protege o feto a exposicdo de patogenos (ABBASI et al., 2003). No entanto, o risco
de infecgdo fetal e o comprometimento fetal dependem do estagio da gravidez quando ocorre a
infeccdo materna (BORGES et al., 2019). Assim, o risco de infec¢do fetal no primeiro trimestre
¢ em torno de 10-25%, no entanto o comprometimento fetal ¢ grave e pode levar ao aborto. No
segundo trimestre, as chances de transmissdo aumentam para 30%, enquanto que no terceiro
trimestre pode variar entre 60% a 90%, mas o comprometimento fetal ¢ menor (RORMANN et
al., 2006; MCLEOD et al., 2009; GARCIA-MERIC et al., 2010). Se a infec¢cdo ocorrer antes
da gravidez, o risco para o feto ¢ extremamente baixo, mesmo se a mae for exposta a outra
infeccdo. No entanto, alguns estudos mostram que a reativa¢ao da doenga pode ocorrer durante
a gravidez e pode resultar em efeitos adversos no feto em desenvolvimento (GARWEG et al.,

2005; CARLIER et al., 2012; CHAUDHRY; GAD; KOREN, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3346298/pdf/zcm264.pdf

Os sintomas da toxoplasmose congénita incluem a coriorretinite, hidrocefalia,
microcefalia, epilepsia, cegueira, estrabismo, calcificagdes intracranianas, entre outros
sintomas (JONES; LOPES; WILSON, 2003; LI et al., 2014). Geralmente, bebés infectados no
terceiro trimestre sao assintomaticos, mas pode apresentar sintomas durante a infancia ou na
fase adulta (WALLON et al.,, 2001; MONCADA; MONTOYA, 2012; SCHLUTER;
BARRAGAN, 2019). No Brasil, a incidéncia da toxoplasmose congénita varia de 3 a 10 casos
a cada 10 mil nascidos vivos (CARLIER et al., 2012).

1.4. Células trofoblasticas humanas e vilos corionicos humanos

A interface materno-fetal constitui a principal barreira entre os compartimentos materno
e fetal durante a gravidez. Ela é composta pela decidua materna e pela placenta que ¢ originada
por células fetais (BURTON; JAUNIAUX, 2015; TURCO; MOFFETT, 2019).

Nos humanos, a estrutura da placenta humana é composta de vilosidades flutuantes e de
ancoragem. O sinciciotrofoblasto ¢ uma camada de células multinucleadas que reveste a
superficie mais externa das vilosidades da placenta humana e atua como a principal barreira
celular entre o compartimento fetal e o sangue materno (HUPPERTZ; GAUSTER, 2011;
MAYHEW, 2014). Além disso, essa camada de células facilita o transporte de nutrientes, gases
e residuos através da interface materno-fetal, além de produzir gonadotrofina coridnica humana
(hCG) e progesterona, hormdnios importantes para a gravidez (MALASSINE; FRENDO;
EVAIN-BRITON, 2003; BENIRSCHKE; BURTON; BAERGEN, 2012). Subjacente ao
sinciciotrofoblasto, esta o citotrofoblasto, uma camada de células individualizadas, com alta
capacidade proliferativa, e que podem se fundir para repor a camada de sinciciotrofoblasto. O
citotrofoblasto ¢ dividido em trofoblasto viloso e extraviloso. O trofoblasto viloso € importante
para a troca de nutrientes e residuos entre a mae e o feto, enquanto que o trofoblasto extraviloso
¢ responsavel pela migragdo e invasdo na decidua, e estdo localizados nas extremidades dos
vilos de ancoragem (APLIN, 1991; ANDER; DIAMOND; COYNE, 2019).

Assim, a placenta € uma importante barreira fisica que precisa ser mantida intacta a fim
de proteger o organismo contra a infeccdo por patégenos (ARORA et al., 2017; ANDER;
DIAMOND; COYNE, 2019; COSTA; NOBREGA; ANTOLINI-TAVARES, 2020). No
entanto, alguns patdégenos sdo capazes de atravessar essa barreira e podem induzir
consequéncias para o feto em desenvolvimento, como por exemplo, 7. gondii. Como dito
anteriormente, o risco da transmissdo vertical aumenta de acordo com a idade gestacional. Esse
risco aumentando pode ser devido a altera¢des na estrutura da placenta. No inicio da gestagao,

a barreira placentaria atinge uma espessura de 50-100 um e diminuiu progressivamente para



2,5-5 pm no final da gravidez, permitindo que os patdgenos invadam de forma mais facil os
trofoblastos (BLASZKOWSKA; GORALSKA, 2014; HOO; NAKIMULIL; VENTO-TORMO,
2020). Além disso, de acordo com o prosseguimento da gestagdo, a camada de trofoblasto
viloso se torna descontinua e diminui sua capacidade proliferativa, fazendo com que a camada
de sinciciotrofoblasto se torne mais fina e descontinua, levando a uma diminui¢do da barreira
placentaria (CARLIER et al., 2012; ROBBINS et al., 2012). Portanto, para compreender a
interacdo de parasitos intracelulares, como 7. gondii, ¢ a interface materno-fetal, alguns
modelos tém sido utilizados para estudar essa interagdo, incluindo linhagens de células
trofoblasticas e explantes de vilos coridnicos humanos.

Células BeWo foram isolados de um coriocarcinoma humano em 1968 por Pattillo e
Gey. Essas células possuem muitas caracteristicas de trofoblasto viloso humano, pois secretam
hormdnios como gonadotrofina coridnica humana (hCG), hormonio lactogénico placentario
(hPL), progesterona e estradiol (WOLFE, 2006). Estudos do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que células BeWo foram susceptiveis a infecgdo por 7. gondii na presenca de
IL-10 e fator de crescimento beta-1 (TGF-$1) (BARBOSA et al., 2008). Em outro estudo do
nosso grupo, Castro e colaboradores (2013) demonstraram que células BeWo foram capazes de
modular a atividade de mondcitos humanos, que foram capazes de controlar a infec¢ao por 7.
gondii. Adicionalmente, Barbosa e colaboradores (2014) demonstraram que células BeWo
estimuladas com baixas concentragcdes de MIF mostraram forte fosforilagio de ERK1/2 e
significante producdo de prostaglandina E> (PGE:2), o que coincidiu com uma maior
proliferacdo intracelular de 7. gondii. Em contrapartida, altas concentragdes de MIF em células
BeWo nao fosforilaram ERK1/2 e ndo contribuiram para a liberagdo de PGE», controlando a
carga parasitaria, mostrando a importancia deste mediador lipidico durante a infec¢ao por 7.
gondii em células trofoblasticas humanas.

Células HTR-8/SVneo foram geradas a partir de isolados de trofoblasto extraviloso de
placentas de primeiro trimestre. Posteriormente, elas foram transfectadas com um plasmideo
contendo o antigeno T do virus simio 40 (SV40) (GRAHAM et al., 1993). Entre todas as
linhagens de trofoblasto extraviloso, a HTR-8/SVneo ¢ a mais utilizada para estudos de invasao,
migrac¢do e interacdo com outras células na interface materno-fetal (DING et al., 2016; YANG
et al., 2016). Um estudo do nosso grupo mostrou que 7. gondii modula os altos indices de
apoptose em células HTR-8/SVneo, o que favoreceria o seu estabelecimento dentro das células
hospedeiras. Entretanto, o tratamento dessas células com meio condicionado de macrofagos
ndo infectados restaurou as taxas de apoptose, sugerindo que 7. gondii modula a interagao entre

macrofagos e o trofoblasto extraviloso (GUIRELLI et al., 2015). Recentemente, Milian e



colaboradores (2019) demonstraram que 7. gondii induziu uma maior producdo de MIF em
cé¢lulas HTR-8/SVneo, o que levou ao aumento da expressdo do seu co-receptor (CD44),
desencadeando a fosforilagdo de ERK1/2 e ativando ciclooxigenase-2 (COX-2), e aumentando
a produgao de IL-8, o que favoreceu a proliferacdo do parasito.

Além dos modelos celulares, os vilos coridnicos humanos também podem ser utilizados
para compreender melhor a interacdo de patdgenos e a interface materno-fetal. Nosso grupo de
pesquisa utiliza vilos coridnicos humanos como modelo experimental da toxoplasmose
congénita e alguns estudos ja foram realizados, como a avaliagao do efeito de MIF na infeccao
por T. gondii em vilos placentarios de primeiro e terceiro trimestre gestacional (GOMES et al.,
2011) e a busca de tratamentos alternativos para a toxoplasmose congénita (CASTRO-FILICE
etal., 2014; SILVA etal., 2017, FRANCO et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2020; COSTA et al.,
2021).

Portanto, células BeWo ¢ HTR-8/SVneo, além dos vilos coridnicos humanos, sdo
consideradas modelos apropriados para a realizagdo de estudos in vitro e ex vivo sobre a

interagdo de 7. gondii com a interface materno-fetal.

1.5. Resposta imune contra 7. gondii

A resposta imune inicial contra 7. gondii ¢ mediada primariamente por células T helpers
I (Th1l), e requer componentes da resposta imune inata e adaptativa, envolvendo interagdes
entre o parasito, monocitos, células dendriticas, macrofagos, neutrdfilos e células natural killers
(NKs) (GAZZINELLI et al., 2014; MAHMOUDZADEH et al., 2021).

No inicio da infec¢do, 7. gondii ¢ reconhecido por células da imunidade inata através
de receptores semelhantes a Toll (TLRs) que sdao capazes de reconhecer padrdes moleculares
associados aos patogenos (PAMPs), dando inicio a ativacdo do sistema imune (FISCH;
CLOUGH; FRICKEL, 2019). Estudos feitos em camundongos mostram que TLR11 e TLR12
sdao importantes para o reconhecimento de 7. gondii (YAROVINSKY et al., 2005; ANDRADE
et al.,, 2013; KOBLANSKY et al.,, 2013). No entanto, o papel de TLRs humano no
reconhecimento de 7. gondii ¢ pouco conhecido, uma vez que TLR11 ndo ¢ funcional no
genoma humano e TRL12 ndo esta presente (GAZZINELLI et al., 2014). Estudos mostram que
o0 parasito pode ser reconhecido em humanos por TLRs que reconhecem acidos nucleicos, uma
vez que monocitos humanos e células dendriticas foram ativadas pelo DNA do parasito,
provavelmente através de TLR7, TLR8 e TLRY, e foram capazes de produzir grandes
quantidades de citocinas pro-inflamatdrias (ANDRADE et al., 2013). Segundo Denkers e

colaboradores (2010), ainda ndo ha evidéncias de que exista um TLR principal que controle a
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resposta imune contra 7. gondii, sugerindo que a resisténcia do hospedeiro a infec¢cdo estd
relacionada a véarios ligantes de TLRs.

Uma vez reconhecido, o parasito estimula a sintese de IL-12 nas células dendriticas,
macrofagos e neutrofilos, e induz a sintese de interferon y (IFN-y) pelas células NKs (GIGLEY,
2016). Em adi¢ao, o fator de necrose tumoral o (TNF-a) pode agir em sinergia com a IL-12,
otimizando a produgdo de IFN-y por essas células (GAZZINELLI et al., 1993; GAZZINELLI
etal., 2014; GE et al., 2014). A producao dessas citocinas pro-inflamatorias esta associada com
a ativacdo da resposta imune adaptativa mediada por linfécitos T CD4" ¢ CD8", que atuam
produzindo e secretando diversos mediadores inflamatdrios, como o 6xido nitrico (NO), e induz
o aumento ainda maior nos niveis de IL-12 ¢ IFN-y (MILLER et al., 2009; MELO; JENSEN;
SAEIJ, 2011). O IFN-y, por sua vez, ativa as células dendriticas, os macrofagos e os neutrofilos,
promovendo a reducdo ou a eliminacdo de 7. gondii (FISCH; CLOUGH; FRICKEL, 2019).
Quando os macrofagos sdo ativados pelo IFN-y, eles produzem NO, permitindo uma agao toxica
contra o parasito. Além disso, essa citocina induz a produgdo da enzima indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO), levando a degradagdo do triptofano, um aminodcido essencial para o
crescimento do parasito, o que permite a inibi¢do da replicacdo ou a destruicao de 7. gondii por
essas cé¢lulas (DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER, 2012). Além do IFN-y e da IL-12, outras
citocinas pro-inflamatorias sdo importantes no combate a infecgdo por 7. gondii, como a IL-6,
fator inibidor da migracdo de macrofagos (MIF) e TNF-a (SILVA et al., 2017; TEIXEIRA et
al., 2020; COSTA et al., 2021).

No entanto, uma resposta inflamatéria exacerbada pode levar o hospedeiro a morte
(MELCHOR; EWALD, 2019). Assim, € importante que tenha um balanco entre um perfil das
respostas Th1l e Th2. Esse balanco pode ser mediado pela produgdo de citocinas, como IL-4,
IL-10 e TGF-B1, que atuam diminuindo a produ¢do de NO em macrofagos, a atividade
citotoxica de células NKs e a maturacdo de células dendriticas (WILLE et al., 2001).

Dessa forma, o combate a infec¢do por 7. gondii ¢ mediado pela secrecao de citocinas
pro-inflamatorios produzidas por células do sistema imune inato e adaptativo. No entanto, 7.
gondii € capaz de evadir da resposta imune do hospedeiro. Portanto, o sucesso da infec¢dao ou
0 combate ao parasito esta associado com o balango entre a resposta imune do hospedeiro e os

mecanismos de evasao utilizados por 7. gondii (MILLER et al., 2009; MELO et al., 2011).

1.6. Resposta imune na gestagao
Durante a gestagdo, a presenca do feto e da placenta alteram a imunidade e a fisiologia

materna para permitir uma gravidez bem-sucedida. Nesse periodo, o sistema imune materno ¢
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caracterizado por apresentar trés fases imunolodgicas distintas que se caracterizam por processos
bioldgicos distintos (SAITO; MIYAZAKI; SASAKI, 2006; RACICOT et al., 2014).

O processo de implantacao e formagdo da placenta requer uma forte resposta pro-
inflamatéria, sendo importante para o blastocisto invadir e se implantar no endométrio,
remodelamento dos vasos sanguineos maternos para assegurar um suprimento sanguineo
adequado da mae para o feto, além de garantir um reparo adequado do epitélio uterino e a
remocgao de residuos celulares (DEKEL et al., 2010). Durante o segundo trimestre gestacional,
a interface materno-fetal ¢ caracterizada por uma tolerdncia materna, onde se tem uma
prevaléncia de uma resposta anti-inflamatéria, sendo importante para um rapido
desenvolvimento fetal, além de ser importante para tolerar o feto em desenvolvimento, uma vez
que ele possui antigenos paternos (REZENDE-OLIVEIRA et al., 2012). O ultimo trimestre
gestacional € caracterizado por uma reposta pro-inflamatoria, sendo importante para preparar o
organismo materno na contra¢ao do utero, o parto e a expulsdo da placenta.

Portanto, a gravidez ¢ um evento Uinico onde ocorrem mudangas de perfil entre uma
resposta pro-inflamatoria e anti-inflamatéria dependendo do estdgio da gestagdo (MOR;
CARDENAS, 2011). Assim, o sucesso gestacional depende da capacidade da resposta imune
materna de estabelecer uma barreira para o feto contra danos externos, € a0 mesmo tempo,
permitir a passagem de nutrientes para o feto em desenvolvimento (MOR et al., 2007). No
entanto, um desequilibrio nessa tolerancia imunoldgica pode causar problemas para a gestacao,
como a pré-eclampsia e o aborto. Além disso, apesar do perfil anti-inflamatorio ser importante
para a tolerancia materna, esse periodo pode favorecer uma infec¢ao, como por exemplo, por
T. gondii, o que pode também levar a problemas na gestacio (ARRANZ-SOLIS;
MUKHOPADHYAY; SAEIJ, 2020).

1.7. Proteina 21 de 7Trypanosoma cruzi

A proteina de 21 kDa (P21) ¢ uma proteina secretada exclusivamente por todas as
formas evolutivas de Trypanosoma cruzi, parasito causador da doenga de Chagas, sendo
importante para o mecanismo de invasdo na célula hospedeira (SILVA et al., 2009), embora
seu papel durante a infec¢do parasitaria ndo ¢ bem compreendido. Para caracterizar melhor as
fungdes biologicas dessa proteina, alguns estudos foram feitos com a sua forma recombinante
(rP21).

Rodrigues e colaboradores (2012) mostraram que essa proteina foi capaz de aumentar a
fagocitose de macrofagos peritoneais durante a infec¢ao por 7. cruzi, Leishmania amazonensis

e T. gondii, além de remodelar o citoesqueleto de actina da célula infectada através da sua
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ligagdo com o receptor de quimiocina do tipo 4 (CXCR4) e a via de sinalizagdo desencadeada
pela PI3-quinase (PI3K).

Para caracterizar novas atividades bioldgicas da rP21, Teixeira e colaboradores (2015)
realizaram experimentos empregando um modelo de inflamagao cronica baseado no implante
de esponjas de poliéster no dorso de camundongos, as quais ap6s o periodo experimental, foram
removidas cirurgicamente e submetidas a andlises bioquimicas e histologicas. Quanto as
analises bioquimicas, foi observado que os implantes de esponja de poliéster tratadas com rP21
mostraram altos niveis N-acetilglicosaminidase (NAG), indicando que a rP21 participa da
ativacdo de macréfagos. Além disso, a rP21 promoveu um aumento significativo na produgao
de mieloperoxidase (MPO), enzima expressa por neutrdfilos ativados, o que evidencia a
habilidade desta proteina em recrutar células imunes, como macrofagos, linfocitos e neutréfilos.
Estes dados demonstram que a rP21 apresenta acdo pro-inflamatoéria e elevada atividade
quimiotatica. Neste mesmo modelo de inflamagdo, a rP21 foi capaz de inibir a formagdo de
novos vasos sanguineos, o que foi comprovado através da diminuicdo do contetido de
hemoglobina e redu¢do no nimero de vasos sanguineos em cortes histologicos.

Adicionalmente, Teixeira e colaboradores (2017) por meio de ensaios de formacao de
vasos em matrigel, demonstraram que a rP21 é capaz de inibir significativamente a formagao
de vasos através de uma interacdo direta com o receptor CXCR4 expresso na membrana de
células endoteliais. Neste mesmo trabalho, células endoteliais tratadas com rP21 apresentaram
uma modulagdo positiva de sFlt-1 e metaloproteinase 9 (MMPY) e regulagdo negativa de
AFAPI1, AFAPILI, ezrina e moesina, o que poderia parcialmente explicar a atividade
antiangiogénica desencadeada pela rP21. Além disso, também foi visto que a rP21 ¢ capaz de
promover um remodelamento do citoesqueleto de actina e de inibir a proliferagao celular, e que
esta atividade antiproliferativa da rP21 provavelmente esta relacionada com uma modulacdo do
ciclo celular.

Em adi¢do, Teixeira e colaboradores (2019) trouxeram novos conhecimentos acerca do
papel da rP21 na infeccao por 7. cruzi em modelo in vivo e in vitro. Primeiro, eles observaram
que camundongos BALB/c tratados com a rP21 a cada 3 dias durante 6 semanas ndo induziu a
producdo de anticorpos, sugerindo que a proteina possui baixa imunogenicidade, ndo sendo
capaz de induzir uma resposta humoral protetora. Adicionalmente, os autores observaram que
os animais infectados com 7. cruzi e tratados com a rP21 tiveram um tamanho aumentando dos
linfonodos popliteos e promoveu edema e resposta inflamatoria no tecido cardiaco, com
recrutamento de macréfagos, linfocitos e fibroblastos, sugerindo que a rP21 ¢ importante para

o processo inflamatorio. Em adi¢do, a rP21 induziu a deposi¢do de colageno e promoveu a
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reducdo de vasos sanguineos no tecido cardiaco, sugerindo que a rP21 pode levar a isquemia
cardiaca. Posteriormente, os autores avaliaram o impacto dessa proteina na infecc¢ao por 7. cruzi
em tecido cardiaco, e curiosamente, a rP21 induziu uma diminui¢do de 50% na carga
parasitaria, sugerindo que a rP21 atua diretamente na proliferacio do parasito durante a
infeccdo. Para confirmar essa hipotese, os autores realizaram experimentos in vitro com as
formas replicativas de 7. cruzi, amastigotas intracelulares e epimastigotas. Primeiro, eles
observaram que a rP21 diminuiu a proliferacao de amastigotas em macrofagos. Em adigao, os
autores observaram que epimastigotas tratados com a rP21 apresentaram inibi¢ao do
crescimento do parasito, e o resultado foi confirmado através do ciclo celular, mostrando que a
rP21 promoveu uma fase G1 prolongada e a fase S diminuida.

Buscando compreender melhor os possiveis mecanismos que estariam levando a rP21
diminuir a proliferacao de 7. cruzi, Martins e colaboradores (2020) avaliaram o impacto dessa
proteina também em modelo in vitro. Utilizando células musculares, os autores observaram que
arP21 também diminuiu a proliferacdo de 7. cruzi. Para verificar os possiveis mecanismos que
estariam envolvidos nessa diminui¢do, os autores analisaram se a rP21, assim como em estudos
anteriores, estaria induzindo uma maior polimerizagdo do citoesqueleto de actina.
Corroborando com os achados de estudos anteriores (RODRIGUES et al., 2012; TEIXEIRA et
al., 2017), os autores verificaram que a rP21 também aumentou a actina, sugerindo que essa
barreira fisica criada dentro da célula poderia estar limitando o crescimento do parasito. Em
adi¢do, os autores demonstraram possiveis mediadores inflamatorios que também poderiam
estar contribuindo para o controle da proliferacao de 7. cruzi, e observaram que a rP21 induziu
um aumento de NO, [FN-y e IL-4 e diminuiu a producdo de IL-10, o que poderia estar levando
a morte do parasito. No entanto, ao recuperar esses amastigotas intracelulares tratados com a
rP21, os autores observaram que o parasito teve a capacidade de se diferenciar em
epimastigotas, mostrando que apesar da produ¢do de mediadores inflamatorios que poderiam
estar causando danos ao parasito, a sua viabilidade nao foi alterada. Esses resultados sugerem
que a rP21 induz mecanismos intracelulares que cria um ambiente protetor para o parasito que
o faz entrar num estado de laténcia, fazendo com que o parasito passe despercebido pelo sistema
imune hospedeiro.

Apesar dos estudos sugerirem a P21 como um futuro alvo terapéutico para o tratamento
da cardiomiopatia chagésica cronica, uma das formas mais graves da doenga de Chagas,
recentemente um estudo mostrou essa proteina como alternativa terapéutica para o cancer de
mama triplo negativo (BORGES et al., 2020). Utilizando linhagem celular de cancer de mama,

os autores observaram que a rP21 tem a capacidade de se ligar as cé€lulas e diminuir a expressao
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de CXCRA4, fazendo com que esse receptor seja internalizado, o que pode inibir a metastase do
cancer. Em adigdo, os autores observaram que essa proteina diminuiu a capacidade de migracao
e invasao das células tumorais, € que essa diminui¢do estava relacionada com uma menor
expressao de MMP9. Além disso, eles observaram que a rP21 induziu um aumento da fase G1
dessas células, sugerindo uma parada no ciclo celular. Em conclusdo, os autores sugerem que
devido a capacidade dessa proteina em induzir a internalizagdo de CXCR4, e promover uma
menor migragdo, invasao e proliferacao, a rP21 pode ser um potencial alternativa terapéutica
para a progressao do cancer de mama triplo negativo.

Assim, € possivel verificar que a P21 ¢ importante para desencadear a patogénese de 7.
cruzi, sendo um possivel novo alvo para o desenvolvimento de agentes terapéuticos inovadores
contra a doenca de Chagas, mas também pode ser uma futura estratégia terapéutica para o
cancer de mama. No entanto, ndo se sabe o impacto da P21 na modulacao da infecgao por outros

patogenos, como 7. gondii, especialmente em situagdes de transmissdo vertical, e se isso

poderia levar ao agravamento ou ndo da toxoplasmose congénita.
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2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose congénita ¢ um problema de satde publica mundial. Com isso, ¢
importante que se tenham estudos que esclarecam os mecanismos da infeccao do parasito na
interface materno-fetal. Sabe-se que a P21 de 7. cruzi ¢ importante para os mecanismos de
invasdo na célula hospedeira, remodelamento do citoesqueleto de actina e indugao de resposta
imunologica. Porém, ndo existem dados na literatura que mostrem o papel dessa proteina como
moduladora da infec¢do por Toxoplasma gondii, o que poderia interferir em situagdes de
gestantes coinfectadas por 7. gondii e T. cruzi, e se isso pode levar ao agravamento da
transmissdo vertical da toxoplasmose. Com isso, esse trabalho busca estabelecer o papel da P21
na infec¢do por 7. gondii, remodelamento do citoesqueleto de actina e resposta imune em
células BeWo, HTR-8/SVneo e vilos coridnicos humanos. Os resultados obtidos sao
importantes, pois novos conhecimentos acerca da interagdo parasito-hospedeiro na interface
materno-fetal podem ser estabelecidos, além de entender o impacto dessa proteina na infec¢ao

por T. gondii.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar o papel da rP21 durante a infec¢ao
por T. gondii e o seu efeito na proliferacdo intracelular deste parasito, remodelamento do
citoesqueleto de actina e resposta imune em células trofoblasticas humanas vilosas (linhagem
BeWo) e extravilosas (linhagem HTR-8/SVneo), e em vilos coridnicos humanos de terceiro

trimestre gestacional.

3.2. Objetivos especificos
- Avaliar o efeito da rP21 na viabilidade celular em células BeWo ¢ HTR-8/SVneo, € vilos

corionicos humanos;

- Avaliar o efeito da rP21 na invasao e proliferagdo intracelular de 7. gondii em células BeWo,

HTR-8/SVneo e em vilos coridnicos humanos;

- Avaliar o efeito da rP21 na polimerizagao do citoesqueleto de actina em células BeWo e HTR-

8/SVneo infectados ou ndo por 7. gondii;

- Avaliar o efeito da rP21 na produgdo de citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatorias em

células BeWo e HTR-8/SVneo infectados ou ndo por 7. gondii.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Cultura de células BeWo e HTR-8/SVneo

Células trofoblasticas humanas vilosas (linhagem BeWo) foram adquiridas do
“American Type Culture Collection” (ATCC, Manassas, VA, EUA). As células trofoblasticas
humanas extravilosas (linhagem HTR-8/SVneo) foram cedidas pela professora Dra. Estela
Bevilacqua da Universidade de Sao Paulo (USP, Sao Paulo, SP, Brasil). Ambas as células foram
cultivadas em frascos de cultura de 25cm? ou 75cm? contendo meio RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e antibidticos (10.000 U/ml de penicilina e 10
mg/ml de estreptomicina) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) em estufa umidificada a
37°Ce5%de CO2 (BARBOSA etal.,2014; SILVA etal.,2017). De acordo com o Comunicado
N°13/2012, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFU (CEP) declara que
projetos de pesquisa que envolvam células adquiridas comercialmente ndo necessitam de

aprovacao ética pelo comité (Anexo 1).

4.2. Coleta de placentas humanas

Placentas humanas a termo (n=2) foram adquiridas de pacientes gestantes apos o parto
cesarea (36 a 40 semanas de gestagao) no Hospital de Clinicas da UFU (HC-UFU). As placentas
foram coletadas de pacientes que nao apresentaram pré-eclampsia, doengas infecciosas
incluindo toxoplasmose, doengas cardiacas, diabetes e outras manifestagdes clinicas que
poderiam intervir nos resultados esperados.

ApOs a coleta, a placenta foi encaminhada imediatamente para o laboratorio e lavada
em solucao salina tamponada com fosfato (PBS) estéril para a remoc¢ao do excesso de sangue,
seguido de dissecacdo para remog¢ao do tecido endometrial e a membrana fetal em até 1 h apos
a coleta. Os vilos placentarios terminais flutuantes (volume aproximado de 10 mm?®) foram
posteriormente colocados em placas de 96 pogos (um por pogo) e cultivados em meio RPMI
suplementado com SFB a 10% e antibidticos (10.000 U/ml de penicilina e 10mg/ml de
estreptomicina) durante 24 h a 37 °C e 5% de CO: para posteriores infeccdo e tratamento
(SILVA et al., 2017).

O presente protocolo de pesquisa com amostras de tecido humano foi realizado de
acordo com as diretrizes e regulamentagdes pertinentes, € os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Uberlandia, MG, Brasil, com o
nimero de aprovagao 3.679.426 (Anexo 2). Um termo de consentimento foi obtido de todos os

sujeitos, e quando os sujeitos eram menores de 18 anos, o termo foi obtido por um dos pais e/ou
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responsavel. O consentimento informado foi obtido de todos os participantes e/ou seus

responsaveis legais.

4.3. Manutencao de 7. gondii

Taquizoitas de 7. gondii, clone 2F1, que sdo derivados da cepa altamente virulenta RH
e que expressam constitutivamente o gene da [3-galactosidase, foram cedidos pelo Professor Dr.
Vern Carruthers, da Escola de Medicina da Universidade de Michigan, EUA. Taquizoitas foram
propagados em células BeWo mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com penicilina,

estreptomicina e 2% de SFB a 37 °C e 5% de CO2 (BARBOSA et al., 2014).

4.4. Purificacio da rP21

Bactérias Escherichia coli da linhagem BL21 foram transfectadas com o plasmideo
pET-28a(+) que apresenta o gene que codifica a P21 (GenBank: EU004210.1). Para o pré-
indculo, 150 pL dessas bactérias foram adicionados em um erlenmayer contendo 50 mL de
meio Luria-Bertani (LB) com o antibidtico de sele¢do Kanamicina (50 pg/mL). O pré-indculo
foi mantido sob agitacdo por 18 ha 37 °C. Em seguida, o pré-indculo foi adicionado a um frasco
contendo 2000 mL de meio LB e Kanamicina (50 pg/mL), e incubado a 37 °C sob agitacdo até
atingir a densidade 6ptica (DO) em torno de 0,5 a 0,9. Em seguida, foi adicionado 0,5mM de
Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), objetivando estimular a producdo da proteina
recombinante. Apds 3 h de incubacdo, a solugdo foi centrifugada a 10.000 rpm por 20 min a 4
°C, e o sobrenadante foi descartado e o sedimento formado de bactérias foi dissolvido em PBS
Ix.

Para promover a lise bacteriana, foi acrescentado lisozima (0,25 pg/mL) ao material
ressuspendido por 15 min, e apds esse tempo, o lisado bacteriano foi sonicado usando o
Sonicador Branson Sonifier 450, durante 20 ciclos de 1 min com 30 seg de intervalo entre os
ciclos. O lisado bacteriano foi centrifugado a 13.000 rpm por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em solugdo tampao de ureia 9M.

A amostra foi incubada com uma coluna de niquel e deixada por 2 h sob agitacdo a 4
°C. A rP21 possui uma cauda de histidina que tem afinidade pelo niquel, ficando aderida a
coluna. Em seguida, a coluna foi submetida a algumas etapas para a captura da rP21: (1) trés
centrifugacdes a 2000 rpm em tampao de ligagao (imidazol 5 mM, NaCl 500 mM, Tris-HCI 20
mM pH 8,0, ureia 6M) com posterior descarte do sobrenadante; (2) trés centrifugagdes a 2000
rpm em tampao de lavagem (imidazol 20 mM, NaCl 500 mM, Tris-HCl 20 mM pH 8,0, ureia

6M) com posterior descarte do sobrenadante; e (3) quatro centrifugagdes a 2000 rpm com
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tampao de eluicdo (imidazol 1M, NaCl 500 mM, Tris-HCl 20 mM pH 8,0, ureia 6M) com
posterior recolhimento do sobrenadante, pois nele esta a proteina eluida. Os tampdes utilizados
nessa etapa possuem concentragdes crescentes de imidazol (SmM, 20mM e 1M,
respectivamente) pois ele possui uma maior afinidade pela coluna de niquel do que a cauda de
histidina presente na proteina recombinante, permitindo assim a liberacdo da rP21 no
sobrenadante.

O material eluido foi dialisado em PBS 1x com uma membrana de dialise de 3,5 kDa
(Spectra/131198) por 48 h sob agitagdo continua a 4 °C para a purificagdo da proteina dos
residuos de ureia e promover o renovelamento proteico. A solugdo de PBS 1x foi reposta apos
o primeiro dia de didlise. Em seguida, a proteina foi incubada por 15 minutos com resina de
polimixicina B para a retirada de endotoxinas de LPS (OLIVEIRA, 2018). Para verificar a
presenca e a pureza da rP21, foi realizado um gel SDS-PAGE 13% com posterior coloracao
com Coomassie Blue (Figura suplementar 1), e a concentracdo da proteina foi quantificada pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1979) (SILVA et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2014;
MARTINS et al., 2020).

4.5. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade das células BeWo e HTR-8/SVneo frente ao tratamento com a rP21 foi
verificada usando o ensaio colorimétrico de MTT [(3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5
difeniltertrazolim brometo)], seguindo o protocolo descrito por Mosmann (1983).

Células BeWo (3x10%200 pl) e HTR-8/SVneo (2x10*200 pl) foram plaqueadas em
placas de 96 pocos em meio com 10% de SFB por 18 h em estufa a 37 °C e 5% COz. Em
seguida, as c€lulas foram tratadas com a rP21 (40 e 80 pg/mL) em meio a 10% de SFB em duas
condi¢cdes experimentais: (I) um grupo foi tratado durante 24 h; e o outro grupo (II) foi tratado
durante 48 h, com reposi¢ao da rP21 apos as primeiras 24 h de tratamento. As concentragdes
utilizadas da rP21 foram baseadas em estudos prévios (RODRIGUES et al., 2012; TEIXEIRA
etal., 2015; TEIXEIRA et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2019; BORGES et al., 2020; MARTINS
et al., 2020). Como controle, as células foram tratadas somente com meio 10% de SFB sem
adicao da rP21 (meio).

Posteriormente, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80 °C para posterior
dosagem de citocinas. As células foram incubadas com 10 pul de MTT (5 mg/mL) acrescido de
90 pL de meio a 10% de SFB em estufa durante 4 h. Em seguida, os sobrenadantes foram
removidos e os cristais de formazan foram solubilizados com 100 pL de solu¢do contendo SDS

a 10% e N, N-dimetil formamida a 50%. Apo6s 30 min de incubagao, foi obtida a densidade
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optica a 570 nm em leitor de microplacas (VersaMax ELISA Microplate Reader, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA) e os resultados foram expressos como % de células vidveis
(viabilidade celular) em relagdo ao controle nao tratado (100% de viabilidade). Foi realizado

um experimento em sextuplicata.

4.6. Ensaio de invasiao e proliferacio intracelular de 7. gondii em células BeWo e HTR-
8/SVneo

A invasdo e proliferagdo intracelular de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo
frente ao tratamento com a rP21 foram verificadas através do ensaio de B-galactosidase (SILVA
et al., 2017). Para a realizagdo desses ensaios, foram utilizados cinco protocolos experimentais
distintos: (I) infecgdo e tratamento simultaneo com a rP21 por 1 h, 2 h e 3 h (invasao); (II)
tratamento apos 3 h de infecgdo (proliferacao); (III) pré-tratamento das células com a rP21 por
24 h (invasdo e proliferagdo); (IV) ensaio de reinfec¢ao (invasdo e proliferagdo); e (V) ensaio

de reversibilidade (proliferacao).

4.6.1. Infeccio e tratamento simultineo com a rP21 (invasao)

Células BeWo (3x10%200 pl) e HTR-8/SVneo (2x10%200 pl) foram plaqueadas em
placas de 96 pogos em meio RPMI com 10% de SFB por 18 h em estufa a 37 °C e 5% CO»2. Em
seguida, as células foram infectadas com 7. gondii na proporcao de 3 parasitos por células (3:1)
na presenca de rP21 (40 e 80 pg/mL) em meio com 2% de SFB em uma cinética de tempo (1
h, 2 h e 3 h). Como controle, as células foram infectadas e ndo tratadas (meio infectado). Apos
cada tempo, os pogos foram lavados trés vezes com meio sem SFB para remog¢ao dos parasitos
extracelulares, e as c€lulas foram submetidas ao ensaio de -galactosidase.

Brevemente, as placas foram centrifugadas e em seguida foram adicionados as células
100 pL de tampdo de lise RIPA por 15 min (50 mM de Tris-HCI, 150 mM de NacCl, 1% de
Triton X-100, 1% de deoxicolato de sodio, e 0,1% de dodecil sulfato de sodio (SDS), pH 7.5),
160 puL de tampao de ensaio (100 mM de tampao fosfato, pH 7,3, 102 mM de -mercaptoetanol,
9 mM de MgCl») e 40 uL do substrato CPRG (clorofenol red-p-D-galactopiranosideo; Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) e incubadas por 30 min a temperatura ambiente, no
escuro. Posteriormente, a atividade enzimatica da B-galactosidase foi mensurada a 570 nm
usando leitor de placas (VersaMax ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, EUA). Foi construida uma curva padrao por meio de dilui¢des seriadas, em duplicata de
taquizoitas de T. gondii, a partir de uma suspensio de parasitos a 1x10%poco/50 pL. Foram

adicionados na curva padrdo as solugdes de tampao de lise, tampao de ensaio e o substrato
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CPRG e a densidade Optica foi mensurada. Os dados foram apresentados como % de invasao
de T. gondii em relacdo ao controle apenas infectado (100% de invasdo). Para o ensaio de
invasao por 3 h, foi realizado um experimento com oito replicatas, enquanto que o ensaio de

cinética de tempo foi realizado em quintuplicata.

4.6.2. Tratamento apos 3 h de infeccido (proliferacio)

Células BeWo (3x10%200 pl) e HTR-8/SVneo (2x10%200 pl) foram plaqueadas em
placas de 96 pogos em meio RPMI com 10% de SFB por 18 h em estufaa 37 °C e 5% CO.. Em
seguida, as células foram infectadas com 7. gondii na proporcao de 3 parasitos por células (3:1)
por 3 h em meio com 2% de SFB. Apds o tempo, os pocos foram lavados trés vezes com meio
sem SFB para remocao de parasitos extracelulares, e as células foram tratadas com rP21 (40 e
80 ng/mL) em meio 10% por adicionais 24 h. Como controle, as células foram infectadas e nao
tratadas (meio infectado). Apo6s o tempo de 24 h, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -
80 °C para posterior dosagem de citocinas, ¢ as cé¢lulas foram submetidas ao ensaio de B-
galactosidase, como ja descrito anteriormente. Foram realizados quatro experimentos

independentes em sextuplicata.

4.6.3. Pré-tratamento das células com a rP21 por 24 h (invasao e proliferacio)

Células BeWo (3x10%200 pl) e HTR-8/SVneo (2x10%/200 pl) foram plaqueadas em
placas de 96 pocos em meio RPMI com 10% de SFB por 18 h em estufaa 37 °C e 5% COz. Em
seguida, as células foram tratadas com rP21 (40 e 80 pg/mL) em meio 10% de SFB por
adicionais 24 h. Apds o tempo, o tratamento foi retirado, e as células foram infectadas com 7.
gondii na propor¢do de 3 parasitos por células (3:1) por 3 h em meio com 2% de SFB. Em
seguida, os pocos foram lavados trés vezes com meio sem SFB para remocdo de parasitos
extracelulares, e uma placa foi submetida ao ensaio de invasdo, e na outra placa foi adicionado
meio com 10% de SFB por adicionais 24 h para analise da proliferacao, ambos pelo ensaio de
B-galactosidase. Como controle, as células ndo foram pré-tratadas com a rP21, apenas
infectadas (meio infectado). Foram realizados trés experimentos independentes em

sextuplicata.

4.6.4. Ensaio de reinfeccao (invasao e proliferacao)
Células BeWo (1x10%2000 pl) e HTR-8/SVneo (1x10%2000 pl) foram plaqueadas em
placas de 6 pocos em meio com 10% SFB por 18 h em estufa a 37 °C e 5% CO.. Em seguida,

as células foram infectadas com 7. gondii na propor¢ao de 3 parasitos por células (3:1) por 3 h
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em meio com 2% de SFB. Apds o tempo, os pogos foram lavados trés vezes com meio sem
SFB para remoc¢ao de parasitos extracelulares, e as células foram tratadas com rP21 (40 e 80
pg/mL) em meio com 10% de SFB por adicionais 24 h. Como controle, as células foram
infectadas e ndo tratadas (meio infectado). Apds o tempo, o sobrenadante foi descartado, os
pogos foram lavados duas vezes com meio sem SFB para retirada de parasitos extracelulares, e
os parasitos intracelulares foram isolados por 10 passagens mecanicas através de seringas
acopladas com agulhas de calibre 21 e 26 gauges, respectivamente. O lisado foi centrifugado a
1500 rpm por 30 sec para a remogao de debris celulares, e os parasitos isolados de cada condigao
experimental foram entdo usados para reinfectar novas células BeWo e HTR-8/SVneo que
foram previamente plaqueadas em placas de 96 pogos (3x10%200 pl e 2x10%200 pul,
respectivamente) na propor¢ao 3:1 em meio com 2% de SFB. Apds 3 h de infeccdo, os pogos
foram lavados trés vezes com meio sem SFB para remocao de parasitos extracelulares, e uma
placa foi submetida ao ensaio de invasdo, e na outra placa foi adicionado meio com 10% de
SFB por adicionais 24 h para analise da proliferagdo, ambos pelo ensaio de -galactosidase.
Como controle, as células foram infectadas com parasitos provenientes de células que ndo
foram tratadas com rP21 (meio infectado). Foram realizados trés experimentos independentes

com oito replicatas.

4.6.5. Ensaio de reversibilidade (proliferacio)

Células BeWo (3x10%200 pl) e HTR-8/SVneo (2x10*200 pl) foram plaqueadas em
placas de 96 pogos em meio com 10% de SFB por 18 h em estufa a 37 °C e 5% CO. Em
seguida, as c€lulas foram infectadas com 7. gondii na proporcao de 3 parasitos por células (3:1)
por 3 h em meio com 2% de SFB. Apos o tempo, os pocos foram lavados trés vezes com meio
sem SFB para remocao de parasitos extracelulares, e as células foram tratadas com rP21 (40 e
80 pg/mL) em meio 10% por adicionais 24 h, e apos o tempo, trés condigdes experimentais
distintas foram avaliadas: (I) apds 24 h de tratamento, um grupo foi submetido ao ensaio de -
galactosidase (24 h de tratamento); (II) apos 24 h, outro grupo teve o tratamento removido e
adicionado meio com 10% de SFB por mais 24 h (24 h ap6s a remog¢ado do tratamento); e (III)
e apds 24 h, outro grupo foi tratado novamente com a rP21 (40 e 80 pg/mL) por mais 24 h (48
h de tratamento), e apds o tempo dos dois ultimos grupos (II e III), estes foram submetidos ao
ensaio de B-galactosidase. Como controle, as células foram infectadas e nao tratadas (meio

infectado). Foram realizados trés experimentos independentes em sextuplicata.
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4.7. Analise da polimerizacao do citoesqueleto de actina em células BeWo e HTR-8/SVneo

Células BeWo (1x10°/200 pl) e HTR-8/SVneo (6x10*200 pl) foram plaqueadas em
placas de 24 pocos sobre laminulas circulares (13 mm) em meio com 10% de SFB por 18 h em
estufa a 37 °C e 5% CO,. Em seguida, as células foram infectadas ou ndo com 7. gondii na
proporcao de 3 parasitos por células (3:1) por 3 h em meio com 2% de SFB. Apds o tempo, os
pogos foram lavados trés vezes com meio sem SFB para remog¢ao de parasitos extracelulares, e
as células foram tratadas ou ndo com rP21 (40 e 80 pg/mL) em meio 10% por adicionais 24 h.
Em seguida, o sobrenadante foi descartado, as laminulas foram lavadas uma vez com PBS 1x e
fixadas com formaldeido 4% por 40 min. Apo6s o tempo, as laminulas foram lavadas trés vezes
com PBS 1x, e posteriormente incubadas overnight com anticorpo primério monoclonal feito
em mouse anti-7.gondii (SAG1/p30) (Abcam TP3 #ab8313) (diluido 1:500 em PGN-saponina
0,01%). Posteriormente, as laminulas foram lavadas trés vezes com PBS 1x, e incubadas com
anticorpo secundario anti-mouse conjugado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen, EUA, #A11001)
(diluido 1:500 em PGN-saponina 0,01%), isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC)
conjugado com faloidina (Sigma, P1951) (diluido 1:50 em PGN-saponina 0,01%) e TO-PRO-
3 (Life Technologies) (diluido 1:450 em PGN-saponina 0,01%) por 1 h no escuro em
temperatura ambiente para marcacdo de taquizoitas de 7. gondii, actina e nucleos,
respectivamente. Apos o tempo, as laminulas foram lavadas trés vezes com PBS 1x e montadas
em laminas com glicerol tamponado com 0,1M Tris pH 8,6 e 0,1% parafenilenodiamina (PPD,
agente anti-fading). As laminas foram analisadas no microscopio de fluorescéncia confocal
(Zeiss, LSM 510 Meta, Alemanha) com um microscopio invertido (Zeiss Axiovert 200 M). Um
total de 100 células em triplicata de cada condigdo foram analisadas quanto a intensidade média
de fluorescéncia da actina no software Image J versdo 1.501 (National Institutes of Health,
EUA). Como controle, as células foram nao infectadas e nao tratadas (meio nao infectado) ou

infectadas e ndo tratadas (meio infectado). Foi realizado um experimento em triplicata.

4.8. Analise da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células BeWo e HTR-
8/SVneo

Células BeWo (1x10°/500 pl) e HTR-8/SVneo (8x10*500 pl) foram plaqueadas em
placas de 24 pocos em meio com 10% de SFB por 18 h em estufa a 37 °C e 5% CO>. Em
seguida, as células foram infectadas ou ndo com 7. gondii na propor¢ao de 3 parasitos por
células (3:1) por 3 h em meio com 2% de SFB. Apds o tempo, os pogos foram lavados trés
vezes com meio sem SFB para remocao de parasitos extracelulares, e as células foram tratadas

ou ndo com rP21 (40 e 80 ug/mL) em meio 10% por adicionais 24 h. Em seguida, as células
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foram colhidas dos pocos, centrifugadas a 1500 rpm por 5 min, o sobrenadante foi desprezado
e as células foram incubadas com 100 ul com a sonda ROS, (2',7' diacetato de
diclorofluoresceina - H>DCFDA) (10 uM diluido em PBS 1x com 10% de SFB) (Sigma
Aldrich) por 45 min a 37 °C e 5% de COz no escuro. Como controle positivo de indu¢do de
ROS, células BeWo e HTR-8/SVneo foram tratadas previamente a incubagao com 5% de H>O»
(diluido em PBS 1x) por 30 min. Ap6s o tempo, as células foram centrifugadas, o sobrenadante
foi desprezado, e as células foram ressuspendidas em PBS 1x com 10% de SFB. A intensidade
média de fluorescéncia de HxDCFDA foi detectada em 15.000 células de cada grupo e analisada
pelo citdometro de fluxo Cytoflex (Beckman Coulter, EUA). Foram realizados dois

experimentos independentes em quintuplicata.

4.9. Dosagem de citocinas por ELISA indireto

As citocinas humanas IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e MIF foram mensuradas nos
sobrenadantes de cultura de células BeWo ¢ HTR-8/SVneo. As dosagens destas citocinas nos
sobrenadantes foram realizadas usando o teste imunoenzimatico ELISA, de acordo com as
instrugdes dos fabricantes (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA; R&D Systems, Minneapolis,
EUA).

Brevemente, as placas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-IL-4, anti-IL-6,
anti-IL-8 e anti-IL-10 (BD Biosciences) overnight a 4 °C e anti-MIF (R&D Systems) overnight
a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas com PBS Tween 0,05% para posterior
bloqueio dos sitios inespecificos com PBS a 10% de SFB (IL 4, IL-6, IL-8, IL-10) e PBS a 1%
de soro albumina bovina (BSA) para MIF. Apo6s 1 h, as placas foram novamente lavadas, e as
amostras e a curva padrdo foram adicionadas e incubadas por mais 2 h a temperatura ambiente.
As placas foram submetidas a consecutivas lavagens e em seguida os anticorpos de detec¢ao
anti-IL-4, anti-IL-6, anti-IL-8 e anti-IL-10 conjugados com estreptavidina acoplada a
peroxidase foram acrescentados ao sistema por adicionais 1 h; e anti-MIF por 2 h, todos em
temperatura ambiente. Para MIF, as placas foram lavadas, e foi adicionado estreptavidina
acoplada a peroxidase por mais 20 min. Por fim, as placas foram lavadas e foi acrescentado
3,3’,5,5’- tetrametilbenzidina (TMB) para a deteccdo dos imunocomplexos. Apods a placa
revelar, foi adicionado H>SOg4 para parar a reacdo. A leitura da placa foi realizada em uma
leitora de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories) a 450 nm. Os dados foram
demonstrados em pg/mL de acordo com a curva padrio. Trés experimentos independentes em

triplicata foram realizados.
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Limites de deteccdo para cada citocina: [L-4: 7,81 pg/mL; IL-6: 4,7 pg/mL; IL-8: 3,125
pg/mL, IL-10: 7,81 pg/mL e MIF: 31,25 pg/mL.

4.10. Viabilidade de vilos corionicos humanos tratados com rP21

Os vilos corionicos humanos foram coletados conforme descrito no item 4.2 e cultivados
em placas de 96 pocos em meio com 10% de SFB por 24 h a 37 °C e 5% de CO». Em seguida,
os vilos foram tratados com rP21 (40 e 80 pg/mL) em meio com 10% de SFB em duas condigdes
experimentais: (I) um grupo foi tratado durante 24 h; e o outro grupo (II) foi tratado durante 48
h, com reposi¢ao da rP21 apos as primeiras 24 h de tratamento. Como controle, os vilos foram
tratados apenas com meio com 10% de SFB (meio).

Apds o tempo de tratamento, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a - 80 °C
para posterior dosagem de citocinas. Os vilos foram incubadas com 20 pl de MTT (5 mg/mL)
acrescido de 180 uL de meio a 10% de SFB em estufa durante 4 h. Em seguida, os sobrenadantes
foram removidos e os cristais de formazan foram solubilizados com 100 pL de solucao
contendo SDS a 10% e HCI (0,01M) overnight. Os vilos foram removidos de cada pogo ¢ a
densidade oOptica foi feita a 570 nm em leitor de microplacas (VersaMax ELISA Microplate
Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) e os resultados foram expressos como % de
vilos viaveis (% de viabilidade dos vilos) em relacdo aos vilos ndo tratados (100% de
viabilidade) (TEIXEIRA et al., 2020; SOUZA et al., 2021). Foi realizado um experimento em
quintuplicata.

Adicionalmente, para verificar a integridade do vilos tratados com a rP21, eles foram
coletados para analise morfologica usando coloragdao com hematoxilina e eosina (SILVA et al.,

2017; FRANCO et al., 2019).

4.11. Ensaio de proliferacio intracelular de 7. gondii em vilos corionicos humanos

A proliferacao intracelular de 7. gondii em vilos coridnicos humanos tratados ou nao
com a rP21 foi verificada através do ensaio de -galactosidase (SILVA et al., 2017). Para a
realizacdo desse ensaio, foram utilizados dois protocolos experimentais distintos: (I) ensaio de
reversibilidade; e (II) pré-tratamento dos vilos com a rP21 por 24 h.

() Ensaio de reversibilidade: Os vilos corionicos humanos foram cultivados em placas
de 96 pogos por 24 h em meio com 10% de SFB a 37 °C e 5% de CO». Em seguida, os vilos
foram infectados com 7. gondii na proporgio de 1 x 10° parasitos para cada pogo em meio com
10% de SFB por 24 h. Em seguida, os vilos foram tratados com a rP21 (40 e 80 pg/mL) em

meio com 10% de SFB por mais 24 h. Apds o tempo, trés condigdes experimentais distintas
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foram avaliadas: (I) apds 24 h de tratamento, um grupo de vilos foram coletados para posterior
analise de proliferacdo pelo ensaio de B-galactosidase (24 h de tratamento); (II) apos 24 h, outro
grupo de vilos tiveram o tratamento removido e adicionado meio com 10% de SFB por mais 24
h (24 h apos a remogao do tratamento); e (III) apds 24 h, outro grupo de vilos foram tratados
novamente com a rP21 (40 e 80 pg/mL) por mais 24 h (48 h de tratamento), e ap6s o tempo dos
dois ultimos grupos (II e III), os vilos foram coletados para andlise pelo ensaio de [-
galactosidase. Como controle, os vilos foram infectados e nao tratados (meio infectado). Foram
realizados dois experimentos independentes em quintuplicata

(IT) Pré-tratamento por 24 h: Os vilos coridnicos humanos foram cultivados em placas
de 96 pogos por 24 h em meio com 10% de SFB a 37 °C e 5% de CO». Em seguida, os vilos
foram tratados com a rP21 (40 e 80 pg/mL) em meio com 10% de SFB por 24 h. Posteriormente,
o tratamento foi retirado, e os vilos foram infectados com 7. gondii na propor¢do de 1x
10° parasitos para cada pogo em meio com 10% de SFB por mais 24 h. Apés o tempo, os vilos
foram coletados para posterior analise pelo ensaio de B-galactosidase. Foram realizados dois
experimentos independentes em sextuplicata.

A proliferacdo intracelular de 7. gondii em amostras de vilos coridnicos humanos foi
realizada pela adi¢do de 150 puL de tampao RIPA [Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, Triton X-
100 1%, deoxicolato de sodio 1% (p/v) e 0,1% (p/v) dodecil sulfato de sodio (SDS), pH 7,5]
suplementado com coquetel inibidor de protease (Complete, Roche Diagnostic, Mannheim,
Germany) para cada vilo e homogeneizando as amostras em gelo para extragdo de proteinas. O
homogenato foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 min a 4 °C e o sobrenadante foi coletado
para medir a proteina total (ug/mL) usando o ensaio de Bradford. Aliquotas de 20 pL de cada
amostra foram usadas para determinar a proliferacao intracelular de 7. gondii pelo ensaio de [3-
galactosidase, como j& descrito anteriormente. Os dados do numero de parasitos foram
normalizados de acordo com a concentragdo de proteina de cada vilo, mostrando o numero de
taquizoitas por pg de tecido. Os dados foram expressos como % de proliferacao
intracelular de 7. gondii: o nimero médio de taquizoitas dos controles (vilos infectados e nao
tratados) correspondeu a 100% da proliferacdo do parasito, e o nimero de taquizoitas de cada
condicdo de tratamento foi transformado em porcentagem de acordo com 100% de proliferagao

do parasito do controle.

4.12. Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada usando o GraphPad Prism Sofware versdo 6.01

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Todos os dados foram expressos como média
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+ erro padrdo da média (SEM). As diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste One-
Way ANOVA com pos-teste de comparagao multipla de Sidak para os dados paramétricos ou
teste de Kruskall-Wallis com pos-teste de comparagdo multipla de Dunn para dados nao

paramétricos. As diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando P < 0,05.

5. RESULTADOS
5.1. A rP21 néo diminui a viabilidade de células BeWo e HTR-8/SVneo

O ensaio de MTT foi realizado para avaliar uma possivel citotoxicidade da rP21 (40 e
80 ng/mL) em células BeWo e HTR-8/SVneo (Fig. 1).

Nos observamos que a rP21 ndo alterou a viabilidade celular em nenhuma concentragio

quando comparado com as células nao tratadas (meio), independentemente do tipo celular (Fig.

1A-B).

5.2. A rP21 aumenta a invasao de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo

O ensaio de P-galactosidase foi realizado para avaliar se a infec¢do por 7. gondii
juntamente com a rP21 altera a invasdo em células BeWo e HTR-8/SVneo (Fig. 2).

Noés observamos que a infeccdo concomitante ao tratamento com a rP21 aumentou a
invasdo (3 h) de 7. gondii nas duas concentracdes utilizadas em relacdo as células apenas
infectadas (meio infectado) em células BeWo (40 pg/mL: *P = 0,029; 80 pg/mL: "P = 0,0137)
e HTR-8/SVneo (40 pg/mL: "P = 0,0307; 80 pg/mL: ~“P < 0,0001) (Fig. 2A-B).

Em adicdo, nos avaliamos se 0 mesmo fendmeno aconteceria em tempos menores de
invasdo (1 e 2 h) (Fig. suplementar 2). Apesar de ndo ter dado diferenca estatistica nos tempos
de 1 e 2 h, com exce¢do na concentracdo de 40 pg/mL em células HTR-8/SVneo (1 h de
infecgdo; "P=0,0110), nés observamos uma tendéncia de maior invasdo nos dois tipos celulares
quando a rP21 estd presente em relagdo as células apenas infectadas (meio infectado). Em
adicao, nds observamos novamente uma maior invasao de 7. gondii no tempo de 3 h em células
BeWo (40 pg/mL: “*P = 0,0021; 80 pg/mL: P < 0,0344) e HTR-8/SVneo (40 pg/mL: "P =
0,0280; 80 pg/mL: “P < 0,0212) (Fig. suplementar 2A-B).

Para andlise de invasdo de experimentos posteriores, nos escolhemos o tempo de 3 h.

5.3. A rP21 diminui a proliferacio de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo
O ensaio de P-galactosidase também foi realizado para avaliar se a rP21 altera a

proliferacdo intracelular de 7. gondii com posterior tratamento com a rP21 em células BeWo e

HTR-8/SVneo (Fig. 3).
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Noés observamos que o tratamento com as duas concentragdes da rP21 diminuiu a
proliferacio intracelular de 7. gondii em células BeWo (40 pg/mL: P = 0,0008; 80 ug/mL:
P < 0,0001) e HTR-8/SVneo (40 pg/mL: “P = 0,0016; 80 pg/mL: P < 0,0001) em
relacdo as células apenas infectadas (meio infectado) (Fig. 3A-B).

Imagens representativas de células BeWo (Fig. 3C-E) e HTR-8/SVneo (Fig. 3F-H) sao
evidenciadas, onde € possivel observar um grande nimero de taquizoitas de 7. gondii em células
infectadas e nao tratadas (C e F) em relacdo as células infectadas e tratadas com rP21 40 pg/mL

(DeG)e 80 pug/mL (E e H).

5.4. O pré-tratamento com a rP21 por 24 h aumenta a invasio de 7. gondii em células
BeWo e diminui a proliferacio em células BeWo e HTR-8/SVneo

Para avaliar se o pré-tratamento de células BeWo e HTR-8/SVneo com a rP21 altera a
invasdo e proliferacdo de 7. gondii, n6s também realizamos o ensaio de B-galactosidase (Fig.
4).

Nos observamos que apenas células BeWo pré-tratadas com 40 pg/mL de rP21

P
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aumentou a invasao de 7. gondii em relacgdo as células apenas infectadas (meio infectado) (
< 0,0001) (Fig. 4A). Por outro lado, o pré-tratamento com as duas concentragdes da rP21
diminuiu a proliferacio de T. gondii em células BeWo (40 pg/mL: **P = 0,0085; 80 pg/mL: P
=0,0024) e HTR-8/SVneo (40 pg/mL: *P = 0,0396; 80 pg/mL: **P = 0,0002) em relagio as
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células apenas infectadas (meio infectado) (Fig. 4C-D).

5.5. A rP21 néao altera a infectividade de 7. gondii, permitindo uma maior capacidade de
reinfeccdo em células BeWo, mas diminuindo a proliferacio em células BeWo e HTR-
8/SVneo

Para avaliar se a rP21 altera a viabilidade de 7. gondii, nos retiramos os parasitos de
células tratadas ou ndo, colocamos para reinfectar novas células e avaliamos a invasdo e
proliferagdo pelo ensaio de B-galactosidase (Fig. 5).

Nos observamos que apenas parasitos provenientes de células BeWo tratadas com 40
pug/mL de rP21 tiveram uma maior capacidade de invasdo em relacdo as células apenas
infectadas (meio infectado) (""P = 0,0003) (Fig. 5A). Por outro lado, parasitos provenientes de
células BeWo (40 pg/mL: *P = 0,0426; 80 pg/mL: “P =0,0031) e HTR-8/SVneo (40 pg/mL:
P =0,02; 80 ng/mL: “"P = 0,0009) tratadas com as duas concentra¢des da rP21, ao entrarem

nas células tiveram uma menor proliferagdo em relagdo as células apenas infectadas (meio

infectado) (Fig. 5C,D).
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5.6. A remocio da rP21 tende a reverter o efeito da proliferacdo de 7. gondii em células
BeWo e HTR-8/SVneo

Para avaliar se a remocdo da rP21 reverteria o efeito da proliferacao de 7. gondii, n6s
retiramos o tratamento apds 24 h, e deixamos por mais 24 h em meio com 10% de SFB ou com
rP21 em células BeWo e HTR-8/SVneo (Fig. 6).

Confirmando os resultados anteriores, nds observamos que o tratamento com as duas
concentragdes da rP21 diminuiram a proliferacao de 7. gondii em 24 h em células BeWo (40
pg/mL: P = 0,0021; 80 pg/mL: “P = 0,0133) e HTR-8/SVneo (40 pg/mL: P = 0,05; 80
pg/mL: “P =0,0101) em relacdo as células apenas infectadas por 24 h (meio infectado) (Fig.
6A,B). Em adi¢do, nds observamos que o tratamento com ambas concentragdes da rP21 por 48
h também diminuiram a proliferacio de 7. gondii em células BeWo (40 pg/mL: “P = 0,0466;
80 pg/mL: "P =0,0294) e HTR-8/SVneo (40 ng/mL: "P =0,0341; 80 pg/mL: P =0,0017) em
relacdo as células apenas infectadas por 48 h (meio infectado) (Fig. 6A,B). Por outro lado,
apesar de ter uma tendéncia na diminuicdo da proliferacdo, os grupos em que a rP21 foi
removida apos 24 h ndo apresentaram diferenca estatistica na proliferagao em relagao as células
apenas infectadas por 48 h (meio infectado), tanto em células BeWo quanto em HTR-8/SVneo

(Fig. 6A,B).

5.7. A rP21 induz a polimerizacao do citoesqueleto de actina em células BeWo, mas niao
em HTR-8/SVneo

Para avaliar a polimerizagdo do citoesqueleto de actina em células BeWo ¢ HTR-
8/SVneo, nds analisamos as células em microscopio confocal (Fig. 7).

Nas células BeWo, nos observamos que células ndo infectadas e tratadas com as duas
concentragdes da rP21 aumentaram a polimerizagdo da actina em relagdo as células ndo
infectadas e ndo tratadas (meio ndo infectado, 40 e 80 pg/mL: “*P < 0,0001). Em adi¢3o,
células apenas infectadas ou infectadas e tratadas com 40 pg/mL também induziram um
aumento na polimeirza¢do de actina em relagdo as células ndo infectadas e ndo tratadas (meio

R

ndo infectado, P < 0,0001). Por outro lado, células infectadas e tratadas com 80 pg/mL da
rP21 diminuiram a polimerizag¢do da actina em relagdo as células infectadas (meio infectado,
###p < 0,0001) e células ndo infectadas e tratadas com a mesma concentragio (¥¢%¢P <0,0001)
(Fig. 7A).

Em relacdo as células HTR-8/SVneo, nés observamos que células ndo infectadas e

tratadas com 40 pg/mL da rP21 diminuiram a polimerizagdo da actina em relagdo as células
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ndo tratadas (meio ndo infectado, P < 0,0001). Por outro lado, células infectadas e tratadas

com 40 pg/mL da rP21 aumentaram a polimerizagdo da actina em relagdo as células ndo
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infectadas e nao tratadas (meio nao infectado, P < 0,0001), células nao infectadas e tratadas
com a mesma concentragdo (¥%#¢P < 0,0001) e células apenas infectadas (meio infectado, **P
=0,0051) (Fig. 7B).

Imagens representativas de células BeWo (Fig. 7C-H) e HTR-8/SVneo (Fig. 7I-N) sdo
evidenciadas, onde ¢ possivel observar a marcagdo da actina (vermelho), 7. gondii (verde) e
nucleo (azul) em células nao infectadas e nao tratadas (C e I), tratadas com rP21 40 ug/mL (D
e J), 80 pg/mL (E e K), células apenas infectadas (F e L), infectadas e tratadas com rP21 40

pg/mL (G e M) e 80 ug/mL (H e N).

5.8. A rP21 tende a diminuir a producio de ROS em células BeWo e diminui em HTR-
8/SVneo

A produgdo de ROS em células BeWo e HTR-8/SVneo foi avaliada através da
mensuracdo de HDCFDA por citometria de fluxo (Fig. 8).

Em células BeWo, nos observamos que células apenas infectadas (**“P = 0,0008) ou
infectadas e tratadas com 40 pg/mL de rP21 (*"P = 0,0059) induziram uma maior producio de
ROS em relagao as células ndo infectadas (meio nao infectado). Em adigdo, células infectadas
e tratadas com 40 pg/mL de rP21 induziram uma maior producao de ROS em relacdo as células
ndo infectadas e tratadas com a mesma concentragio da rP21 (4P = 0,0136) (Fig. 8A).

Em relagdo as células HTR-8/SVneo, nos observamos que células apenas infectadas
induziram uma maior producdo de ROS em relacdo as células ndo infectadas e nao tratadas
(meio ndo infectado, P = 0,0264). No entanto, células infectadas e tratadas com 40 (*P =

0,0175) ou 80 pg/mL de rP21 (**P = 0,0037) diminuiram a produgdo de ROS em relagio as

células apenas infectadas (meio infectado) (Fig. 8B).

5.9. A rP21 tende a induzir uma maior producio de MIF e diminui a producio de IL-8
em células BeWo

Os sobrenadantes das diferentes condi¢oes de células BeWo foram submetidos ao ensaio
de ELISA para verificar o perfil de citocinas secretados (Fig. 9).

Nas células BeWo, nds observamos que células apenas infectadas (* P < 0,0001) ou

P <0,0001; 80 pg/mL:

EEEE

infectadas e tratadas com ambas concentragdes da rP21 (40 pg/mL:
*P = 0,0034) induziram uma maior producdo de MIF em relacdo as células ndo infectadas e

ndo tratadas (meio ndo infectado). Em adi¢cdo, células infectadas e tratadas com ambas
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concentragdes da rP21 tiveram uma maior producdo dessa citocina em relagdo as células ndo
infectadas e tratadas com a mesma concentracio (40 pg/mL: 4%%&P < 0,0001; 80 ug/mL: ¥*P
=0,0062) (Fig. 9A).

Em relacdo a IL-6, nés observamos que células apenas infectadas ou infectadas e
tratadas com ambas concentragdes da rP21 induziram uma maior produgdo dessa citocina em

P <0,0001). Em adi¢ao,

kskoksk

relacdo as células ndo infectadas e ndo tratadas (meio ndo infectado,
células infectadas e tratadas com ambas concentracdes da rP21 tiveram uma maior producao de
IL-6 em relagdo as células ndo infectadas e tratadas com a mesma concentragio (¥¢%&p <
0,0001) (Fig. 9B).

Em relacdo a producao de IL-8, n6s observamos que células ndo infectadas e tratadas

P =0,0009), ou

kK

com ambas concentracdes da rP21 (40 pg/mL: “*P < 0,0041; 80 pg/mL:

kkskok

células apenas infectadas (P < 0,0001) ou infectadas e tratadas com ambas concentracdes da
P21 (""P < 0,0001) diminuiram a producdo dessa citocina em relagdo as células ndo
infectadas e ndo tratadas (meio ndo infectado). Em adicdo, células infectadas e tratadas com
ambas concentragdes da rP21 tiveram uma menor producao de IL-8 em relacdo as células nao
infectadas e tratadas com a mesma concentracio (40 pg/mL: “¢P = 0,0043; 80 ug/mL: &P =
0,0041) (Fig. 9C).

As citocinas IL-4 e IL-10 ndo apresentaram diferengas entre os grupos (dados nao

mostrados).

5.10. A rP21 induz uma menor produciao de MIF e aumenta a producio de IL-6 em células
HTR-8/SVneo

Os sobrenadantes das diferentes condigdes de células HTR-8/SVneo foram submetidos
ao ensaio de ELISA para verificar o perfil de citocinas secretados (Fig. 10).

Em relagdo a produg¢do de MIF, nds observamos que células apenas infectadas
aumentaram a producao dessa citocina em relacao as células nao infectadas e nao tratadas (meio
ndo infectado, P = 0,0325). No entanto, células infectadas e tratadas com 40 ug/mL da rP21
diminuiram a produgio de MIF em relacdo as células somente infectadas (meio infectado, P =
0,0312) (Fig 10A).

Em relagdo a producdo de IL-6, nds observamos que células apenas infectadas (‘P =
0,0266) ou infectadas e tratadas com ambas concentragdes da rP21 (40 pg/mL: **P = 0,0059;
80 pg/mL:

KRk

P =0,0002) induziram uma maior produ¢do dessa citocina em relacao as células
ndo infectadas e ndo tratadas (meio ndo infectado). Em adicao, células infectadas e tratadas com

80 pg/mL da rP21 tiveram uma maior produg¢do de IL-6 em relagdo as células somente
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infectadas (meio infectado, P = 0,0455). Além disso, células infectadas e tratadas com ambas
as concentracdes da rP21 tiveram uma maior produgdo dessa citocina em relagao as células nao
infectadas e tratadas com as mesmas concentra¢des (40 pg/mL: 4¢P = 0,0023; 80 pg/mL:
&&&&p < (,0001) (Fig. 10B).

Em relagdo a IL-10, n6s observamos que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos, apesar de ter uma tendéncia de maior produgdo dessa citocina em células infectadas e
tratadas com ambas concentragdes da rP21 em relagdo as células somente infectadas (meio
infectado) (Fig. 10C).

As citocinas IL-4 e IL-8 ndo apresentarem diferengas entre os grupos (dados ndo

mostrados).

5.11. A rP21 nao altera a viabilidade e aumenta a proliferacido de 7. gondii em vilos
corionicos humanos

Para avaliar a viabilidade dos vilos coridonicos humanos tratados com a rP21 por 24 ¢ 48
h, nés realizamos o ensaio de MTT (Fig. 11). N6s observamos que ambas as doses da rP21 nos
dois tempos ndo diminuiram a viabilidade dos vilos em relagdo aos vilos ndo tratados (meio)
(Fig. 11A). Fotomicrografias representativas de vilos ndo tratados por 24 e 48h (Fig. 11B, E),
ou tratados com 40 pg/mL de rP21 por 24 e 48 h (Fig. 11C, F) ou 80 pg/mL por 24 ¢ 48 h
(Fig. 11D, G), onde ¢ possivel observar a morfologia do sinciciotrofoblasto (seta) e
mesénquima (M) preservados quando comparados aos vilos ndo tratados (meio).

Posteriormente, nds avaliamos se o tratamento com a rP21 modularia a proliferagdo de
T. gondii em vilos coridnicos humanos pelo ensaio de B-galactosidase (Fig. 12). Primeiramente,
nods observamos que o tratamento com ambas as concentragdes da rP21 por 24 h pods infecgdo
aumentou a proliferacdo de 7. gondii em relacdo aos vilos somente infectados por 24 h (meio
infectado, 40 pg/mL: "P = 0,036; 80 ug/mL: P = 0,032). Nos observamos que 0s grupos que
tiveram a remocao da rP21 apds 24 h tiveram efeito semelhante em relacio aos vilos somente
infectados por 48 h (meio infectado, 40 pg/mL: “P = 0,0227; 80 pg/mL: “P = 0,0024). Em
adi¢do, os grupos que foram tratados por 48 h com ambas as concentragdes da rP21 também
tiveram maior proliferacdo de 7. gondii em relacdo aos vilos somente infectados por 48 h (meio
infectado, 40 pg/mL: **P = 0,0039; 80 pg/mL: “P = 0,0386) (Fig. 12A).

No6s também observamos que vilos pré-tratados com a rP21 por 24 h também
apresentaram uma maior proliferacdo de 7. gondii em relagdo aos vilos somente infectados

(meio infectado, 40 pg/mL: “P = 0,0229; 80 pg/mL: “P = 0,039) (Fig 12B).


https://www.nature.com/articles/s41598-021-92120-3#Fig7
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6. DISCUSSAO

Desde a sua descoberta, o papel da P21 tem sido elucidado a fim de entender quais
mecanismos celulares induzidos por essa proteina que favorecem o estabelecimento da infecg¢ao
por T. cruzi, contribuindo para a patogénese da doenca de Chagas. Em adi¢do, essa proteina se
mostrou como uma molécula promissora no tratamento do cancer de mama triplo negativo. No
entanto, o papel da P21 na infec¢@o por outros patégenos ndo ¢ conhecido, uma vez que essa
proteina pode apresentar efeitos em situagdes de coinfecgdo. Nesse sentido, utilizando modelos
de estudos da interface materno-fetal, nds buscamos entender o papel dessa proteina na infecgao
causada por 7. gondii no contexto da toxoplasmose congénita, uma situagdo que pode ocorrer
em gestantes que estdo coinfectadas por 7. cruzi e por T. gondii.

Inicialmente, nds verificamos o efeito da rP21 na viabilidade de células BeWo e HTR-
8/SVneo. NoOs observamos que ambas concentracdes da proteina ndo foram capazes de reduzir
a viabilidade nas duas linhagens celulares. Esses resultados corroboram com estudos anteriores,
onde a rP21 ndo reduziu a viabilidade de células endoteliais, células tumorais humanas,
macrofagos imortalizados e mioblastos murinos (TEIXEIRA et al., 2017; TEIXEIRA et al.,
2019; BORGES et al., 2020; MARTINS et al., 2020).

Em seguida, nés avaliamos o papel dessa proteina na infec¢do por 7. gondii. Estudos
demonstram que a rP21 é importante para uma maior invasao de Trypanosoma cruzi em células
epiteliais uterinas humana (Hela) (SILVA et al., 2009). Nesse sentido, nos avaliamos se a rP21
promoveria o mesmo efeito na invasdo de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo. Nos
observamos que a infec¢do concomitante ao tratamento com a rP21 foi capaz de aumentar a
invasao de 7. gondii em uma cinética de tempo (1, 2 e 3h). Nossos resultados corroboram com
um estudo anterior, onde foi demonstrado que a rP21 aumentou a invasdo nao s6 de 7. cruzi,
mas também de Leishmania (L.) amazonensis e Toxoplasma gondii em macrofagos peritoneais
(RODRIGUES et al., 2012). Essa maior capacidade invasiva pode ser explicada pela ligacdo da
rP21 ao seu receptor CXCR4 na célula hospedeira, promovendo uma maior capacidade
fagocitica (RODRIGUES et al., 2012). Esse receptor ¢ expresso tanto em células BeWo quanto
em HTR-8/SVneo (ISHI et al., 2000; DOLCINI et al., 2003; WU et al., 2019; XIAO et al.
2020), no entanto, experimentos futuros sdo necessarios para avaliar se a rP21 ¢ capaz de
induzir uma maior expressao de CXCR4 nas duas linhagens celulares.

Ap6s verificarmos que a rP21 aumenta a invasao de 7. gondii, nds avaliamos o impacto
dessa proteina na proliferagcdo intracelular do parasito em células BeWo e HTR-8/SVneo.
Primeiramente, n6s avaliamos a proliferagdo do parasito numa situagdo em que ele ja esta

presente na célula e a rP21 entraria no organismo posteriormente. Nossos resultados



34

demonstram que o tratamento com a rP21 apds 3 h de infec¢do foi capaz de diminuir a
proliferagdo de 7. gondii nas duas linhagens celulares. Estudos demonstram que a rP21
diminuiu a proliferacdo de amastigotas de 7Trypanosoma cruzi em macroéfagos imortalizados e
mioblastos murinos (TEIXEIRA et al., 2019; MARTINS et al., 2020). Na infecgdo por 7. cruzi,
essa diminui¢cdo da proliferagdo promovido pela rP21 é importante para a sobrevivéncia do
parasito no hospedeiro, uma vez que ele pode ficar confinado dentro da célula e passar
despercebido pelo sistema imune hospedeiro, possivelmente atingindo um estado de laténcia.
No entanto, no contexto da infec¢ao por 7. gondii, n6s ndo sabemos se a rP21 pode ter um efeito
semelhante, o que contribuiria também para a sua sobrevivéncia no hospedeiro.

Posteriormente, nos avaliamos a invasao e proliferacdo de 7. gondii em uma situagdo
onde a rP21 j4 estaria no organismo e entrado em contato prévio com a célula hospedeira antes
da infeccdo. Nessa condi¢ao experimental, nés observamos que apenas a concentragao de 40
ng/mL da rP21 aumentou a invasdo de 7. gondii em células BeWo. Noés hipotetizamos que o
fendmeno nao ocorreu nas outras condigdes devido a uma saturagao da proteina durante as 24
h de pré-tratamento, ou possivelmente devido a capacidade fagocitica das células ocorrer logo
apos o contato da rP21 com o seu receptor. Por outro lado, n6s observamos uma diminuigao da
proliferacdo de 7. gondii nas duas linhagens celulares, sugerindo que a passagem prévia da rP21
pela célula ¢ capaz de manter os mecanismos que induzem essa diminuicao da proliferacao
intracelular do parasito.

Ap0s observarmos a diminuicdo da prolifera¢do de 7. gondii, nds levantamos a seguinte
pergunta: a rP21 estaria causando algum efeito citotoxico direto no parasito? Para responder
essa pergunta, nos avaliamos a capacidade de reinfeccao de 7. gondii que esteve em contato
prévio com a proteina dentro da célula. De forma surpreendente, nds observamos que os
parasitos retirados de células BeWo que foram tratadas com 40 pug/mL da rP21 tiveram uma
maior capacidade de invasdo. No entanto, as outras condigdes ndo alteraram a capacidade de
invasao do 7. gondii quando comparadas com o controle, sugerindo que a rP21 nao possui efeito
citotoxico direto no parasito. Em adi¢do, de forma muito interessante, ao entrarem nas células
esses parasitos também tiveram sua proliferacio diminuida. E importante destacar que nesse
experimento de reinfeccdo, as células que foram reinfectadas por esses parasitos ndo foram
tratadas com rP21, e mesmo assim o fendomeno se repetiu. Nesse sentido, nos hipotetizamos
que no momento da reinfec¢ao pode ter tido resquicios de rP21 no meio contendo os parasitos,
contribuindo para o resultado observado. No entanto, outra hipdtese que ndo pode ser
descartada ¢ uma possivel capacidade da rP21 estar aderida @ membrana plasmatica de 7.

gondii, mas experimentos adicionais sao necessarios para confirmar ou nao essa hipotese.
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Em seguida, nos avaliamos se a retirada da rP21 apds as 24 h de tratamento seria capaz
de reverter o efeito da diminuicdo da proliferacio em células BeWo e HTR-8/SVneo.
Confirmando nossos resultados anteriores, nds observamos que o tratamento com a rP21
diminuiu a proliferacdo de 7. gondii em 24 e 48 h de tratamento. Por outro lado, a retirada da
rP21 apo6s 24 h com posterior tratamento com meio a 10% de SFB por mais 24 h, tende a reverter
a proliferagdo de 7. gondii, sugerindo que a presenca da rP21 ¢ importante para manter os
mecanismos que induzem a diminui¢do da proliferagdo de 7. gondii.

Apos avaliarmos que a rP21 foi capaz de diminuir a proliferacao de 7. gondii em células
BeWo e HTR-8/SVneo, nés buscamos investigar possiveis mecanismos que estariam
promovendo essa diminuicdo. Estudos anteriores demonstraram que a rP21 induz a
polimerizacdo do citoesqueleto de actina (RODRIGUES et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2017),
e que essa polimerizacdo pode formar uma barreira fisica que prejudica a proliferagcdo
intracelular de 7. cruzi (MARTINS et al., 2020). Nesse sentido, nds investigamos a
polimerizacgao da actina em células BeWo e HTR-8/SVneo. Em células BeWo, n6s observamos
que a rP21 sozinha foi capaz de aumentar a polimerizagao da actina em relacao as células nao
tratadas. Em adigdo, a infec¢ao também aumentou a actina, e esse aumento observado pode ser
devido a uma maior polimerizagdo da actina ainda no momento da invasdo do parasito, uma
vez que estudos demonstram que a actina do hospedeiro € importante para a entrada de 7. gondii
(GONZAZEL et al., 2009; DELORME-WALKER et al., 2012). Apesar de ndo observarmos
diferenca estatistica, ndés observamos uma tendéncia de aumento da actina em células infectadas
e tratadas com 40 pg/mL em relagdo as células apenas infectadas. Essa maior quantidade de
actina promovida pela rP21 pode criar, assim como para 7. cruzi, uma barreira fisica que limita
a proliferacdo de 7. gondii, mas que pode ajudar a proteger o parasito da resposta imune
hospedeira. Nas células HTR-8/SVneo, diferente de estudos anteriores, nds observamos que o
tratamento com 40 pg/mL da rP21 diminuiu a actina. Por outro lado, células infectadas e
tratadas com a mesma concentracdo tiveram uma maior polimerizacdo da actina quando
comparadas com as cé¢lulas apenas infectadas, sugerindo um mecanismo parecido que foi visto
nas células BeWo. Em adicdo, nos observamos que a concentracdo de 80 pg/mL em células
BeWo infectadas diminuiu a quantidade de actina em relagdo as células apenas infectadas,
enquanto que essa mesma concentragdo nao alterou a quantidade de actina em células HTR-
8/SVneo infectadas, sugerindo que o controle da proliferacdo visto nessa concentracdo pode
ndo estar relacionado com a polimeriza¢do da actina nas duas linhagens celulares. No entanto,
mais repeti¢des desse experimento serdo feitas para avaliar o real impacto da rP21 na

polimerizacdo de actina em células BeWo e HTR-8/SVneo.
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Posteriormente, nos avaliamos a resposta imune induzida pela rP21 que poderia estar
contribuindo para a diminuicao da proliferacdo de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo.
Primeiro, nos observamos que a infec¢do induziu uma maior produgdao de ROS nas duas
linhagens celulares, sugerindo uma resposta celular para combater a infec¢ao. No entanto, nds
observamos que a rP21 tendeu a diminuir a produ¢do de ROS nas duas linhagens celulares,
sugerindo que o controle da prolifera¢do de 7. gondii pela rP21 pode ndo estar relacionado com
esse mediador inflamatorio. Estudos demonstram que a infec¢ao por 7. gondii induz a produgao
em excesso de ROS, podendo levar a morte celular por apoptose em trofoblasto humano e
causando danos a placenta, o que pode contribuir para algumas patologias, como a pré-
eclampsia e o aborto (XU et al., 2015; DONG et al., 2021). Nesse sentido, nds hipotetizamos
que a rP21 pode estar modulando a resposta celular a favor do parasito, uma vez que ela
diminuiu a produ¢cdo de ROS nas duas linhagens celulares, criando um ambiente em que o
parasito fica protegido e ndo causa estresse oxidativo para a célula. No entanto, experimentos
futuros sdo necessarios para avaliar o papel da rP21 na morte celular de células BeWo e HTR-
8/SVneo.

Em seguida, n6s avaliamos a produg¢ao de citocinas em células BeWo e HTR-8/SVneo.
Em células BeWo, nos observamos que a rP21 tendeu a uma maior produgdo de MIF e
diminui¢do de IL-8, enquanto que nas células HTR-8/SVneo nés observamos uma menor
produgdo de MIF, uma maior producao de IL-6 e uma tendéncia a aumentar a produgao de IL-
10.

MIF ¢é uma citocina pro-inflamatoria expressa por uma variedade de células, sendo um
mediador importante na imunidade inata e adaptativa, além de ser importante no controle de
infec¢des causadas por protozoarios (BOZZA et al., 2012; TERRAZAS et al., 2017). Estudos
do nosso grupo de pesquisa mostram o papel protetor de MIF na infec¢do por 7. gondii na
interface materno-fetal (GOMES et al., 2011; BARBOSA et al., 2014; DA SILVA et al., 2017;
FRANCO et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2020; SOUZA et al., 2021). Nossos dados em células
BeWo mostram que células infectadas e tratadas com 40 pg/mL tenderam a uma maior
producdo de MIF em relagdo as células apenas infectadas, sugerindo que essa citocina pode
estar envolvida na diminuicdo da proliferacdo de 7. gondii visto em células BeWo. Apesar do
seu papel protetivo na infeccao por 7. gondii, inclusive em células BeWo, recentemente um
estudo do nosso grupo mostrou que a inibigdo de MIF diminuiu a proliferagcdo de 7. gondii em
células HTR-8/SVneo (MILIAN et al., 2019). No entanto, a adi¢do de MIF recombinante
aumentou a expressdao de ciclooxigenase-2 (COX-2) e favoreceu o crescimento do parasito,

sugerindo que nessas células MIF possui um papel que favorece a proliferacao de 7. gondii
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(MILIAN et al., 2019). Nossos dados em células HTR-8/SVneo mostraram que a rP21 induziu
uma diminui¢do da producdo de MIF, sugerindo que o controle da proliferacao de 7. gondii
promovido pela proteina pode ser explicado pela diminui¢ao da produg¢ao de MIF nessas
células.

IL-6 ¢ uma citocina multifuncional produzida pelo trofoblasto humano, pois estd
associada ao desenvolvimento placentario normal e gravidez bem-sucedida (DUBINSKY et al.,
2010; CHAMPION et al., 2012; PRINS; GOMEZ-LOPEZ; ROBERTSON, 2012; GOYAL et
al., 2013). Estudos do nosso grupo mostram que a IL-6 também ¢ importante no controle da
proliferacdo por 7. gondii (CASTRO et al., 2013; BARBOSA et al., 2015; SILVA et al., 2017;
COSTA etal., 2021; SOUZA et al., 2021). Nossos dados em células BeWo mostram que a rP21
nao alterou a produgao dessa citocina em relacao as células somente infectadas. Por outro lado,
nas cé¢lulas HTR-8/SVneo, nds observamos uma tendéncia a aumentar a producdo dessa
citocina, sugerindo que o controle da proliferacdo de 7. gondii também pode estar associado
com a produc¢ao de IL-6 nessas células.

IL-8 ¢ uma citocina pré-inflamatoria produzida por varios tipos celulares, inclusive em
células trofoblasticas humanas (FUJISAWA et al., 2000; MILIAN et al., 2019). Estudos do
nosso grupo mostraram que essa citocina esta relacionada com uma maior proliferagdo de T.
gondii em células HTR-8/SVneo (MILIAN et al., 2019). No entanto, a producao dessa citocina
em nossos experimentos em células HTR-8/SVneo nio tive diferencga entre os grupos (dados
ndo mostrados). Por outro lado, nossos dados em células BeWo mostram que tanto a rP21
quanto a infec¢@o por 7. gondii diminuiu a produgdo de IL-8, sugerindo que o controle do
proliferag¢do de 7. gondii em células BeWo pode ndo estar relacionado com a producao dessa
citocina.

IL-10 ¢ uma citocina anti-inflamatdria muito presente no microambiente placentario,
contribuindo para a tolerancia materno-fetal, o que pode facilitar a infec¢do por 7. gondii
(ENTRICAN, 2002; BARBOSA et al., 2008). Apesar de ndo observarmos diferenca estatistica,
nossos dados em células HTR-8/SVneo mostram que a rP21 tendeu a aumentar a produgdo
dessa citocina em células infectadas, sugerindo que o controle da proliferacdo de 7. gondii pode
ndo estar relacionado com essa citocina, mas seu aumento pode contribuir para manter a
tolerdncia imune na interface materno fetal.

Apos avaliarmos o papel da rP21 em modelos in vitro, nds avaliamos o efeito dessa
proteina em vilos coridnicos humanos, um modelo ex vivo. N6os observamos que a rP21 nao
alterou a viabilidade de vilos corionicos humanos. Em adi¢do, diferente dos resultados vistos

nas células, ndés observamos que o tratamento prévio ou pos infeccdo com a rP21 aumentou a
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proliferacdo de 7. gondii, e mesmo quando ela foi retirada e os vilos foram tratados com meio
a 10% de SFB, o efeito nao foi revertido. A diferenga de resultados visto nos dois modelos pode
ser explicada, pelo menos em parte, devido ao fato de que os vilos coridnicos humanos serem
um tecido composto de mesénquima, citotrofoblasto viloso e extraviloso, além do
sinciciotrofoblasto, o que pode representar melhor os resultados do que os vistos apenas nas
células isoladas. Estudos prévios mostraram o papel da rP21 também na infec¢do por outro
protozoario, Leishmania amazonensis (TEIXEIRA et al., 2018). Os autores observaram que
camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis e tratados com rP21 via subcutanea nas
patas traseiras tiveram um aumento de 10 vezes no parasitismo. Por outro lado, aqueles animais
que foram infectados por 7. cruzi tiveram diminui¢do no parasitismo. Baseado nos nossos
resultados em vilos e nesse estudo prévio, sugere-se que o efeito da rP21 pode ser espécie-
especifico, além dessas diferencas poderem estar ligadas a caracteristicas intrinsecas a infec¢ao
por esses diferentes parasitos. Nossos resultados em vilos coridnicos humanos sugerem que a
rP21 tem um papel de auxiliar na infec¢do por 7. gondii, no entanto, mais repetigoes desse
experimento sao necessarias para avaliar o papel da rP21 na infecgdo pelo parasito, além de
avaliar outros mecanismos, como a resposta imune, que podem estar favorecendo esse aumento

na proliferacao.

7. CONCLUSAO

Em conclusdo, demonstramos que a rP21 contribui para a entrada de 7. gondii em
células trofoblasticas humanas vilosas e extravilosas, e quando o parasito entra na célula, a rP21
induz mecanismos intracelulares que favorece a permanéncia do parasito no hospedeiro, como
a polimerizacao do citoesqueleto de actina, a diminui¢cdo de ROS e um aumento na produgao
de citocinas pro-inflamatorias, levando a uma diminuig¢ao da proliferacdo de 7. gondii, mas que
pode estar ajudando o parasito a passar despercebido pela resposta imune hospedeira e nao
causando danos a célula. Por outro lado, sugerindo que a rP21 pode ajudar na manutengdo da
infec¢do, n6s demonstramos que a rP21 aumenta a proliferagao de 7. gondii em vilos coridnicos
humanos. No entanto, os mecanismos envolvidos nesse aumento precisam ser elucidados. Esse
¢ o primeiro estudo que mostra o papel da rP21 na infecg¢do por 7. gondii, sugerindo que além
de ser uma proteina chave para a patogénese da doenca de Chagas, pode contribuir para a

infeccdo por 7. gondii na interface materno-fetal.
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Figura 1: Viabilidade celular em células BeWo e HTR-8/SVneo tratadas com rP21. Células BeWo
(A) e HTR-8/SVneo (B) foram cultivadas em placas de 96 pogos na propor¢do de 3x10* e 2x10*
células/200 pl por pogo, respectivamente, por 18 h. Em seguida, as células foram tratadas com a rP21
(40 ¢ 80 pg/mL) em meio a 10% de SFB em duas condigdes experimentais: (I) um grupo foi tratado
durante 24 h; e o outro grupo (II) foi tratado durante 48 h, com reposigdo da rP21 apds as primeiras 24
h de tratamento. Em seguida, as células foram submetidas ao ensaio de MTT e os dados foram
apresentados como % de células viaveis (viabilidade celular) em relagdo as células ndo tratadas (meio,

100% de viabilidade). Foi realizado um experimento independente em sextuplicata.
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Figura 2: Ensaio de invasao de 7. gondii juntamente com a rP21 em células BeWo e HTR-8/SVneo.
Células BeWo (A) e HTR-8/SVneo (B) foram cultivadas em placas de 96 pogos na proporg¢do de 3x10*
e 2x10* células/200 ul por pogo, respectivamente, por 18 h. Posteriormente, elas foram infectadas por
T. gondii (3:1) concomitante ao tratamento com a rP21 (40 e 80 pg/mL) por 3 h. Apos o tempo, 0s pocos
foram lavados trés vezes com meio sem SFB para remog¢do dos parasitos extracelulares, e as células
foram submetidas ao ensaio de pB-galactosidase. Os dados foram apresentados como % de invasdo de 7.
gondii em relagdo as células apenas infectadas (meio infectado, 100% de invasdo). Diferengas
significativas em relagdo as células apenas infectadas (*P). Diferengas entre os grupos foram analisadas
pelo teste One-Way ANOVA com pos teste de comparagdes multiplas de Sidak. Foi realizado um

experimento independente em oitoplicata.
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Figura 3: Ensaio de proliferacio de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo. Células BeWo (A)

e HTR-8/SVneo (B) foram cultivadas em placas de 96 pogos na proporgdo de 3x10* e 2x10* células/200
pl por pogo, respectivamente, por 18 h. Posteriormente, elas foram infectadas por 7. gondii (3:1) por 3
h. Apos o tempo, os pogos foram lavados trés vezes com meio sem SFB para remogdo dos parasitos
extracelulares, e as células foram tratadas com a rP21 (40 e 80 pg/mL) por 24 h. Em seguida, as células
foram submetidas ao ensaio de B-galactosidase. Os dados foram apresentados como % de proliferagio
intracelular de T. gondii em relagdo as células apenas infectadas (meio infectado, 100% de proliferacdo).
Diferengas significativas em relagdo as células apenas infectadas (*P). Diferengas entre os grupos foram
analisadas pelo teste One-Way ANOVA com po6s teste de comparagdes multiplas de Sidak. Foram
realizados quatro experimentos independentes em sextuplicata. Imagens representativas (aumento de
40x) de células BeWo (Fig. 3C-E) ¢ HTR-8/SVneo (Fig. 3F-H) sdo evidenciadas, onde é possivel
observar um grande nimero de taquizoitas de 7. gondii em células infectadas e nao tratadas (C e F) em
relacdo as células infectadas e tratadas com rP21 40 ug/mL (D e G) e 80 ug/mL (E e H). Escala da
barra: 20 pm.
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Figura 4: Ensaio de invasdo e proliferaciao de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo pré-
tratadas por 24 h com a rP21. Células BeWo (A,C) e HTR-8/SVneo (B,D) foram cultivadas em placas
de 96 pogos na proporgdo de 3x10* e 2x10* células/200 pl por pogo, respectivamente, por 18 h.
Posteriormente, elas foram pré-tratadas com a rP21 (40 e 80 pg/mL) por 24 h. Apods o tempo, o
tratamento foi removido e as células foram infectadas por 7. gondii (3:1) por 3 h. Em seguida, os pogos
foram lavados trés vezes com meio sem SFB para remocao de parasitos extracelulares, e uma placa foi
submetida ao ensaio de invasdo (A,B), e na outra placa foi adicionado meio com 10% de SFB por
adicionais 24 h para analise da proliferacdo (C,D), ambos pelo ensaio de P-galactosidase. Os dados
foram apresentados como % de invasdo e proliferagdo intracelular de 7. gondii em relacdo as células
apenas infectadas (meio infectado, 100% de proliferagdo). Diferengas significativas em relagdo as
células infectadas e ndo tratadas ("P). Diferengas entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way
ANOVA com pos teste de comparagdes multiplas de Sidak. Foram realizados trés experimentos

independentes em sextuplicata.
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Figura 5: Ensaio de reinfecciao de 7 gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo. Células BeWo (A,C)
e HTR-8/SVneo (B,D) foram cultivadas em placas de 6 pogos na proporgdo de 1x10%2000 pl por pogo
por 18 h. Posteriormente, elas foram infectadas por 7. gondii (3:1) por 3 h. Apods o tempo, 0os pogos
foram lavados trés vezes com meio sem SFB para remogdo dos parasitos extracelulares, ¢ as células
foram tratadas com a rP21 (40 e 80 pug/mL) por 24 h. Em seguida, os pogos foram lavados duas vezes
com meio sem SFB para retirada de parasitos extracelulares, e os parasitos intracelulares foram isolados
por 10 passagens mecanicas através de seringas acopladas com agulhas de calibre 21 e 26 gauges,
respectivamente. O lisado foi centrifugado a 1500 rpm por 30 sec para remogao de debris celulares, € os
parasitos isolados de cada condigdo experimental foram usados para reinfectar novas células BeWo e
HTR-8/SVneo que foram previamente plaqueadas em placas de 96 pogos (3x104200 ul e 2x104200 pl,
respectivamente) na propor¢ao 3:1 em meio com 2% de SFB. Apds 3 h de infecgdo, os pogos foram
lavados trés vezes com meio sem SFB para remocdo de parasitos extracelulares, ¢ uma placa foi
submetida ao ensaio de invasdo (A,B), e na outra placa foi adicionado meio com 10% de SFB por
adicionais 24 h para analise da proliferacdo (C,D), ambos pelo ensaio de B-galactosidase. Os dados
foram apresentados como % de invasdo e proliferacado intracelular de 7. gondii em relacdo as células
apenas infectadas (meio infectado, 100% de proliferagdo). Diferencas significativas em relagao as
células infectadas € ndo tratadas ("P). Diferengas entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way
ANOVA com pos teste de comparacdes multiplas de Sidak. Foram realizados trés experimentos

independentes em oito replicatas.
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Figura 6: Ensaio de reversibilidade de 7. gondii em células BeWo e HTR-8/SVneo. Células BeWo
(A) e HTR-8/SVneo (B) foram cultivadas em placas de 96 pogos na propor¢do de 3x10* e 2x10*
células/200 pl por pogo, respectivamente, por 18 h. Posteriormente, elas foram infectadas por 7. gondii
(3:1) por 3 h. Em seguida, os pogos foram lavados trés vezes com meio sem SFB para remog¢do dos
parasitos extracelulares, e as células foram tratadas com a rP21 (40 e 80 pg/mL) por 24 h. Ap6s o tempo,
trés condigdes experimentais distintas foram avaliadas: (I) apds 24 h de tratamento, um grupo foi
submetido ao ensaio de B-galactosidase (24 h de tratamento); (II) apds 24 h, outro grupo teve o
tratamento removido ¢ adicionado meio com 10% de SFB por mais 24 h (24 h apds a remogdo do
tratamento); e (I1I) ap6s 24 h, outro grupo foi tratado novamente com a rP21 (40 e 80 ug/mL) por mais
24 h (48 h de tratamento), ¢ ap6s o tempo dos dois ultimos grupos (II e III), estes foram submetidos ao
ensaio de B-galactosidase. Os dados foram apresentados como % de proliferacdo intracelular de 7. gondii
em relagdo as células apenas infectadas (meio infectado, 100% de proliferacdo). Diferencas
significativas em relagdo as células infectadas e ndo tratadas (*P). Diferengas entre os grupos foram
analisadas pelo teste One-Way ANOVA com pos teste de comparagdes multiplas de Sidak. Foram

realizados trés experimentos independentes em sextuplicata.
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Figura 7: Analise da polimerizacio do citoesqueleto de actina em células BeWo e HTR-8/SVneo.
Células BeWo (A) e HTR-8/SVneo (B) foram cultivadas em placas de 24 pocos sobre laminulas
circulares (13 mm) na proporgdo de 1x10° e 6x10* células/200 pl por pogo, respectivamente, por 18 h.
Posteriormente, elas foram infectadas ou ndo por 7. gondii (3:1) por 3 h. Em seguida, os pogos foram
lavados trés vezes com meio sem SFB para remocdo dos parasitos extracelulares, e as células foram
tratadas ou ndo com a rP21 (40 e 80 ug/mL) por 24 h. Apds o tempo, as laminulas foram processadas
para marcacdo do citoesqueleto de actina, 7. gondii e nlcleo, e analisadas em um microscopio de
fluorescéncia confocal. Um total de 100 células em triplicata de cada condigdo foram analisadas quanto
a intensidade média de fluorescéncia da actina no software Image J versdo 1.50i. Diferencas
significativas em relac¢do as células ndo infectadas e ndo tratadas ("P), infectadas e ndo tratadas (“P) e
entre células infectadas ou ndo e tratadas com a mesma concentra¢do (%P). Diferengas entre os grupos
foram analisadas pelo teste Kruskall-Wallis com pés teste de comparagdes multiplas de Dunn. Foi
realizado um experimento independente em triplicata. Imagens representativas (aumento de 40x) de
células BeWo (C-H) e HTR-8/SVneo (Fig. 3I-N) sao evidenciadas, onde é possivel observar a marcagao
da actina (vermelho), 7. gondii (verde) e ntcleo (azul) em células ndo infectadas e ndo tratadas (C e I),
tratadas com rP21 40 pg/mL (D e J), 80 pg/mL (E e K), células apenas infectadas (F e L), infectadas e
tratadas com rP21 40 pg/mL (G e M) e 80 ug/mL (H e N). Escala da barra: 20 um.
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Figura 8: Analise da producido de ROS em células BeWo e HTR-8/SVneo. Células BeWo (A) e
HTR-8/SVneo (B) foram cultivadas em placas de 24 pogos na proporg¢io de 1x10° e 8x10* células/500
pl por poco, respectivamente, por 18 h. Posteriormente, elas foram infectadas ou ndo por 7. gondii (3:1)
por 3 h. Em seguida, os pogos foram lavados trés vezes com meio sem SFB para remoc¢ao dos parasitos
extracelulares, e as células foram tratadas ou ndo com a rP21 (40 e 80 png/mL) por 24 h. Apds o tempo,
as células foram colhidas dos pogos, centrifugadas a 1500 rpm por 5 min, o sobrenadante foi desprezado
e as células foram incubadas com 100 pl de H.DCFDA (10 uM diluido em PBS 1x com 10% de SFB)
por 45 min a 37 °C e 5% de CO; no escuro. Como controle positivo de indugéo de ROS, células BeWo
e HTR-8/SVneo foram tratadas previamente a incubag@o com 5% de H»>O- (diluido em PBS 1x) por 30
min. A intensidade média de fluorescéncia de H.DCFDA foi detectada e analisada por citometria de
fluxo. Diferengas significativas em rela¢do as células ndo infectadas e ndo tratadas (*P), infectadas e ndo
tratadas (“P) e entre células infectadas ou ndo e tratadas com a mesma concentragdo (%P). Diferengas
entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way ANOV A com pds teste de comparagdes multiplas

de Sidak. Foram realizados dois experimentos independentes em quintuplicata.
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Figura 9: Analise do perfil de citocinas secretadas por células BeWo. Os sobrenadantes de células
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BeWo ndo infectadas e ndo tratadas, apenas tratadas, apenas infectadas e infectadas e tratadas foram

submetidos a dosagem de citocinas pelo ensaio de ELISA. Os resultados foram expressos em pg/mL de

acordo com a curva padrio para cada citocina analisada. (A) MIF, (B) IL-6 e (C) IL-8. Diferencas

significativas em relac¢do as células ndo infectadas e ndo tratadas ("P), infectadas e ndo tratadas (“P) e

entre células infectadas ou ndo e tratadas com a mesma concentragdo (%P). Diferengas entre os grupos

foram analisadas pelo teste One-Way ANOV A com pos teste de comparagdes multiplas de Sidak. Foram

realizados trés experimentos independentes em triplicata.
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Figura 10: Analise do perfil de citocinas secretadas por células HTR-8/SVneo. Os sobrenadantes de

49

células HTR-8/SVneo nao infectadas e ndo tratadas, apenas tratadas, apenas infectadas e infectadas e

tratadas foram submetidos a dosagem de citocinas pelo ensaio de ELISA. Os resultados foram expressos

em pg/mL de acordo com a curva padrio para cada citocina analisada. (A) MIF, (B) IL-6 e (C) IL-10.

Diferencas significativas em relagdo as células ndo infectadas e ndo tratadas (*P), infectadas e ndo

tratadas (*P) e entre células infectadas ou ndo e tratadas com a mesma concentragio (¥P). Diferencas

entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way ANOV A com pds teste de comparagdes multiplas

de Sidak. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata.
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Figura 11: Viabilidade de vilos coriénicos humanos tratados com rP21. Os vilos coridnicos
humanos foram coletados cultivados em placas de 96 pogos em meio com 10% de SFB por 24 h. Em
seguida, os vilos foram tratados com rP21 (40 e 80 pg/mL) em meio com 10% de SFB em duas condigdes
experimentais: (I) um grupo foi tratado durante 24 h; e o outro grupo (II) foi tratado durante 48 h, com
reposicao da rP21 apos as primeiras 24 h de tratamento. Apos o tempo, os vilos foram submetidos ao
ensaio de MTT e os dados foram apresentados como % de vilos viaveis (% de viabilidade dos vilos) em
relacdo aos vilos nao tratados (100% de viabilidade) (A). Foi realizado um experimento independente
em quintuplicata. Fotomicrografias representativas de vilos ndo tratados por 24 e 48h (B,E), ou
tratados com 40 pg/mL de rP21 por 24 e 48 h (C,F) ou 80 ug/mL por 24 ¢ 48 h (D,G), onde ¢é
possivel observar a morfologia do sinciciotrofoblasto (seta) e mesénquima (M) preservados

quando comparados aos vilos ndo tratadas (meio). Escala da barra: 200 um.
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Figura 12: Proliferagao de 7. gondii em vilos coriénicos humanos. Os vilos coridnico humanos foram
cultivados em placas de 96 pocos em meio com 10% de SFB por 24 h. Em seguida, os vilos foram
infectados por 7. gondii (1x10°) por mais 24 h. Apds o tempo, trés condi¢des experimentais distintas
foram avaliadas: (A) I- ap6s 24 h de tratamento, um grupo de vilos foram coletados para analise da
proliferagdo pelo ensaio de B-galactosidase (24 h de tratamento); II- apds 24 h, outro grupo de vilos
tiveram o tratamento removido e adicionado meio com 10% de SFB por mais 24 h (24 h apos a remogao
do tratamento); e III- ap6s 24 h, outro grupo de vilos foram tratados novamente com a rP21 40 e 80
ug/mL) por mais 24 h (48 h de tratamento), e apds o tempo dos dois ultimos grupos (II e III), os vilos
foram coletados para analise pelo ensaio de -galactosidase. Em outro experimento (B), os vilos foram
pré-tratados com a rP21 (40 e 80 pug/mL) em meio com 10% de SFB por 24 h. Posteriormente, o
tratamento foi retirado, € os vilos foram infectados com T. gondii (1x 10°) por mais 24 h. Ap6s o tempo,
os vilos foram coletados para analise da pelo ensaio de B-galactosidase. Os dados foram apresentados
como % de proliferacdo de 7. gondii em relagdo aos vilos apenas infectados (meio infectado, 100% de
proliferagdo). Diferencas significativas em relagio aos vilos infectados e ndo tratados (*P). Diferencas
entre os grupos foram analisadas pelo teste One-Way ANOVA com pos teste de comparagdes multiplas

de Sidak. Foram realizados dois experimentos independentes em quintuplicata (A) e sextuplicata (B).
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Figura suplementar 1: Purificacido da rP21 em gel SDS-PAGE 13% com coloracio por Comassie

Blue.
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Figura suplementar 2: Ensaio de invasao de 7. gondii juntamente com a rP21 em cinética de tempo
em células BeWo e HTR-8/SVneo. Células BeWo (A) e HTR-8/SVneo (B) foram cultivadas em placas
de 96 pogos na proporgdo de 3x10* e 2x10* células/200 pl por pogo, respectivamente, por 18 h.
Posteriormente, elas foram infectadas por 7. gondii (3:1) concomitante ao tratamento com a rP21 (40 e
80 pg/mL) em uma cinética de tempo para avaliar a invasdo (1, 2 e 3 h). Apds o tempo, os pocos foram
lavados trés vezes com meio sem SFB para remoc¢do dos parasitos extracelulares, e as células foram
submetidas ao ensaio de -galactosidase. Os dados foram apresentados como % de invasao de 7. gondii
em relacdo as células apenas infectadas (meio infectado, 100% de invasdo). Diferengas significativas
em relagdo as células infectadas e ndo tratadas ("P). Diferencas entre os grupos foram analisadas pelo

teste Kruskall-Wallis com pos teste de comparagdes multiplas de Dunn. Foi realizado um experimento

independente em quintuplicata.
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