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RESUMO

A interagdo entre células trofoblasticas extravilosas humanas e macroéfagos tem
importante papel tanto na implantagdo quanto na placentacdo no curso de uma gestacao de
sucesso. No entanto, alteragdes nesta comunicacao, causada ou nao por agentes patogénicos,
podem causar problemas gestacionais. Assim, o objetivo desse estudo foi investigar a
influéncia de Toxoplasma gondii na ocorréncia da apoptose induzida por macréfagos em
células trofoblasticas extravilosas humanas. Para este proposito, células trofoblasticas
extravilosas da linhagem HTR-8/SVneo foram tratadas ou nao com sobrenadante de
macrofagos e/ou posteriormente infectadas por 7. gondii. A secre¢do de citocinas e a
liberagdo de FasL soluvel foram verificadas pelo ELISA, o indice de apoptose e a expressao
de Fas/CD95 foram determinadas por meio do citdmetro de fluxo, e a proliferacdo intracelular
do parasito foi analisada pelo ensaio enzimatico. Nossos resultados mostraram que a produgao
de IL-6 por células HTR-8/SVneo foi sinergicamente aumentada na presenca de ambos
estimulos: sobrenadante de macréfagos e infeccdo por 7. gondii. O indice de apoptose de
células HTR-8/SVneo infectadas diminuiu na presenga ou auséncia do sobrenadante de
macrofagos infectados. Por outro lado, a apoptose de células HTR-8/SVneo infectadas
aumentou quando essas células foram tratadas com o sobrenadante de macréfagos nao
infectados. Além disso, a baixa expressdao de Fas/CD95 e a alta liberacdo de FasL soluvel
foram observadas nessas condi¢des. Finalmente, ndo foi verificada nenhuma mudanca na
proliferacdo de 7. gondii nas diferentes situagdes experimentais. No entanto, observa-se uma
regulagdo negativa da apoptose em células HTR-8/SVneo pelo parasito que provavelmente
relaciona-se com o favorecimento de seu estabelecimento na célula hospedeira, enquanto as
atividades funcionais dos macréfagos foram no sentido de restaurar esses indices de morte
celular, para manter os eventos gestacionais de invasdo e placentacdo adequados. Assim,
nossos resultados contribuiram para melhor entendimento dos mecanismos de comunicacao
celular existente entre as células trofoblasticas extravilosas e macrofagos, além de demonstrar
que a infeccao por 7. gondii pode interferir nessa interagdo por meio da modulacao da morte

celular por apoptose.

Palavras chaves: trofoblasto, macréfagos, apoptose, Toxoplasma gondii.



ABSTRACT

The interaction between human extravillous trophoblast cells and macrophages has an
important role in the implantation and placentation during a successful pregnancy. However
any dysfunction in this communication is associated with pregnancy complications. The aim
of this study was investigate the influence of Toxoplasma gondii in the occurrence of
apoptosis triggered by macrophages in HTR-8/SVneo cells. For this purpose, HTR-8/SVneo
cells were treated or not with the supernatant from uninfected or infected macrophages and
then infected or not by 7. gondii. Cytokine secretion and soluble FasL were analyzed by
ELISA, apoptosis index and expression of Fas/CD95 were determined by flow cytometry and
intracellular parasite proliferation was analyzed by enzymatic assay. IL-6 secretion by HTR-
8/SVneo cells was synergistically increased with both stimulus, supernatant from
macrophages and 7. gondii infection. The apoptosis index of infected HTR-8/SVneo cells was
decreased in the presence or absence of supernatant from infected macrophage. On the other
hand, the apoptosis of infected HTR-8/SVneo cells increased when these cells were treated
with supernatant from uninfected macrophages. Also, a low expression of Fas/CD95 and a
high soluble FasL release were observed in these conditions. Finally, we did not verify any
change in the proliferation of 7. gondii. However, there is downmodulation of apoptosis in
HTR-8/SVneo cells by the parasite which probably relates to favoring its establishment in the
host cell, while the functional activities of macrophages toward restoring these death rates
cell, to keep gestational events of invasion and placentation appropriate. All together, these
results contribute to better understanding of the mechanisms of cellular communication
existing between the extravillous trophoblastic cells and macrophages, and demonstrate that
infection with 7. gondii can interfere with this interaction through modulation of cell death by

apoptosis.

Key words: trophoblastic cells, macrophages, apoptosis, Toxoplasma gondii.



1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii

1.1.1. Caracterizacao

Toxoplasma gondii foi identificado primeiramente no roedor Ctenodactylus gundi, em
1908 na Tunisia (Africa) por Nicolle e Manceaux (1908), que assim 0 nomearam. No mesmo
ano, no Brasil, Splendore (1908) também identificou o parasito em um coelho doméstico
(Oryctolagus cuniculus) (Rey, 2001; Kawazoe, 2005; Dubey et al., 2012). T. gondii € um
parasito intracelular obrigatdrio que infecta uma ampla gama de hospedeiros, incluindo quase
todos os animais vertebrados de sangue quente (Hunter e Sibley, 2012). Atualmente, T. gondii
é classificado como pertencente ao reino Protista, filo Apicomplexa, classe Sporozoa, ordem
Eucoccidia, familia Sarcocystidae, género Toxoplasma e espécie Toxoplasma gondii (Rey,
2001).

O parasito geralmente apresenta forma alongada e arqueada, mas pode também
apresentar um aspecto ovalado, indicando o inicio de um novo processo de divisdo celular
(Souza et al. 2010). T. gondii apresenta um nucleo central situado no meio do parasito ou
mais préximo de sua extremidade posterior, organelas comuns as células eucariontes e outras
tipicas do parasito. Na regido anterior é encontrado o complexo apical, caracterizado por uma
prega na membrana plasmatica demarcando uma depressao central, e logo abaixo dessa
regido, localiza-se uma organela denominada condide. Estas estruturas sdo importantes na
manutencdo da forma do parasito e também estdo envolvidas com a motilidade e
direcionamento de vesiculas secretorias que auxiliam durante 0 mecanismo de invasao
(Dubey et al., 1998; Hu et al., 2006; Dupont et al., 2012). Ainda associadas ao complexo
apical, as micronemas, roptrias e os granulos densos sdo organelas responsaveis por secretar
fatores quimicos relacionadas com a adesdo e invasdo do parasito a célula hospedeira (Sheiner
et al., 2010; Peng et al., 2011), bem como formacdo do vacuolo parasitéforo (Kawazoe, 2005;
Carruthers, 2006).

As micronemas sdo organelas secretoras de moléculas adesivas e atuam no
reconhecimento e adesdo inicial do parasito aos receptores de membrana da célula hospedeira
(Souza et al. 2010; Carruthers, 2002). As roptrias sdo constituidas por formagdes
membranosas de extremidades dilatadas e seu contetdo proteico é liberado durante a
internalizacdo do parasito na célula hospedeira (Gubbels e Duraisingh, 2012). As proteinas
das roptrias ainda estdo relacionadas a formagdo do vacuolo parasitoforo, garantindo a

natureza ndo fusogénica do vacuolo, ao recrutamento de mitocondrias (Carruthers, 2002;



Sinai, 2008) e s&o importantes marcadores de viruléncia de T. gondii (Bradley e Sibley, 2007;
Hunter e Sibley, 2012). Os granulos densos sédo formados por uma familia de glicoproteinas
de diferentes pesos moleculares. Estes granulos tém como uma das funcdes a liberacdo de
glicoproteinas no vacuolo parasitoforo, evitando a sua fusdo com lisossomos e possibilitando
0 parasito evadir de mecanismos de respostas da célula hospedeira (Souza et al. 2010;
Carruthers e Boothroyd, 2007).

1.1.2. Estagios de desenvolvimento e ciclo de vida

Toxoplasma gondii apresenta trés estagios de desenvolvimento, sendo todos eles
infectantes: taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas (Robert-Gangneux e Darde, 2012).
Taquizoitas sdo caracterizados pela forma alongada, com uma extremidade mais afilada e a
outra arredondada (Souza et al. 2010; Montoya e Liesenfeld, 2004). Esse estagio infectante é
capaz de invadir muitos tipos celulares e multiplicar rapidamente, permitindo o aumento
rapido do nimero de parasitos e consequente disseminacdo pelo hospedeiro. Em razéo disso,
esta forma evolutiva é a responsavel pelas manifestacdes da fase aguda da infeccdo, podendo
ocasionar as manifestacdes clinicas da toxoplasmose (Dubey, 2008; Peng et al., 2011; Hunter
e Sibley, 2012).

No organismo hospedeiro, uma vigorosa resposta imune induz a diferenciacdo de
taquizoitas em bradizoitas (lhara e Nishikawa, 2014; White et al., 2014), que passam a
sobreviver em um periodo de laténcia, caracterizando a fase cronica da infeccdo (Robert-
Gangneux e Darde, 2012). Nesse estagio, bradizoitas sdo morfologicamente semelhantes a
taquizoitas, mas proliferam mais lentamente devido ao metabolismo mais lento propiciado
pela maior quantidade de grénulos de amilopectina (Montoya e Liesenfeld, 2004; Eaton et al.,
2006; Skariah et al., 2010). Bradizoitas sdo encontrados no interior de cistos teciduais
formados nos tecidos nervoso, muscular e optico (Kawazoe, 2005), e pode ser considerada
uma forma de resisténcia do parasito ao sistema imune do hospedeiro. Os cistos podem
permanecer nos tecidos por toda a vida do hospedeiro, mas em casos de imunossupresséo, a
infeccdo pode reagudizar e os bradizoitas se convertem novamente em taquizoitas, voltando a
se multiplicar rapidamente pelo organismo hospedeiro (Skariah et al., 2010; Sullivan e
Jeffers, 2012).

Os esporozoitas sdo encontrados no interior de oocistos. Sdo ovais ou elipticos,
guando esporulados, e possuem uma parede dupla muito resistente ao meio ambiente. Quando

liberados, juntamente com as fezes dos felinos, sdo imaturos (Montoya e Liesenfeld, 2004).
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Entretanto, em condi¢des ambientais favordveis, podem esporular originando dois
esporocistos com quatro esporozoitas no interior (Dubey, 2004).

A infeccdo causada por T. gondii pode acometer quase todos os vertebrados, mas
apesar desse amplo espectro de hospedeiros, os felinos, mais especificamente do género Felix
e Linx, sdo os unicos hospedeiros definitivos onde ocorre a reprodugdo sexuada do parasito
(Dubey et al., 1998; Rey, 2001; Kawazoe, 2005).

Felinos se infectam ao ingerirem qualquer uma das formas infectantes (cistos contendo
bradizoitas, oocistos contendo esporozoitas ou taquizoitas) iniciando um novo ciclo a partir da
infeccdo das células epiteliais do intestino delgado (Dubey, 2004; Hunter e Sibley, 2012).
Geralmente, a infeccdo se da pela ingestdo de cistos teciduais que, depois de localizados no
trato gastrointestinal, sofrem a acdo de enzimas proteoliticas que ocasionam a liberacdo de
inimeros bradizoitas. Estes penetram nas células do estdmago e do intestino, convertem em
taquizoitas (White et al., 2014) e iniciam a multiplicacdo, pelo processo de merogonia,
originando os merozoitos. Os merozoitos se desenvolvem e podem ser formados dois tipos de
gametas: gametas femininos imoveis (macrogametas) e gametas masculinos moveis
(microgametas flagelados). Depois da fertilizacdo, uma parede externa envolta do zigoto
forma o oocisto imaturo que é liberado para 0 meio ambiente junto com as fezes dos felinos.
No meio ambiente, em condicdes favoraveis de temperatura e umidade, esse oocisto esporula
originando 0s esporozoitas, e se torna infectante a novos hospedeiros (Hunter e Sibley, 2012;
Robert-Gangneux e Darde, 2012; White et al., 2014).

Hospedeiros intermediarios, como os humanos, podem se infectar ao ingerir oocistos
presentes no solo e que podem contaminar dgua e alimentos, ingerir cistos teciduais presentes
em carnes cruas ou mal cozidas ou pelo contato com taquizoitas em infeccGes
transplacentérias, transplantes de sangue ou 6rgdos contaminados e acidentes laboratoriais
(Montoya e Liesenfeld, 2004; Dubey et al., 2012; Esch e Petersen, 2013; Chaudhry et al.,
2014).

Uma vez libertos no hospedeiro intermediario, os parasitos podem se diferenciar em
taquizoitas, sofrer uma intensa multiplicacdo por endodiogenia e disseminar pelo organismo
hospedeiro, caracterizando a fase aguda da infeccdo. A fase crdnica s6 tem inicio com o
desenvolvimento da resposta imune do hospedeiro, ocasionando 0 encistamento dos
taquizoitas no interior das celulas (diferenciacdo em bradizoitas) e diminui¢cdo da quantidade
de parasitos circulantes. N&o havendo disturbios no sistema imunoldgico, esta fase pode se
estender por toda a vida do hospedeiro (Montoya e Liesenfeld, 2004; Kawazoe, 2005; Dubey
etal., 2012).
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1.2. Toxoplasmose e toxoplasmose congénita

A toxoplasmose é causada pela infecgdo por T. gondii. No Brasil, a soroprevaléncia
estimada da doenca atinge aproximadamente 77,5% das pessoas (Sepulveda-Arias et al.,
2014) e no mundo, estima-se que cerca de 1/3 da populacdo humana apresente a fase crénica
da infec¢do. Assim, a toxoplasmose é uma das mais bem sucedidas doengas parasitarias
humanas (Peng et al., 2011; Chaudhry et al., 2014).

A maioria dos portadores da infeccéo por T. gondii € assintomatica (Lang et al., 2007;
Chaudhry et al., 2014). No entanto, na fase aguda da toxoplasmose, caracterizada pela
parasitemia e disseminagdo do parasito pelo organismo, manifestac@es clinicas podem surgir
como febre, mal estar, mialgia, dores de cabeca, alteracdes na visdo ou até mesmo sua perda
total (Montoya e Liesenfeld, 2004; Bodaghi et al., 2012; White et al., 2014). Tais
manifestacGes sdo recorrentes até que o desenvolvimento da resposta imunoldgica pelo
hospedeiro seja iniciado. Por outro lado, em individuos imunocomprometidos, gestantes,
criangas e recém-nascidos infectados congenitamente, a toxoplasmose pode gerar Varios
outros sintomas, especialmente encefalite toxoplasmica, retinocoroidite e abortos (Lambert et
al., 2011; Sepulveda-Arias et al., 2014). A fase crbnica da infeccdo se define com o
estabelecimento da resposta imune contra o parasito, mas ainda € incapaz de eliminar
totalmente o protozoario. Como forma de evasao da resposta imune, o parasito encista e pode
permanecer por toda a vida do hospedeiro em estado de laténcia (Dubey, 2004).

Quando a infeccdo causada por T. gondii € adquirida na gestacdo, pode resultar no
surgimento da toxoplasmose congénita. No Brasil, essa doenca é um sério problema de satde
publica (Dubey et al., 2012) e em muitos casos esta associada as condi¢des demograficas e
socioecondémicas do pais, as condicdes ambientais favordveis para a exposicdo desse
patdgeno, como também a alta exposicdo de mulheres gravidas aos oocistos (Carellos et al.,
2014).

A toxoplasmose congénita pode ocorrer mesmo quando a infeccdo materna foi
adquirida no periodo pré-concepcdo (Remington et al., 2001; Kodjikian, 2010). Mas, na
maioria das vezes, a transmissdo transplacentaria do parasito se d& quando a infecgdo materna
por T. gondii ocorre durante a gestacdo, propiciando a toxoplasmose congénita (Kravetz e
Federman, 2005; Chaudhry et al., 2014). A primeira situacdo, mais rara, porém ndo menos
importante, esta relacionada aos casos de reativacdo da infec¢do cronica como consequéncia
da imunossupressdo advinda de tratamentos com corticosteroides ou infecg¢des virais como a
AIDS (Lindsay e Dubey, 2011; Chaudhry et al., 2014; Ville e Leruez-Ville, 2014).
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Na condicdo de transmissdo transplacentaria, se a infeccdo materna ocorrer no
primeiro trimestre gestacional, poucas chances (menos que 6%) de transmissédo vertical
existem. Entretanto, consequéncias graves podem ser ocasionadas, por exemplo, o aborto.
Diferentemente, se a infeccdo materna ocorrer durante o terceiro trimestre gestacional, as
chances de transmissdo transplacentaria aumentam muito (entre 60% e 80%), mas as
manifestagdes clinicas nos recém-nascidos sdo menores ou ndo existem. Os neonatos, em sua
maioria sdo assintomaticos, mas sequelas tardias podem ser apresentadas como hidrocefalia,
microcefalia, calcificacdo intracraniana, retinocoroidite, estrabismo, cegueira, epilepsia,
retardo mental e psicomotor, trombocitopenia e anemia (Montoya e Liesenfeld, 2004; Blanco-
Lago et al., 2010; Lindsay e Dubey, 2011; Bodaghi et al., 2012; Chaudhry et al., 2014; Ville e
Leruez-Ville, 2014).

1.3. Resposta imune a T. gondii e susceptibilidade a infecgdo durante a gestacao

O sistema imunoldgico no hospedeiro frente a uma infec¢do pode elaborar respostas
tanto da imunidade inata quanto da adaptativa. Contudo, como T. gondii € um parasito de
habito obrigatoriamente intracelular, o principal mecanismo de defesa contra esse patdgeno é
a resposta inflamatéria mediada por células (Filisetti e Candolfi, 2004; Maubon et al., 2008).

O parasito pode ser detectado de forma direta através do conjunto de moléculas
especificas para deteccdo de protozoarios. Como também podem ser indiretamente detectados
pelo reconhecimento de eventuais danos teciduais associados a infeccdo parasitaria
(Yarovinsky, 2014). Neste sentido, células apresentadoras de antigenos (APCs), como
macrofagos, células dendriticas, neutrofilos e células natural killer (NK), estabelecem esse
reconhecimento e constituem a primeira linha de protegdo contra T. gondii.
Consequentemente, a ativacdo dessas células de defesa induz a producdo de citocinas pro-
inflamatorias como interleucina (IL)-12 e interferon (IFN)-y, que promoverdo a ativagdo de
mecanismos efetores antimicrobianos para controle da infeccdo (Robben et al., 2004; Hunter
e Sibley, 2012; Sturge e Yarovinsky, 2014; Yarovinsky, 2014).

Estudos mostram que uma das formas de ativacdo das APCs se da pela interacdo direta
com o parasito pelo reconhecimento da profilina, uma proteina essencial para sobrevivéncia
do protozoario que regula sua motilidade e invaséo da célula hospedeira. Esse reconhecimento
por receptores do tipo Toll-like receptors (TLRs), constituintes da membrana dessas celulas
de defesa, leva ao recrutamento da molécula adaptadora MyD88 para o inicio de uma cascata

imune de sinalizacdo. E a ativacdo dessa cascata de sinalizacdo resulta no aumento na
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producdo de IL-12 e IFN-y pelas APCs (Hunter e Sibley, 2012; Sturge e Yarovinsky, 2014;
Yarovinsky, 2014).

A producdo dessas citocinas esta associada com a ativacdo da resposta imune
adaptativa mediada pelos linfocitos TCD8" e TCD4". Os linfocitos TCD8" sdo células
efetoras caracterizadas pela secregéo de citocinas envolvidas na resisténcia do hospedeiro ao
parasito e pela atividade citotoxica. Essa atividade torna os linfocitos células efetoras
essenciais, pois induzem a apoptose direta contra taquizoitas ou células infectadas (Filisetti e
Candolfi, 2004; Melo et al., 2011).

Os linfocitos TCD4", além de auxiliarem na manutencio da resposta das células
TCD8", regulam varios mecanismos imunes contra o parasito (Combe et al., 2005; Jongert et
al., 2010). S&o encontradas diversas subpopulacdes de linfocitos TCD4", que podem ser
diferenciados basicamente pelo perfil de citocinas predominante no microambiente em que se
encontram. Dentre elas, os linfdcitos T helper 1 (Thl) produzem citocinas pro-inflamatérias
essenciais para o controle da infeccdo por patdgenos intracelulares; e os linfécitos T helper 2
(Th2) secretam citocinas anti-inflamatorias envolvidas no controle da resposta imune por
inibir reacdes inflamatdrias. Estas citocinas, por sua vez, estdo envolvidas na inducdo de
outros fatores por células vizinhas e no recrutamento e ativacdo de mais APCs. Nesse sentido,
as células do sistema imune inato e adaptativo se comunicam, e em casos de infecgdo atuam
para intensificar a reposta imunoldgica efetora contra o patdgeno e conter a disseminacdo da
infeccdo pelo organismo (Abbas e Lichtman, 2007).

Outra importante populacdo de células necessarias para a protecdo do hospedeiro é
representada pelos macrofagos, pois além de atuar como APC, através da fagocitose e
apresentacdo de antigenos aos linfocitos, secreta IL-12 e fator de necrose tumoral (TNF)-a
que ativa e auxilia as células da imunidade adaptativa (Robben et al., 2004; Hunter e Sibley,
2012; Sturge e Yarovinsky, 2014; Yarovinsky, 2014). A citocina pré-inflamatéria 1L-12
produzida pelos macrdfagos induz os linfécitos a secretarem IFN-y, que é o maior mediador
da resisténcia contra o parasito, promovendo varios mecanismos intracelulares para inibir a
multiplicagdo do parasito (Melo et al., 2011; Dupont et al., 2012; Sturge e Yarovinsky, 2014).
A secrecdo de TNF-o induz a apoptose de células infectadas, aumenta a capacidade
microbicida dos macrofagos e induz células NK a secretarem mais IFN-y (Filisetti e Candolfi,
2004; Korner et al., 2010). Além disso, a presenca de IFN-y no microambiente regula a
expressao de oxido nitrico sintetase induzivel (INOS) e espécies reativas do oxigénio (ROS)
por macréfagos, que sdo fatores toxicos importantes para a eliminagdo do parasito (Sturge e
Yarovinsky, 2014; Yarovinsky, 2014).
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No curso da infeccdo por T. gondii, ocorre predominantemente a producao de citocinas
pro-inflamatorias. Normalmente, em individuos imunocompetentes, nota-se também a
presenca, Nndo menos importante, mas em menores niveis, das citocinas anti-inflamatorias,
para que haja, respectivamente, a protecdo contra o patdégeno e o controle dessa resposta
inflamatoria a fim de evitar danos teciduais (Gude et al., 2004). Dessa maneira, se esse perfil
de controle da invasdo e proliferacdo do parasito no organismo do hospedeiro for alterado,
como por exemplo, durante a gravidez, maiores possibilidades de infeccdo dos tecidos fetais
podem ocorrer (Remington et al., 2001; Kravetz e Federman, 2005; Kodjikian, 2010).

Durante o periodo gestacional, a resposta imune é marcada pelo balango entre os perfis
pré-inflamatorio, essencial nos estagios iniciais e no parto, e predominantemente anti-
inflamatdrio (Vargas-Villavicencio et al., 2009; Salamone et al., 2012), visto que é por meio
deste mecanismo preferencialmente anti-inflamatorio que o desenvolvimento do feto estara
protegido do sistema imunoldgico materno. Caso o perfil imunolégico pro-inflamatério seja
expresso exacerbadamente, pode ocorrer rejeicdo do feto, acarretando abortos recorrentes (Da
Silva e Langoni, 2009; Sykes et al., 2012). Neste sentido, se o parasito, que € controlado por
um perfil pré-inflamatério, acomete gestantes que, por sua vez, apresentam o padrdo de
resposta imune predominantemente anti-inflamatorio, tanto os riscos de rejeicdo fetal
aumentam quanto os tecidos maternos e fetais se tornam mais susceptiveis a infeccdo (Abou-
Bacar et al., 2004; Sykes et al., 2012).

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram que células BeWo foram altamente
susceptiveis a infeccdo por T. gondii na presenca de 1L-10 e TGF-B1 (Barbosa et al., 2008).
Adicionalmente, células BeWo apresentaram o parasitismo controlado apenas quando tratadas
com altas doses de MIF (Barbosa et al., 2014). IFN-y, citocina pro-inflamatéria que deveria
controlar a disseminacédo do parasito, foi incapaz de controlar ambas a invasao e replicacdo de
T. gondii em células BeWo (Oliveira et al., 2006; Barbosa et al., 2008), embora o tratamento
destas células com IFN-y tenha controlado a replicagdo de Neospora caninum, parasito
altamente semelhante a T. gondii (Carvalho et al., 2010). Frente a infeccdo por T. gondii,
supde-se que células trofoblasticas, mesmo sob estimulo pré-inflamatério oferecido por IFN-
Y, sdo capazes de modular o perfil imunoldgico na interface materno-fetal para garantir a

manutencdo da gestacdo, mesmo que favoreca infeccao fetal por patdgenos intracelulares.

1.4. Gestacdo e interacdo entre células maternas e fetais
A gestacdo é originada a partir da fusdo de gametas com materiais genéticos diversos,

portanto, € apresentado a méde, um zigoto com antigenos tanto maternos quanto paternos. Com
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isto, certa tolerancia imunoldgica materna em relagcdo aos antigenos paternos é observada e tal
condicdo se torna possivel devido ao balango entre os perfis imunoldgicos da resposta imune
(Gude et al.,, 2004). O perfil imunologico pro-inflamatério se torna essencial para a
implantacdo embrionaria e o parto, enquanto o perfil imunoldgico anti-inflamatorio limita a
resposta inflamatoria inicial e possibilita a tolerdncia imunoldgica frente aos tecidos fetais
(Fest et al., 2007; Salamone et al., 2012).

InUmeras e complexas interacdes entre o Utero receptivo e o blastocisto maduro
permitem o sucesso da implantacdo e, consequentemente, o desenvolvimento fetal. Nesse
sentido, celulas trofoblasticas sdo essenciais por modular, direta ou indiretamente, o perfil
tolerogénico essencial para o periodo gestacional (Chaouat et al., 2010; Yoshinaga, 2010;
Salamone et al., 2012). Essas células atuam na supressdo/regulacdo de linfécitos T através da
inducdo da anergia pela secrecdo de indoleamina 2,3-dioxygenase (IDO), atua na producéo de
fatores bloqueadores induzidos por progesterona (PIBF), interagem com receptores das
celulas NK inibindo ou ativando as mesmas (Chaouat et al., 2010), induzem um perfil
tolerogénico em células dendriticas (Salamone et al., 2012), recrutam e regulam a atividade
de mondcitos (Fest et al., 2007; Castro et al., 2013) e modulam a expressdo de proteinas
imunes em macrofagos (Abumaree et al., 2012).

Os macrofagos exibem uma importante plasticidade funcional e se adaptam
reversivelmente de acordo com as mudancgas do microambiente (Stout e Suttles, 2004). Estas
células sdo apresentadoras de antigenos, secretoras de citocinas e sdo mediadoras de resposta
em microambientes érgdo-especifico (Nagamatsu e Schust, 2010b). Quando polarizados em
um perfil M2, induzido por fatores anti-inflamatorios secretados pelas células trofoblasticas,
0s macrofagos apresentam propriedades imunossupressoras que também contribuem para a
tolerancia imunoldgica durante a gestacdo (Abumaree et al., 2012). A decidua é composta
basicamente de células deciduais residentes, células imunes e uma ampla variedade de
leucdcitos, sendo os macrofagos representantes de 20-25% dos leucdcitos e aproximadamente
10% das células deciduais no Utero gravidico (Nagamatsu e Schust, 2010b). Dessa maneira,
esses macréfagos deciduais, além de cooperarem no estabelecimento do perfil anti-
inflamatdrio induzidos pelas células fetais, estdo envolvidos também no suporte da invasao do
trofoblasto, no remodelamento vascular, na implantacdo e na placentacdo (Nagamatsu e
Schust, 2010b).

No sitio de implantacdo, a partir da adesdo do blastocisto e contato direto com o0s
tecidos maternos, as células trofoblasticas se diferenciam e passam a apresentar propriedades

e funcbes distintas que estabelecem trés novas subpopulacBes: o citotrofoblasto, o
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sinciciotrofoblasto e o trofoblasto extraviloso. O citotrofoblasto é considerado a subpopulacéo
definida pela camada de células trofoblasticas mononucleares em intensa proliferacdo que
circundam o Dblastocisto e auxiliam no revestimento dos vilos placentarios. O
sinciciotrofoblasto € originado pela fusdo de ceélulas do citotrofoblasto diferenciadas e
caracteriza-se por ser uma massa celular multinucleada com grande habilidade invasiva que
permitira a implantagdo do blastocisto no tecido uterino. Por fim, o trofoblasto extraviloso é
um citotrofoblasto mononucleado diferenciado que perdeu sua capacidade proliferativa e
também adquiriu uma intensa capacidade invasiva (Huppertz et al., 2006).

O trofoblasto extraviloso, em outras palavras, é considerado um citotrofoblasto viloso
que, ao extrapolar os limites dos vilos de ancoragem, se diferenciam e passam a invadir a
decidua e as artérias espiraladas endometriais (Straszewski-Chavez et al., 2005; Huppertz et
al., 2006). Essas células penetram a parede dos vasos uterinos para remodelar as artérias
espiraladas, possibilitar a acomodacéo dos tecidos extraembrionarios e aumentar o suprimento
sanguineo da placenta para o desenvolvimento do feto. A placenta, por ser um 06rgao
dindmico, esta em um constante processo de remodelamento tecidual associado a apoptose de
células trofoblasticas. E caso haja um desenvolvimento ou funcionamento anormal desse
6rgdo, complicacdes gestacionais podem ser observadas (Straszewski-Chavez et al., 2005).

Proximo aos trofoblastos extravilosos, no sitio de implantacdo, pode ser encontrado
uma grande concentracdo de macrofagos deciduais, sugerindo um papel importante dessas
células na modulacdo e comunicacdo inicial entre células maternas e fetais (Nagamatsu e
Schust, 2010b). Essa comunicacdo se da pela producdo de fatores angiogénicos, citocinas,
fatores de crescimento e também pela liberacdo de FasL que pode diretamente promover a
sobrevivéncia ou a apoptose de células trofoblasticas (Straszewski-Chavez et al., 2005;
Nagamatsu e Schust, 2010a). Os macrofagos deciduais sdo vitais ndo somente na fagocitose
de células trofoblasticas apoptoticas, como também estdo envolvidos na homeostase tecidual
orquestrando a morte e a sobrevivéncia de células vizinhas no processo de remodelamento

tecidual e invasdo adequada de células trofoblasticas (Straszewski-Chavez et al., 2005).

1.5. Apoptose e sua regulagdo na gestacéo

Apoptose, ou morte celular programada, € um processo ativo em que ceélulas
desnecessérias ou ndo funcionais sdo eliminadas para a manutengdo da fungdo normal do
tecido (Strasser et al., 2011). Nesse processo, as células morrem sem que haja lise e
extravasamento do conteudo intracelular evitando o acionamento de uma resposta imune

competente e danosa as células vizinhas. Em contraste, devido a alteracdes na membrana
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dessas células apoptéticas, ocorre o recrutamento de células fagociticas que removem 0s
corpos apoptéticos impedindo a ativacdo de uma resposta inflamatéria (Strasser et al., 2011;
Happo et al., 2012). Nesse sentido, alteracdes tipicas nas células em apoptose podem ser
caracterizadas como a exposicdo da fosfatidilserina (PS), condensacdo da cromatina,
fragmentacdo nuclear, clivagem do DNA, desintegracdo celular e formacdo de corpos
apoptdéticos, porém sem extravasamento do conteudo intracelular prevenindo uma resposta
imune local (Strasser et al., 2011).

Dependendo do estimulo, a apoptose pode ser desencadeada por duas vias: intrinseca,
também conhecida como via mitocondrial, ou extrinseca mediada por receptores de morte e
em resposta a estimulos exégenos como as citocinas. Os principais executores desse processo
sdo as caspases, uma familia de proteinas que clivam varias proteinas vitais para o
funcionamento celular ativando a cascata apoptotica. As caspases inicialmente estdo na forma
inativa, como pro-enzimas, mas podem ser ativadas ap6s clivagem proteica. Essas proteinas
apoptéticas podem ser divididas em dois grupos: caspases iniciadoras (caspases 8 e 9) e
caspases executoras/efetoras (caspases 3, 6 e 7). As iniciadoras, como o proprio nome sugere,
iniciam o processo pela clivagem e ativacdo das caspases efetoras e estas, por sua vez, clivam
diversos substratos ocasionando as alteraces celulares caracteristicas da apoptose (Favaloro
et al., 2012). No entanto, vérios fatores enddgenos inibitérios como inibidores de apoptose
(IAP), proteinas inibitorias flice-like (FLIP) e membros da familia de proteinas anti-
apoptoticas Bcl-2 podem afetar a cascata apoptotica e impedir a propagacéo do sinal de morte
(Gyrd-Hansen e Meier, 2010; Happo et al., 2012; Li et al., 2012).

O processo de apoptose é extremamente importante para o desenvolvimento normal da
placenta, uma vez que atua eliminando células desnecessarias sem que haja processo
inflamatdrio local (Huppertz et al., 2006; Fest et al., 2007). Esta presente desde 0s processos
de tolerancia imune materna, diferenciacdo de células trofoblasticas, homeostase dos tecidos,
até na invasdo e transformacdo das artérias espiraladas pelo trofoblasto (Straszewski-Chavez
et al., 2005; Huppertz et al., 2006; Nagamatsu e Schust, 2010b). No sitio de implantacéo, é
comum encontrar grandes concentragdes de macrofagos deciduais proximos aos trofoblastos
extravilosos, sugerindo uma importante interagdo dessas células no remodelamento da
decidua (Fest et al., 2007; Nagamatsu e Schust, 2010b).

Qualquer desequilibrio da producdo de citocinas por macrofagos deciduais pode
interferir na atividade e sobrevivéncia do trofoblasto extraviloso, ou vice-versa, e assim gerar
disfuncGes associadas a invasdo do trofoblasto (Straszewski-Chavez et al., 2005; Huppertz et

al., 2006; Nagamatsu e Schust, 2010b). Em muitos casos, a invasdo superficial por
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trofoblastos associados a indices exagerados de apoptose, possivelmente induzidos por
macrofagos, acarreta graves complicacdes gestacionais (Wu et al., 2012). A preeclampsia, a
restricdo de crescimento intrauterino (IUGR), partos prematuros, abortos espontaneos e
descolamento da placenta sdo todos exemplos de complicacdes ocasionadas por uma invasao
superficial da decidua pelo trofoblasto (Kaufmann et al., 2003; Seki et al., 2007; Whitley et
al., 2007; Petsas et al., 2012). Da mesma maneira, a excessiva invasdo pelo trofoblasto no
endométrio pode contribuir para patogéneses como a placenta acreta, causada pelo contato
direto do tecido viloso com o miométrio subjacente. A interacao deficiente entre macréfagos e
trofoblastos durante a placentacdo, resultando numa circulagcdo uteroplacentaria anormal,
induz a uma profunda invasdo pelo trofoblasto no Utero e promove a aderéncia da placenta
(Tantbirojn et al., 2008). Portanto, qualquer alteracdo no evento de apoptose em células
trofoblasticas podem causar danos no desenvolvimento embriondrio ou até a morte do
embrido (Levy e Nelson, 2000; Whitley et al., 2007).

InfeccBes ocasionadas por patdgenos, como T. gondii, também podem alterar o didlogo
existente entre macrofagos e trofoblasto e, consequentemente, modular o programa apoptotico
das células trofoblasticas essenciais para 0 sucesso da gestacdo. Varias adaptacOes
possibilitaram a sobrevivéncia desse patdgeno no meio intracelular (Sinai et al., 2004; Sinai,
2008; Boyle e Radke, 2009), uma vez que o parasito € capaz de interferir nas vias de
apoptose da célula hospedeira como modo de evasdo do sistema imunoldgico (Boothroyd,
2009). Todavia, a interferéncia de T. gondii na incidéncia de apoptose esta relacionada ao tipo
de cepa do parasito (Angeloni et al., 2009).

Evidéncias experimentais sugerem que T. gondii inibe a apoptose da célula hospedeira
pela capacidade de diminuir a ativacdo das caspases efetoras através da interferéncia em
varias outras cascatas de ativacdo (Vutova et al., 2007; Luder et al., 2009). Além disso, essa
capacidade de evasdo dos mecanismos de imunidade do hospedeiro podem estar associados a
modulacédo de sinais anti-apoptéticos (Debierre-Grockiego et al., 2007; Song et al., 2012), ao
estimulo da expressdo de proteinas inibidoras de apoptose (IAP) (Molestina et al., 2003), a
alteracdo da expressédo de Fas/FasL indutores de apoptose (Luder e Gross, 2005; Lang et al.,
2007), a inibicdo das vias intrinseca e extrinseca da apoptose através do fator de transcricao
nuclear-xB (NF-xB) (Rodrigues et al., 2012) ou também através dos sinais transdutores e
ativadores da transcricdo (STAT3) (Cai et al., 2014). Enfim, o blogqueio da apoptose permite a
sobrevivéncia da célula hospdeira para o desenvolvimento e proliferacdo de T. gondii no meio
intracelular (Santos et al., 2011). Desse modo, a desregulagdo do processo apoptotico pode

resultar em um processo infeccioso intenso podendo levar o hospedeiro a morte (Lang et al.,
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2007; Rodrigues et al., 2012) e durante a gestacdo aumentar os riscos de rejeicao fetal (Abou-
Bacar et al., 2004).

1.6. Linhagens celulares: trofoblasto extraviloso humano (HTR-8/SVneo) e mondcito
humano (THP-1)

Para melhor compreender o papel do trofoblasto na imunologia da gestacdo e,
especialmente, na presenca de parasitos intracelulares como T. gondii, diversos estudos in
vitro sdo realizados utilizando-se de linhagens celulares pré-estabelecidas. As células
trofoblésticas extravilosas humanas (linhagem HTR-8/SVneo), modificadas em 1993, foram
isoladas e transfectadas com um plasmideo contendo um gene com o antigeno T (Tag) do
virus simio 40 (SV40) para permitir a habilidade de proliferar indefinidamente, mas manter as
caracteristicas fenotipicas das células parentais ndo transfectadas (Graham et al., 1993). Desse
modo, estas células sdo utilizadas em estudos como modelo para o entendimento do
funcionamento placentario e invasdo do trofoblasto (Jovanovic e Vicovac, 2009; Suman e
Gupta, 2012).

As células mielomonociticas humanas de linhagem THP-1 foram primariamente
isoladas do sangue periférico de uma crianga do sexo masculino com um ano de idade e
quadro de leucemia monocitica aguda. Essas células se multiplicam facilmente, se mantém
em cultura e sdo amplamente utilizadas como modelos de monécitos do sangue (Tsuchiya et
al., 1980). Pelo fato de possibilitar a sua transformacdo in vitro em macréfagos (Schwende et
al., 1996; Park et al., 2007), aspectos da interacdo de macrdfagos, células trofoblasticas e T.
gondii podem simular as consequéncias da interferéncia do parasito nessa comunicacao

celular essencial para o sucesso da gestacdo (Straszewski-Chavez et al., 2005).

JUSTIFICATIVA

A interacdo das células trofoblasticas extravilosas e macrdfagos é essencial durante o
periodo gestacional. O remodelamento da decidua e a invasdo das artérias espiraladas, que
garantirdo um suprimento sanguineo adequado para o desenvolvimento do feto, assim como a
inducdo da apoptose de células trofoblésticas por macrofagos para homeostase tecidual, sdo
importantes atividades controladas pela interacdo entre essas células (Fest et al., 2007;
Nagamatsu e Schust, 2010b; Wu et al., 2012). No entanto, tais atividades s6 podem ser
concretizadas pela inducdo e secrecdo de citocinas e fatores sollveis que desencadeardo na
ativacdo de processos apoptoticos extremamente importantes para o desenvolvimento normal
da placenta (Straszewski-Chavez et al., 2005; Fest et al., 2007).
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AlteragOes nessa interacdo celular podem estar associadas com complicagfes na
gestacdo e no desenvolvimento fetal. Infecgcbes, como a causada por T. gondii, podem
interferir nesses processos celulares, alterando o curso da gestacdo. T. gondii é capaz de
alterar a ocorréncia de morte celular, por apoptose, em células trofoblasticas (Angeloni et al.,
2009), como também sua presenca pode influenciar no perfil de citocinas secretadas,
acarretando na modulacdo de vérias atividades celulares (Hunter e Sibley, 2012). Assim,
qualquer desequilibrio no perfil de citocinas, ou nos indices de apoptose influenciados por um
patdgeno, ou ndo, podera levar a complicacdes na gestacdo (Nagamatsu e Schust, 2010b).

A imunomodulacéo materna durante o periodo gestacional e o desenvolvimento fetal é
essencial, no entanto, a interferéncia da infeccdo por T. gondii pode alterar o sucesso dessa
comunicacdo celular. Assim, este estudo visou contribuir para o entendimento de interacdes
que se estabelecem entre macrofagos e trofoblasto extraviloso em presenca do Toxoplasma

gondii como modelo de uma interface materno-fetal.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar a influéncia da infeccdo pela cepa 2F1 de T. gondii na interacdo entre
macréfagos humanos (macréfagos derivados de mondcitos THP-1 (M@)) e trofoblasto
extraviloso humano (HTR-8/SVneo).

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a secrecdo das citocinas TGF-B1, IFN-y, MIF, IL-10 e IL-6 em células HTR-
8/SVneo infectadas ou ndo por T. gondii e/ou estimuladas com sobrenadante de M@
infectados ou ndo por T. gondii.

- Avaliar a secrecdo das citocinas TGF-B1, IFN-y, MIF, IL-10 e IL-6 em MO
infectados ou ndo por T. gondii.

- Avaliar o indice de apoptose de células HTR-8/SVneo infectadas ou ndo por T.
gondii e/ou estimuladas com sobrenadante de M@ infectados ou ndo por T. gondii.

- Avaliar a expressdo de Fas/CD95 em células HTR-8/SVneo infectadas ou ndo por T.
gondii e/ou estimuladas com sobrenadante de M@ infectados ou ndo por T. gondii.

- Avaliar a liberacdo de FasL em M@ infectados ou ndo por T. gondii.

- Avaliar a liberacdo de FasL em células HTR-8/SVneo infectadas ou ndo por T.
gondii e/ou estimuladas com sobrenadante de M@ infectados ou ndo por T. gondii.

- Avaliar a proliferacdo por T. gondii em células HTR-8/SVneo previamente

estimulados ou ndo com sobrenadante de MO infectados ou n&o pelo mesmo parasito.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultura de células

A linhagem celular HTR-8/SVneo, originada do citotrofoblasto extraviloso humano,
foi gentilmente cedida pela Profa. Dra. Estela Bevilacqua da Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, Brasil. Estas células foram previamente imortalizadas pela transfeccdo de células
trofoblasticas extravilosas de primeiro trimestre de gestacdo com um plasmidio contendo o
antigeno T do virus simio 40 (SV40) (Graham et al., 1993). J& os mielomondcitos humanos
(linhagem THP-1) foram adquiridos do American Type Culture Colletion (ATCC, Manassas,
VA, EUA) e ambas linhagens foram mantidas em cultura no Laboratério de Imunofisiologia
da Reproducéo da Universidade Federal de Uberlandia.

As células foram cultivadas separadamente em frascos de cultura de 25cm? ou 75cm?
(Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute)
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF)
(Cultilab) e 1% de antibioticos (10.000 U/mL de penicilina e 10mg/mL de estreptomicina)
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO..

O repique das células HTR-8/SVneo foi realizado a cada dois dias. As células foram
lavadas com meio de cultura novo e em seguida foi adicionado ao frasco solugéo de tripsina
contendo 0,25% de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Sigma) por 5 minutos a 37°C
e 5% de CO,. Apds esse procedimento, as células foram lavadas e retiradas dos frascos de
cultura com uso de meio a 10% de soro, transferidas para tubos de 15mL e centrifugadas a
400 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds o descarte do sobrenadante, as células
foram homogeneizadas em 1mL de meio com soro e distribuido em novos frascos de cultura.
O excedente foi congelado em meio de congelamento (90% de SBF e 10% de
dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma)).

As células THP-1, em suspensdo, foram repicadas a cada trés dias. Com este
proposito, as celulas foram retiradas dos frascos de cultivo, diretamente transferidas para
tubos de 15mL e centrifugadas a 400 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds o
descarte do sobrenadante, as células foram homogeneizadas em 1mL de meio com soro e
distribuido em dois novos frascos de cultura. O excedente foi congelado em meio de
congelamento (90% de SBF e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma)).

3.2. Manutencéo in vitro do clone 2F1 de T. gondii
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Os taquizoitas do clone 2F1 de T. gondii, originados da cepa RH e que expressam o
gene da enzima [(-galactosidase, foram gentilmente cedidos pelo Dr. Vern B. Carruthers da
Escola de Medicina da Universidade de Michigan, EUA. Os parasitos foram mantidos em
células HeLa (ATCC) cultivadas de modo similar as células HTR-8/SVneo, no entanto em
meio RPMI suplementado com 2% de SBF. A medida que a maioria das células Hela
encontrava-se lisada pelo parasito, 0 meio do frasco de cultivo contendo parasitos livres em
suspensdo foi transferido para tubos de 15mL e centrifugado a 400 x g por 5 minutos em
temperatura ambiente. O “pellet” contendo os parasitos foi ressuspenso em 1mL de meio de

cultivo e distribuido em dois novos frascos contendo células ndo infectadas.

3.3. Diferenciacdo de monocitos THP-1 em macrdéfagos (MO)

As células THP-1 foram diferenciadas em macrofagos por intermédio de tratamento
com 10ng/mL de PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) (Biogen Com. Dist. Ltda,
Sumarezinho, SP, Brasil). Estas células foram mantidas em frascos de 75cm?® contendo
1x10°células em 15mL de meio a 10% SBF e 1,5uL de PMA a 10 ng/mL por 72h a 37°C e
5% CO, (Park et al. 2007). Apds a diferenciacdo, os macrofagos foram lavados com meio de
cultura novo e foi adicionada solugdo de tripsina por 5 minutos a 37°C e 5% de CO,. ApGs
esse procedimento, as células foram lavadas e retiradas dos frascos de cultura com uso de
meio a 10% de soro, transferidas para tubos de 15mL e centrifugadas a 400 x g por 5 minutos
a temperatura ambiente. Apds o descarte do sobrenadante, as células foram homogeneizadas

em 1mL de meio com soro e utilizadas nos futuros procedimentos experimentais.

3.4. Tratamento com sobrenadante de macroéfagos e infeccao de células HTR-8/SVneo

Numa primeira etapa de experimentos, 0s macrofagos obtidos por diferencia¢do, como
acima descrito, foram cultivados em placas de 96 pocos (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) na proporcao de 1x10° células a cada 200uL por pogo, em meio a 10%
SBF a 37°C e 5% CO,. Apoés 24 h, as células foram infectadas com taquizoitas de T. gondii na
proporcdo de 3 parasitos por célula (3:1) ou incubadas apenas com meio (controle). Apds
incubacgéo por 24h a 37°C e 5% CO,, as placas foram centrifugadas (400 x g por 10min) e 0
sobrenadante livre de células foi coletado e estocado a -80°C para posterior ensaio de detecgédo
de citocinas e FasL soluvel ou tratamento das células HTR-8/SVneo. O sobrenadante dos
macrofagos infectados ou ndo foram denominados de meio condicionado.

Numa segunda etapa de experimentos, as células HTR-8/SVneo foram cultivadas em

placas de 6 pocos (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas, USA) (1x10°
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células/2000uL/pogo) em meio a 10% SBF por 24h a 37°C e 5% CO; e, em seguida,as células
foram tratadas com 1,5 mL de sobrenadante de macrofagos infectados ou ndo (meio
condicionado) e 500 mL de meio novo por adicionais 24h. Como controle, células HTR-
8/SVneo foram cultivadas apenas com meio por 24h. Ap6s esses estimulos, o sobrenadante de
HTR-8/SVneo tratadas ou ndo com meio condicionado foi removido e as células foram
infectadas ou ndo com taquizoitas de T. gondii (3:1) e incubados por mais 24h a 37°C e 5%
CO,. Em seguida, as placas foram centrifugadas (400 x g por 10 min), o sobrenadante livre de
células foi coletado e estocado a -80°C para deteccdo da secrecdo de citocinas ou FasL
soluvel. Adicionalmente, as células foram coletadas para verificar o indice de apoptose e a
expressao de Fas/CD95 por citometria de fluxo.

3.5. Ensaio imunoenzimatico de captura (ELISA)

As concentracOes de TGF-B1, IFN-y, MIF, IL-10 e I1L-6 foram mensuradas por ELISA
de captura nos sobrenadantes de células HTR-8/SVneo ou macréfagos obtidos como descritos
no item 3.4, de acordo com as instrucfes dos fabricantes (BD Biosciences, San Diego, CA,
EUA). Brevemente, as placas de alta afinidade de 96 pocos (Corning Incorporated, NI, EUA)
foram sensibilizadas com anticorpos de captura anti-citocinas humanas por 12 horas a
temperatura ambiente; em seguida as placas foram lavadas com solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS) - Tween (PBS-T 0,05%) e bloqueadas durante 1h a temperatura ambiente
com PBS mais 1% de soro albumina bovina (BSA) (Sigma) para a citocina MIF ou PBS-T
mais 10% de SBF para as demais citocinas. Apos novas lavagens em PBS-T, 50ul das curvas
de cada citocina (de 300pg/mL a 4,7pg/mL para IL-6 e IFN-y; de 500pg/mL a 7,8 pg/mL para
IL-10; de 4000pg/mL a 62,5pg/mL para MIF; e de 8000pg/mL a 125pg/mL para TGF-B1) ¢
50ul das amostras de sobrenadantes de células HTR-8/SVneo ou macrofagos foram
adicionados nas placas e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, apds
lavagens, a placa para detec¢do de MIF foi incubada com anticorpo de detecgéo anti-citocina
humana conjugado com biotina durante 2h a temperatura ambiente e, depois deste intervalo,
estreptavidina/peroxidase foi adicionada a placa e permaneceu em incubacéo por 20 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. J& as demais placas foram incubadas com o
anticorpo  de deteccdo  anti-citocinas humanas conjugados com  biotina e
estreptavidina/peroxidase por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, as placas foram
novamente lavadas, reveladas com TMB (BD Biosciences) mais 0,03% de perdxido de
hidrogénio por 20 minutos e a densidade Optica foi mensurada por um leitor de microplacas a
450nm (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, VA, EUA).
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No ensaio de deteccdo para TGF-B1, os sobrenadantes foram primeiramente tratados
com solucdes de acido e base para ativar a citocina presente na amostra, uma vez que TGF-B1
é secretado pelas células como um complexo inativo. O tratamento procedeu-se da seguinte
forma: 2uL de HCl 1IN foi misturado aos 50ul de sobrenadante e incubado por lh a
temperatura ambiente. Posteriormente, 2ul. de NaOH IN foi adicionada aos sobrenadantes
previamente incubados com HCI para neutralizar a agdo do acido e, em seguida, as amostras

foram colocadas nas placas de ELISA.

3.5.1. Anédlise da assinatura de citocinas

Uma andlise complementar “ndo convencional” dos resultados relacionados as
dosagens de citocinas por ELISA foi utilizada para avaliar o perfil de citocinas no
sobrenadante de cada condi¢do experimental, usando um conceito geral de “baixos” e “altos”
secretores de citocinas (Silva et al., 2011). Para esse propoésito, o conjunto geral dos dados de
concentragdes de citocinas nos sobrenadantes (pg/mL) detectados para todos 0s grupos
experimentais foram usados para calcular o valor da mediana global para cada citocina. O
valor global da mediana foi utilizado como ponto de corte (cut-off) para o sobrenadante
individual que apresentou “baixo” ou “alto” nivel de citocina. A seguir, a frequéncia (%) do
sobrenadante mostrando os “altos niveis de citocina” (acima da mediana global de corte) foi
calculado no sentido de determinar a percentagem das condi¢cdes experimentais que
apresentaram niveis elevados da citocinas. A analise comparativa da assinatura de citocinas
foi realizada utilizando 50% para identificar as citocinas consideradas relevantes em cada
condicdo. A fim de destacar as diferencas relevantes entre 0s grupos experimentais, foram
utilizados retangulos para distinguir a assinatura de citocinas. Esta abordagem se mostrou
relevante para detectar mudancgas sutis na assinatura de citocinas ndo detectaveis pelos

métodos estatisticos convencionais (Castro et al., 2013).

3.6. Indice de apoptose em células HTR-8/SVneo por citometria de fluxo

O indice de apoptose foi mensurado usando o kit de Deteccdo de Apoptose FITC
Anexina V de acordo com as instrugdes do fabricante (BD Biosciences). Brevemente, as
células HTR-8/SVneo, cultivadas como descrito no item 3.4, foram destacadas das placas,
lavadas com PBS gelado, transferidas para tubos de 15mL e centrifugadas a 400 x g por 5min.
Em seguida, as células foram homogeneizadas com o tampé&o de ligacdo 1x, a concentragdo
celular foi ajustada para 1x10° células/I00uL e as células transferidas para tubos de

poliestireno de 15x75mm (BD Biosciences). Foram adicionados Sul. de FITC/Anexina V
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e/ou SuL da solucdo de marcacgao lodeto de Propidio, entdo as células foram homogeneizadas
e incubadas em temperatura ambiente por 15min ao abrigo da luz. Apds a dupla marcacéo, foi
adicionado o tampdo de ligacdo 1x e a fluorescéncia de 20000 células de cada condicdo
experimental foi analisada pelo citometro FACSCalibur BD™ (BD Company, San Diego,
CA, EUA) dentro de 1h. Os resultados obtidos da analise pela citometria foram representados
por dot plot e gréaficos de barra.

3.7. Expressado de Fas/CD95 em células HTR-8/SVneo por citometria de fluxo

Células HTR-8/SVneo, cultivadas como descrito no item 3.4, foram removidas das
placas, lavadas com PBS gelado estéril, transferidas para tubos de 15mL e centrifugadas a 400
X g, 4°C por 7minutos. Em seguida, as células foram homogeneizadas em PBS com 0,5% de
BSA (Sigma), a concentracdo celular foi ajustada para 1x10° células/100uL e as células
transferidas para tubos de poliestireno de 15x75mm (BD Biosciences). Foram adicionados
S5ul do anticorpo monoclonal anti-CD95 conjugado com PE (Sigma) ou SulL do isotipo
controle IgG de camundongo irrelevante (Milipore, Sdo Paulo, SP, Brasil) para controle da
reacao, os tubos foram homogeneizados e incubados a 4°C por 30min ao abrigo da luz. Apés
a marcacao, foi adicionado 1mL de PBS com 0,5% BSA (Sigma) em cada tudo e 0s mesmos
foram centrifugados por a 400 x g, por 7 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as
células foram fixadas com 300uL de fixador contendo paraformaldeido e cacodilato de sédio.
Em seguida foi realizada a leitura de 20000 células de cada condicdo experimental no
citometro FACSCalibur BD™ (BD Company). Os resultados obtidos da analise pela
citometria foram representados por histograma e graficos de barra.

3.8. Analise do indice de Fas solavel (FasL) por ELISA

FasL soluvel foi mensurado nos sobrenadantes de células HTR-8/SVneo ou
macrdfagos (obtidos como descritos no item 3.4), utilizando o kit ELISA Fas Ligante (FasL)
humano de acordo com as instrugdes do fabricante (Sigma). Brevemente, foram adicionadas
na placa ja sensibilizada 100uL da curva (de 1000pg/mL a 1,37pg/mL) e 100uL das amostras
de sobrenadantes de células HTR-8/SVneo ou macréfagos, e incubados por 2,5 ha
temperatura ambiente. Posteriormente, apos lavagens, a placa foi incubada com anticorpo de
deteccdo anti-FasL humano conjugado com biotina durante 1h a temperatura ambiente e,
depois deste intervalo, estreptavidina/peroxidase foi adicionada a placa e permaneceu em
incubagdo por 45 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Finalmente, as placas

foram novamente lavadas, reveladas com TMB mais 0,2M de acido sulfarico por 30 minutos
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e a densidade dptica foi mensurada por um leitor de microplacas a 450nm (Titertek Multiskan
Plus).

3.9. Analise da proliferacéo de T. gondii

Células HTR-8 foram cultivadas em placas de 96 pocos (1x10°células/200pL/pogo) a
37°C e 5% CO, por 24h e, ap0s esse periodo, foram estimuladas com meio condicionado ou
meio completo (controle) por adicionais 24h. Subsequentemente, os sobrenadantes foram
removidos e as células HTR-8/SVneo foram infectadas com taquizoitas de T. gondii (3:1) e
incubadas novamente por 24h a 37°C e 5% CO,. Em seguida, as placas foram centrifugadas
(400 x g por 10min), lavadas com PBS contendo 1mM CaCl, e 1ImM MgCI; e o ensaio de
proliferacdo de T. gondii (2F1) foi realizado (Teo et al., 2007). Foram adicionados as células
100uL de tampao de lise (100mM HEPES, pH 8,0, ImM MgSOQOy, 0,1% Triton X-100, 5mM
ditiotreitol), 160yl de tampao de ensaio (100mM tampao fosfato, pH7,3, 102mM J-
mercaptoetanol, 9mM MgCl,) e 40ul do substrato CPRG (clorofenol red-p-D-
galactopiranosideo) (Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland) e as mesmas foram
incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Apés este periodo, a atividade
enzimatica da B-galactosidase foi mensurada a 570nm usando leitor de microplacas (Titertek
Multiskan Plus).

Paralelamente, uma curva padrdo por meio de diluicbes seriadas foi construida em
duplicata utilizando taquizoitas de T. gondii, a partir de uma suspensdo de parasitos a
1X106/50pL. A curva padrio também foram adicionadas as solugdes tampdo de lise, tampio
de ensaio e o substrato CPRG e a DO foi mensurada como descrito. Os dados foram
apresentados como proliferacdo de T. gondii em relagdo a curva padréo.

3.10. Anélises estatisticas

Todos os resultados foram obtidos por trés experimentos independentes realizados em
triplicata. As diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste one-way ANOVA seguido
de pos-teste de maltipla comparacdo Bonferroni ou Kruskal Wallis, e as diferencas entre
duplas foram analisadas pelo teste t de Student. A analise estatistica foi determinada usando o
programa GraphPad Prisma versdo 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA).
Diferencas significantes foram definidas com p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Estimulo com meio condicionado de macréfagos anterior a infeccdo por T. gondii
aumentam a populacéo de células HTR-8/SVneo alto secretoras de IL-6, MIF e TGF-$1

Para verificar a influéncia do sobrenadante de macréfagos e/ou da infeccdo por T.
gondii na secrecdo de citocinas por células HTR-8/SVneo, realizou-se a dosagem de citocinas
por ELISA em sobrenadantes de cultura de células HTR-8/SVneo estimuladas ou ndo com
meio condicionado e infectadas ou ndo por T. gondii. Os dados foram representados por meio
de uma analise complementar de assinatura de citocinas que permitiu avaliar o perfil de
citocinas no sobrenadante de cada condigdo e detectar mudancas sutis ndo detectaveis pelos
métodos convencionais (Figura 1).

A andlise da assinatura de citocinas revelou que células HTR-8/SVneo néo tratadas e
ndo infectadas mostraram ser alto secretoras de TGF-f1 e baixo secretoras de IL-6, IFN-y ¢
MIF. Apbds o estimulo com sobrenadante de macréfagos infectados ou néo, as células HTR-
8/SVneo apresentaram baixa frequéncia na secrecdo de todas as citocinas analisadas (Figura
1A).

Por outro lado, células HTR-8/SVneo quando nao estimuladas e infectadas mostraram
ser alto secretoras de IL-6, enquanto células infectadas estimuladas com sobrenadante de
macréfagos ndo infectados apresentaram maior frequéncia da populacdo celular alto
secretoras de IL-6 e MIF. Além disso, o tratamento com meio condicionado de macré6fagos
infectados anterior a infeccdo das células HTR-8/SVneo resultou em uma maior frequéncia de
secrecdo de IL-6, MIF e também TGF-B1 (Figura 1B).

4.2. Estimulo com meio condicionado de macrdéfagos e infeccdo por T. gondii aumentam
sinergicamente a secrecéo de IL-6 por células HTR-8/SVneo

Apbds a analise pela assinatura de citocinas, foram verificadas, pelo método
convencional, as concentracfes das mesmas no sobrenadante de células HTR-8/SVneo de
acordo com as condicOes experimentais citadas anteriormente. Embora mais que 50% da
populacdo de células HTR-8/SVneo foram alto secretoras de MIF e TGF-B1 na presenca do
tratamento com meio condicionado de macrofagos e infeccdo (Figura 1B), células HTR-
8/SVneo ndo mostraram diferencas significativas dos niveis de secrecdo dessas citocinas
quando comparado com as células tratadas ou ndo e nédo infectadas (Figura 2A-C).

Entretanto, células HTR-8/SVneo ndo infectadas e estimuladas com o sobrenadante de
macrofagos secretaram aumentados niveis de IL-6, independentemente da infec¢do dos

macrofagos. Assim também ocorreu em células HTR-8/SVneo infectadas apos o estimulo
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pelo meio condicionado de macrofagos, apresentando maiores niveis de producgdo de IL-6.
Além disso, pode-se observar que o tratamento com meio condicionado e a infecgcdo das
células HTR-8/SVneo induziram a secrecdo de IL-6 demonstrando um aumento Sinérgico

propiciado pelo estimulo condicionado e pela infec¢do por T. gondii (Figura 2D).

4.3. Infecgdo por T. gondii modula a secrecdo de IFN-y, IL-6 e IL-10 por macréfagos

No sentido de verificar uma possivel modulacdo das células HTR-8/SVneo
influenciada pelo sobrenadante dos macrofagos infectados ou ndo por T. gondii, realizou-se a
dosagem de citocinas por ELISA em sobrenadantes de cultura de macrofagos (Figuras 3).
Macréfagos infectados secretaram maiores niveis de IFN-y (Figura 3A) e menores niveis de
IL-6 (Figura 3D) e IL-10 (Figura 3E) quando comparados com células ndo infectadas. Os
niveis de TGF-B1 (Figura 3B) ¢ MIF (Figura 3C) também foram analisados, mas ndo foram

verificados diferencgas significativas com relacdo as células ndo infectadas.

4.4. Estimulo com meio condicionado de macrofagos e infecgdo por T. gondii modulam
os indices de apoptose em células HTR-8/SVneo

O indice de apoptose também foi analisado, na intencdo de avaliar se o meio
condicionado de macréfagos, assim como a infecgdo por T. gondii, interferiram nos niveis de
apoptose em células HTR-8/SVneo (Figura 4).

Primeiramente, foi avaliada a exposicdo de fosfatidilserina na membrana plasmatica
de células HTR-8/SVneo com o objetivo de determinar estagios iniciais de apoptose. Como
resultado, células HTR-8/SVneo ndo infectadas e estimuladas com o meio condicionado de
macrofagos, independentemente da infeccdo, apresentaram maior expressao de
fosfatidilserina quando comparado as células ndo tratadas e ndo infectadas. Em adicéo, células
HTR-8/SVneo ndo tratadas e infectadas também apresentaram maior expressdo de
fosfatidilserina quando comparado as células ndo tratadas e ndo infectadas. Por outro lado, o
tratamento com o meio condicionado de macrofagos infectados em células HTR-8/SVneo
infectadas diminuiu a expressdo de fosfatidilserina quando comparados as células HTR-
8/SVneo tratadas com meio condicionado ndo infectado ou ainda quando comparadas com
celulas HTR-8/SVneo infectadas e néo tratadas (Figuras 4A,C).

Os estagios finais de apoptose foram determinados pela exposicao de fosfatidilserina
para o lado externo da membrana associada com os dados de ruptura de membrana. Dessa

maneira, células HTR-8/SVneo néo infectadas, quando estimuladas com o meio condicionado
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de macrdfagos independentemente da infeccdo destas celulas, apresentaram maiores indices
de apoptose quando comparado as células nédo tratadas e ndo infectadas.

Entretanto, a infeccdo por T. gondii de células HTR-8/SVneo induziu menores indices
de apoptose quando comparados as células ndo tratadas e ndo infectadas. O tratamento com
meio condicionado de macr6fagos infectados em células HTR-8/SVneo infectadas também
reduziram os indices de apoptose quando comparados as células HTR-8/SVneo ndo infectadas
e estimuladas com mesmo tratamento. Estas células também apresentaram reducdo nos niveis
de apoptose quando comparadas as células HTR-8/SVneo infectadas e tratadas com
sobrenadante de macrofagos ndo infectados. Interessantemente, quando as células HTR-
8/SVneo infectadas foram estimuladas, com meio condicionado néo infectado os indices de
apoptose aumentaram quando comparados com as células infectadas, ndo estimuladas e com

células ndo infectadas e estimuladas com mesmo tratamento (Figuras 4B e C).

4.5. Infecgdo por T. gondii de células HTR-8/SVneo diminui a expressdo de Fas/CD95

A fim de verificar se os indices de apoptose relaciona-se a expressdo de receptores de
morte expressos pelas células, a expressdo do receptor de morte Fas/CD95 foi analisada nas
células HTR-8/SVneo ap6s o estimulo com meio condicionado de macréfagos e/ou infeccao
por T. gondii. Células HTR-8/SVneo ndo infectadas e estimuladas com meio condicionado de
macrofagos (infectados ou ndo) demonstraram maior expressdao de Fas/CD95 em relacdo as
células sem tratamento e sem infeccdo. Sendo que dentre as condicdes de estimulos e na
auséncia de infeccdo, células HTR-8/SVneo tratadas com meio condicionado infectado
induziram uma maior expressdo do receptor de morte quando comparado as células tratadas
com sobrenadante de macrofagos néo infectados (Figuras 5A e B).

Por outro lado, a infeccdo das células HTR-8/SVneo inibiram a expressdo do receptor
Fas/CD95 em todas as situacdes experimentais quando comparadas as mesmas condices na
auséncia da infeccdo. Adicionalmente, o tratamento com meio condicionado infectado
intensificou a inibicdo da expressdo dos receptores de morte Fas/CD95 em células HTR-
8/SVneo. Contudo, pode-se observar que o tratamento com meio condicionado de macréfagos
ndo infectados das células HTR-8/SVneo infectadas tiveram maior expressdao deste receptor

que as outras condicdes infectadas (Figuras 5A e B).

4.6. Infeccdo por T. gondii de células HTR-8/SVneo e macrofagos induzem a liberacéo de

FasL soluvel (FasL)
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A liberacéo de FasL soluvel também foi mensurada no sobrenadante de macrofagos e
celulas HTR-8/SVneo para avaliar a influéncia desses mediadores na inducdo da apoptose no
trofoblasto extraviloso. Os resultados mostraram que a infec¢do por T. gondii intensificaram a
liberacdo de FasL por macrdéfagos quando comparados as células ndo infectadas (Figura 6A).

Da mesma forma, o tratamento com meio condicionado de macréfagos,
independentemente da infecgdo, em células HTR-8/SVneo infectadas por T. gondii aumentou
os indices de liberacdo de FasL sollvel quando comparado ao controle ndo estimulado bem
como quando comparadas as células da mesma condicdo experimental na auséncia da
infeccdo. Apesar de ndo haver diferengas estatisticas relacionadas as condi¢fes ndo
infectadas, observou-se uma tendéncia de aumento da liberagdo de FasL soltvel quando as

células HTR-8/SVneo foram tratadas com meio condicionado (Figura 6B).

4.7. Estimulo com meio condicionado de macréfagos ndo altera a proliferacao
intracelular de T. gondii em células HTR-8/SVneo

Para verificar se o estimulo com sobrenadante de macrofagos, infectados ou ndo por T.
gondii, interfere na proliferacdo intracelular do parasito no trofoblasto extraviloso, foi
realizado um ensaio de proliferacdo de T. gondii em células HTR-8/SVneo.

O estimulo de células HTR-8/SVneo com meio condicionado de macréfagos,
previamente infectados ou ndo por T. gondii, ndo induziu alteragdo significante na
proliferacdo intracelular do parasito, embora uma ligeira tendéncia de aumento do parasitismo

foi detectada quando comparado as células HTR-8/SVneo ndo tratadas (Figura 7).
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5. DISCUSSAO

Macro6fagos deciduais apresentam importante fungdo durante os estagios iniciais da
gestacdo em humanos e sdo a primeira fonte de citocinas e fatores de crescimento que
contribuem para a manutencdo apropriada do microambiente na interface materno-fetal (Hunt,
1989). No sitio de implantagcdo, ao redor das células trofoblasticas invasivas, existe uma
grande concentracdo de macrofagos envolvidos na modulagdo da comunicacéo inicial entre
células fetais e maternas (Nagamatsu e Schust, 2010b). Nesse sentido, macrofagos podem
cooperar com as células trofoblasticas para garantir invasdo, remodelacdo vascular,
implantacdo e placentacdo contribuindo para o sucesso gestacional (Szekeres-Bartho, 2002;
Seavey e Mosmann, 2008). Entretanto, uma infeccdo causada por um agente patogénico,
como T. gondii, pode interferir nessa condicdo normal e no desenvolvimento da gestacdo
(Chenetal., 2012; Li et al., 2012; Liu et al., 2013).

No presente estudo, foi mostrado que a infeccdo por T. gondii e o estimulo com meio
condicionado de macrofagos aumentam a populacdo de células HTR-8/SVneo alto produtoras
das citocinas IL-6, TGF-B1 ¢ MIF. Além disso, a prépria infeccdo por T. gondii “per se” é
capaz de aumentar a populacdo de células HTR-8/SVneo alto produtoras de IL-6. Estes dados
podem estar associados a uma estratégia usada pelo parasito para reduzir a morte celular, uma
vez que essas citocinas sdo capazes de modular negativamente o processo apoptético. Nossos
estudos prévios demonstraram que células BeWo infectadas por T. gondii e tratadas com as
formas recombinantes das citocinas IL-6, TGF-B1 ou IL-10 reduziram o indice de apoptose
nestas células (Angeloni et al., 2013). Além disso, MIF também pode agir modulando a
apoptose pela via dependente de p53 (Bevilacqua et al., 2014). 1L-6 também pode bloquear o
processo apoptotico pela ativacdo de ERK1/2 e NF-xkB, ambas as proteinas de sinalizacdo
intracelular que igualmente estdo relacionadas a inibicdo de apoptose (Naugler e Karin, 2008;
Tu et al., 2012). Finalmente, TGF-B1 é capaz de controlar o processo de morte celular pela
inibicdo do receptor de morte Fas/CD95 (Aschkenazi et al., 2002). Estes dados da literatura
corroboram com nossos resultados, uma vez que demonstramos um menor indice de apoptose
em células HTR-8/SVneo infectadas e tratadas ou ndo com meio condicionado de macrofagos
infectados, o que coincide com uma maior populacdo celular alto produtora de IL-6, TGF-B1
e MIF.

Embora as células HTR-8/SVneo mostraram ser alto produtoras de MIF e TGF-B1, as
concentragfes destas citocinas ndo sdo diferentes estatisticamente quando comparado as
células ndo tratadas. Aqui nota-se a importancia da assinatura de citocinas, mostrando que,

mesmo ndo havendo diferencas significativas quando analisadas as concentraces das
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citocinas nos sobrenadantes dessas células, é possivel observar um aumento da populacéo
celular produtora desses fatores inflamatorios. Este tipo de andlise de citocinas “ndo
convencional” ja foi realizado por estudos anteriores e demonstrou a importancia biologica
em se evidenciar a frequéncia de células alto produtoras de citocinas, mesmo que nao haja
diferengas estatisticas na concentragdo das mesmas citocinas (Silva et al., 2011; Castro et al.,
2013). Neste sentido, uma maior quantidade de células produzindo concentra¢des similares de
citocinas pode apresentar um importante espectro de acdo e influenciar mais células vizinhas
da interface materno-fetal. Mesmo que a populacdo celular de HTR-8/SVneo ndo tenha
mostrado ser alto produtora de IL-6 na auséncia da infecgdo por T. gondii, 0 estimulo com o
meio condicionado assim como a infec¢do pelo parasito foram suficientes para aumentar o0s
niveis de IL-6. A maior concentracdo de IL-6 detectada pela analise convencional do ELISA,
foi exatamente na condicdo com menor apoptose e expressdao de Fas/CD95 . Assim, tanto o
meio condicionado quanto a infec¢do por T. gondii aumentaram sinergicamente a quantidade
de células secretoras de IL-6 bem como as concentracdes desta citocina no sobrenadante de
células HTR-8/SVneo.

Na decidua, uma variedade de populacGes celulares incluindo macréfagos,
citotrofoblastos, trofoblastos extraviloso e células estromais s&o produtoras de IL-6. Em
concordancia com nossos resultados, alguns estudos sugerem que diferentes tipos celulares
podem trabalhar sinergicamente para aumentar a secre¢do de IL-6 (Champion et al., 2012).
IL-6 é essencial para o processo de implantacdo embrionaria (Robertson et al., 2010). Além
disso, a producdo desta citocina é capaz de estimular vias de sinalizacdo intracelular e fatores
de transcricdo como STAT3 (Fitzgerald et al., 2005) e afetar a producdo de citocinas
envolvidas na funcdo migratoria, na regulacdo da invaséo do trofoblasto e na fisiologia dessas
mesmas células (Jovanovic e Vicovac, 2009; Dubinsky et al., 2010). Nossos resultados
sugerem que o estimulo de macrofagos induzem a secre¢édo de IL-6 por células HTR-8/SVneo
no sentido de promover um estimulo apropriado que facilitaria o crescimento e a invasdo
desta populacédo de células trofoblasticas na decidua materna. Os altos niveis da producédo de
IL-6 em células HTR-8/SVneo infectadas também pode sugerir um mecanismo orquestrado
pelo parasito em inibir a incidéncia de apoptose e evadir da resposta imune do hospedeiro,
uma vez que esta citocina apresenta caracteristica anti-apoptética (Naugler e Karin, 2008; Tu
etal., 2012).

No sentido de identificar quais citocinas secretadas pelos macrofagos poderiam estar
interferindo na secrecédo de citocinas pelas células HTR-8/SVneo, foi avaliado o contetdo de

citocinas no sobrenadante de macrofagos. Nossos dados mostraram que a infecgdo por T.
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gondii em macrofagos foi capaz de aumentar a secre¢do de IFN-y e diminuir a secrecao de IL-
6 e IL-10. Existem alguns fendtipos polarizados de macrofagos, dentre eles: perfil M1 ou
macrofagos classicamente ativados que sdo caracterizados pela secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias; e perfil M2 ou macrofagos alternativamente ativados que sdo produtores de
citocinas anti-inflamatdrias (Gordon, 2003; Cassetta et al., 2011). Macréfagos M1 séo
essenciais para a defesa do hospedeiro contra patdgenos intracelulares, como T. gondii
(Murray e Wynn, 2011). Por outro lado, estudos demonstraram a coexisténcia de programas
de ativacdo classica e alternativa nos macrofagos em reposta a T. gondii de diferentes cepas
(Patil et al., 2014). Portanto, as diferencas na viruléncia do parasito, (Liu et al., 2013) assim
como o periodo gestacional marcado pela importante alteracdo de perfis inflamatérios, podem
induzir diferentes polarizacbes de macrofagos (Nagamatsu e Schust, 2010a) e essas
consequéncias podem influenciar a interacdo entre células maternas e fetais. Nesse sentido,
para avaliar a influéncia desses macréfagos diferentemente polarizados na producdo de
citocinas pelas células HTR-8/SVneo, sdo necessarios futuros estudos experimentais.

O balango entre os processos de proliferacdo, diferenciacdo e apoptose de células
trofoblasticas representam um mecanismo de controle normal da invasdo do trofoblasto
(Brosens et al., 1972; Smith et al., 1997; Naicker et al., 2013) e os macréfagos sdo essenciais
nesse processo. Os macrofagos estdo envolvidos na eliminacdo de células apoptdticas, e
também estdo relacionados a manutencdo da homeostase tecidual orquestrando a morte ou a
sobrevivéncia de células vizinhas (Abrahams et al., 2004). Nesse sentido, macrofagos sédo
importantes na modulacdo da apoptose em células trofoblasticas extravilosas, na regulacédo da
invasdo do trofoblasto e também na placentacdo (Brosens et al., 1972; Smith et al., 1997;
Naicker et al., 2013). A apoptose € um dos mecanismos que preservam o numero apropriado
de células, removendo as células velhas ou ndo funcionais, permitindo a renovacao tecidual
(Aschkenazi et al., 2002). Além de ser um mecanismo da imunidade, como defesa do
organismo, para eliminacdo de células infectadas impedindo a disseminacdo da infecgéo.

Uma das consequéncias da ativacdo desse processo apoptotico € a exposicdo de
fosfatidilserina na monocamada externa da membrana plasmatica, caracterizando o PS-flip
(Huppertz et al., 2006). No entanto, esse evento pode ser reversivel quando ativado(Martin et
al., 1996; Naito et al., 1997), e a cascata apoptética pode ser evitada ou interrompida
prevenindo a morte celular, principalmente quando ha influéncia de alguns fatores, como T.
gondii. Isso pode ser observado em nossos resultados, uma vez que observamos altos niveis
de expressdo de fosfatidilserina na monocamada externa da membrana de células HTR-

8/SVneo em todas as condigdes experimentais, mas menores indices apoptoticos. Ceélulas



35

HTR-8/SVneo ndo infectadas e estimuladas com meio condicionado de macréfagos,
independentemente da infecgdo por T. gondii, demonstraram maiores indices apoptéticos
quando comparado com celulas HTR-8/SVneo ndo tratadas e ndo infectadas. Esse evento
sugere que os macrdfagos podem ser indutores de apoptose dessas células trofoblasticas no
sentido de induzir um normal, equilibrado e eficiente processo de invaséo pelo trofoblasto
extraviloso (Straszewski-Chavez et al., 2005), mesmo na presenca de agentes infecciosos,
como T. gondii.

Diante da infeccdo de células HTR-8/SVneo por Toxoplasma, foi verificado também
altos niveis de celulas produtoras das citocinas anti-apoptéticas MIF, TGF-f1 e IL-6 e
reduzidos indices de apoptose, como ja também observado por outros autores em diferentes
modelos experimentais (Aschkenazi et al., 2002; Naugler e Karin, 2008; Tu et al., 2012;
Angeloni et al., 2013; Bevilacqua et al., 2014). No entanto, um aumento da expressdo de
fosfatidilserina no lado externo da membrana foi detectado. Alguns estudos mostraram que T.
gondii pode evadir dos mecanismos efetores antiparasitarios da célula hospedeira no sentido
de manter sua propria sobrevivéncia e reproducdo (Hippe et al., 2009; Song et al., 2012).
Adicionalmente, essa estratégia pode estar associada a manipulacdo pelo parasito das vias
intracelulares de sinalizacdo da célula hospedeira (Song et al., 2012; Angeloni et al., 2013).
Desse modo, um recente estudo encontrou que a fosforilagdo de STAT3 € regulada
positivamente pela infeccdo por T. gondii em macrofagos humanos (Cai et al., 2014).
Trabalhos prévios do nosso grupo também demonstraram um aumento da fosforilacdo de
ERK1/2 em células trofoblasticas humanas infectadas por T. gondii e esse dado esteve
associado com baixos indices de apoptose nestas células na presenca da infeccdo (Angeloni et
al., 2013). Nesse sentido, T. gondii pode regular negativamente a apoptose em células
trofoblasticas humanas pela ativacdo de vias intracelulares de sinalizacdo, contudo futuros
experimentos sdo necessarios para verificar essa hipétese em células trofoblasticas humanas
extravilosas. Assim, é possivel concluir que T. gondii pode interferir nos estagios iniciais de
apoptose em células HTR-8/SVneo, modulando negativamente ou revertendo o processo de
morte celular.

Células HTR-8/SVneo infectadas por T. gondii e tratadas com meio condicionado de
macrofagos ndo infectados tiveram os indices de apoptose restaurados, similar a condi¢do sem
infeccdo. Diferentemente, foi mostrado que células HTR-8/SVneo infectadas e tratadas com
meio condicionado de macrdfagos infectados tiveram uma regulacdo negativa do indice de
apoptose, semelhante a condicdo das células HTR-8/SVneo néo tratadas, mas infectadas. Esse

fato parece estar relacionado com a secrecéo de citocinas pelas células HTR-8/SVneo tratadas
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com o sobrenadante de macrofagos e infectadas, uma vez que elas sdo capazes de inibir a
morte celular (Aschkenazi et al., 2002; Naugler e Karin, 2008; Seavey e Mosmann, 2008;
Angeloni et al., 2013; Bevilacqua et al., 2014); entretanto, outros mediadores podem estar
envolvidos nesse processo. O tratamento com meio condicionado de macréfagos néo
infectados contém outros fatores que diferentemente estimulam as células HTR-8/SVneo
quando comparadas as mesmas células tratadas com o sobrenadante de macrofagos
infectados. Provavelmente, a liberacdo de FasL solUvel e a expressdo do receptor de morte
podem estar relacionados com esses dados, uma vez que a ativacdo da via apoptotica serad
desencadeada de acordo com a disponibilidade de FasL o qual sera reconhecido pelo receptor.
O sistema Fas/FasL representa um dos importantes fatores ativadores da via apoptotica
(Nagata, 1994; Hippe et al., 2008). Um possivel mecanismo pelo qual macréfagos podem
induzir a apoptose em células HTR-8/SVneo é pela liberacdo de FasL. Macrdfagos, assim
como células trofoblasticas, possuem um estoque intracelular de FasL que pode ser liberado
mediante ativacdo celular (Mayhew, 2001; Straszewski-Chavez et al., 2005). Isto explicaria
os altos niveis de FasL e a maior expressao de Fas/CD95 em células HTR-8/SVneo tratadas
com meio condicionado, possivelmente induzidos pelos sobrenadantes de macrofagos.
InfeccBes microbianas também podem promover um sinal de estresse que ativa a via
apoptética (Hippe et al., 2008; Labbe e Saleh, 2008). Assim, os maiores niveis de FasL no
sobrenadante de células HTR-8/SVneo e macrdéfagos pode ser uma tentativa da célula
hospedeira em evitar a disseminacdo da infeccdo. E necessario considerar também que o
aumento da producdo de FasL pode ser uma estratégia utilizada pelo parasito para evadir dos
mecanismos antiparasitarios efetores. Nesse sentido, o parasito pode induzir a liberacdo de
FasL para promover o processo apoptdtico de células do sistema imune que sdo recrutadas
para o controle da infeccdo. Todavia, T. gondii também pode modular a morte celular com a
regulacdo negativa da expressdo de Fas/CD95 pela célula hospedeira (Vutova et al., 2007).
Além disso, as citocinas IL-6, MIF e TGF-B1 também produzidas diante da infeccdo estdo
relacionadas com a inibicdo da apoptose pela diminuicdo do receptor de morte celular
Fas/CD95 de acordo com outros estudos (Aschkenazi et al., 2002; Angeloni et al., 2013).
Diante desses dados, a diferenca entre os indices apoptoticos de células HTR-8/SVneo
infectadas tratadas com meio condicionado baseado na relagédo entre a expressdo de Fas/CD95
e a liberagdo de FasL solavel no sobrenadante de macrofagos podem ser sugeridas.
Observamos que os maiores indices apoptoticos de células HTR-8/SVneo infectadas tratadas
com meio condicionado ndo infectado estd associado a menor liberacdo de FasL no

sobrenadante de macrofagos e a maior expressao do receptor de morte, possibilitando maiores
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chances de ativagdo da cascata apoptética. Por outro lado, os menores indices apoptéticos de
celulas HTR-8/SVneo infectadas tratadas com meio condicionado infectado esta associado a
maior liberacdo de FasL no sobrenadante de macrofagos e a menor expresséo do receptor de
morte, sugerindo que a ativacdo da morte celular, mesmo diante da presenca de FasL soltvel é
limitada devido a menor expressdo do receptor de morte acarretando os menores indices
apoptaticos.

Considerando todos os nossos resultados, foi mostrado que a infecgdo por T. gondii de
células HTR-8/SVneo foi responsavel pelos baixos indices de apoptose nestas células, mesmo
na presenca do meio condicionado de macrofagos infectados. Entretanto, o meio
condicionado de macréfagos ndo infectados nas células HTR-8/SVneo induziu altos indices
de apoptose. Assim, é possivel sugerir que o parasito € capaz de reverter os altos indices de
apoptose em células HTR-8/SVneo no sentido de favorecer seu estabelecimento na célula
hospedeira, e 0os macrofagos tentam restaurar este fendmeno. Em um sistema in vivo estes
mecanismos podem estar relacionados com a manutengdo da invasdo da mucosa uterina por
células trofoblasticas extravilosas e estabelecimento de uma placenta funcional. O presente
estudo contribuiu para elucidar a interacdo entre células trofoblasticas extravilosas e
macréfagos em um modelo de interface materno fetal, contribuindo para o melhor
entendimento das complexas interacdes celulares operantes na interface materno fetal, mesmo

na presenca de infecgé@o por T. gondii.
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6. CONCLUSOES

Com base nos nossos resultados podemos concluir que:

- Estimulo com meio condicionado de macrofagos e infec¢do por T. gondii aumentam
a populacéo de células HTR-8/SVneo alto produtoras de IL-6, MIF e TGF-B1.

- Estimulo com meio condicionado de macrdfagos e infeccdo por T. gondii aumentam
sinergicamente a secrecao de IL-6 por células HTR-8/SVneo.

- Infeccdo de macrdfagos por T. gondii modula a secrecédo das citocinas IFN-y, IL-6 e
IL-10.

- Estimulo com meio condicionado de macréfagos e infecgdo por T. gondii modulam
os indices de apoptose em células HTR-8/SVneo.

- Infeccéo de células HTR-8/SVneo por T. gondii diminui a expressao de Fas/CD95.

- Infeccdo de macrofagos e células HTR-8/SVneo induzem a liberacdo de FasL

soltvel.

- Estimulo com meio condicionado de macrofagos ndo altera a proliferacdo de T.

gondii em células HTR-8/SVneo.
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7. EIGURAS
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Figura 1. Assinatura de citocinas em células HTR-8/SVneo. Células HTR-8/SVneo
estimuladas ou ndo com meio condicionado de macrofagos, na auséncia (A) ou presenca (B)
de infeccdo por T. gondii. ApOs 24 horas de tratamento, os sobrenadantes das células HTR-
8/SVneo foram coletados e analisados para a producgéo de citocinas por ELISA. Os resultados
foram expressos como frequéncia dos altos niveis de citocinas (%) calculados a partir da
mediana global de cada citocina. As frequéncias foram consideradas relevantes quando acima
de 50%. Os retangulos indicam as citocinas que estdo acima de 50% em cada condicdo

experimental. (*) Representa a infec¢cdo por T. gondii.
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Figura 2. Secrecdo de citocinas pelas células HTR-8/SVneo tratadas ou ndo com meio
condicionado de macrdfagos e posteriormente infectadas ou ndo por T. gondii. As citocinas
IFN-y (A), MIF (B), TGF-B1 (C) e IL-6 (D) foram mensuradas por ELISA e os resultados
foram expressos em pg/mL. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média de
trés experimentos independentes realizados em triplicata. (#) Comparagdo entre condicoes
experimentais diferentes no mesmo grupo (grupo 1: células HTR-8/SVneo ndo infectadas ou
grupo 2: células HTR-8/SVneo infectadas) (p < 0,05). (&) Compara¢do com o grupo de
células HTR-8/SVneo ndo infectadas ( p < 0,05). (*) Representa a infeccéo por T. gondii.
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Figura 3. Secrecdo de citocinas por macréfagos infectados ou ndo por T. gondii. As
citocinas IFN-y (A), MIF (B), TGF-f1 (C), IL-6 (D) e IL-10 (E) foram mensuradas por
ELISA e os resultados foram expressos em pg/mL. Os dados foram expressos em média *
erro padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. (#)
Comparacdo entre macréfagos infectados e ndo infectados (p < 0,05). (*) Representa a

infeccdo por T. gondii.
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Figura 4. Influéncia do estimulo com sobrenadante de macrofagos em células HTR-
8/SVneo posteriormente infectadas ou néo por T. gondii na exposicao de fosfatidilserina (A) e
nos indices de apoptose (%) (B). (C) Gréficos em dot spots obtidos da analise pela citometria
de fluxo representam nos quadrantes: Q1 as células marcadas com iodeto de propidio, Q2 as
células duplo-marcadas (valor médio representado dentro dos parénteses), Q4 as células
marcadas com anexina (valor médio representado fora dos parénteses). Os dados foram
expressos em media * erro padrdo da média de trés experimentos independentes realizados
em triplicata. (#) Comparagdo entre condigdes experimentais diferentes no mesmo grupo
(grupo 1: células HTR-8/SVneo ndo infectadas ou grupo 2: células HTR-8/SVneo infectadas)
(p <0,05). (&) Comparacdo com o grupo de células HTR-8/SVneo n&o infectadas (p < 0,05).
(*) Representa a infec¢do por T. gondii.
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Figura 5. Influéncia do estimulo com sobrenadante de macré6fagos em células HTR-
8/SVneo posteriormente infectadas ou ndo por T. gondii na expressdo de Fas/CD95 (%) (A).
(B) Histogramas obtidos da analise pela citometria de fluxo com porcentagem representando
0 valor médio da expressdo de Fas/CD95 (linha preta representando o valor médio da
expressdo de Fas/CD95 dos controles infectados ou ndo). Os dados foram expressos em média
+ erro padrdo da meédia de trés experimentos independentes realizados em triplicata. (#)
Comparacao entre condi¢cdes experimentais diferentes no mesmo grupo (grupo 1: células
HTR-8/SVneo ndo infectadas ou grupo 2: células HTR-8/SVneo infectadas) (p < 0,05). (&)
Comparacao com o grupo de células HTR-8/SVneo néo infectadas (p < 0,05). (*) Representa

a infecgéo por T. gondii.
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Figura 6. Secrecdo de FasL sollvel por macréfagos (A) e células HTR-8/SVneo
tratadas ou ndo com meio condicionado e infectadas ou ndo por T. gondii (B). Os dados foram
expressos em média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes realizados
em triplicata. Para os macrofagos: (#) Comparacdo entre macrdéfagos infectados e néo
infectados (p < 0,05). Para as células HTR-8/SVneo: (#) Comparacdo entre condigdes
experimentais diferentes no mesmo grupo (grupo 1: células HTR-8/SVneo ndo infectadas ou
grupo 2: células HTR-8/SVneo infectadas) (p < 0,05). (&) Comparacdo com o grupo de
células HTR-8/SVneo ndo infectadas (p < 0,05). (*) Representa a infeccdo por T. gondii.
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Figura 7. Proliferacdo intracelular de T. gondii em células HTR-8/SVneo ap6s o
tratamento com meio condicionado de macréfagos infectados ou ndo por T. gondii. Os dados
foram expressos em média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes

realizados em triplicata.
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