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RESUMO

O Fator de Inibicdo de Migracao de Macroéfagos (MIF) desempenha intameras fungdes
no organismo. Suas funcdes imunoldgicas incluem a modulacdo da resposta de
hospedeiros a patogenos. Diferente de outras citocinas, MIF é induzida na presenga
de glicocorticoides, vencendo a atividade imunossupressora destes hormoénios. O
objetivo deste estudo foi verificar a funcdo de MIF na protecdo de células
trofoblasticas (BeWo) - como modelo experimental de primeiro trimestre de gestagao
e explantes placentarios de terceiro trimestre contra infeccdo por Toxoplasma gondii.
Para este proposito células BeWo foram incubadas em meio de cultura tratados ou
ndo com antigeno solavel de T. gondii (STAg), rMIF, anticorpo policlonal anti-MIF,
sobrenadantes de cultura celular (SPN), ou SPN adicionado de anti-MIF.
Posteriormente, as células foram infectadas ou ndo por T. gondii e incubadas
novamente com os mesmos estimulos. Sobrenadantes de cultura de células BeWo
foram utilizados para dosagem da producao de MIF por ensaio ELISA. Células BeWo
foram fixadas e coradas para determinar a replicacdo de parasitos e o indice de
infeccdo. Além disso, explantes de placentas foram coletados, estimulados ou nao
com STAg e infectados ou ndo com T. gondii. Os explantes foram processados para a
analise morfolégica, Imuno-histoquimica e sobrenadantes foram analisados por
ELISA para quantificar a producao de MIF. Resultados mostraram que a producao
de MIF foi aumentada em sobrenadantes de células BeWo estimuladas com STAg e
em células infectadas com T. gondii em comparagdo com células ndo infectadas.
Entretanto, estes resultados ndo foram observados em explantes de placenta de
terceiro trimestre. O indice de infeccao e replicacdo de T. gondii em células BeWo
aumentou com o bloqueio de MIF endégeno e diminuiu na presenca de MIF
exégeno. Entdo, nés concluimos que MIF é um importante fator no controle da
infeccdo por T. gondii em células trofoblésticas de linhagem BeWo. E que a auséncia
de regulacdo positiva de MIF frente a infeccdo em explantes de terceiro trimestre

pode ter relagdo com a maior suscetibilidade a infeccdo nesta fase gestacional.

Palavras chave: BeWo, explantes placentarios, MIF, T. gondii
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ABSTRACT

Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF) performs various roles. It’s immunological
functions include the modulation of the host response to pathogens. In contrast to other known
cytokines, MIF production is induced rather than suppressed by glucocorticoids, and MIF has
been found to override the immunosuppressive effects of glucocorticoids. The aim of this
study was to verify the role of MIF on the defense of trophoblastic cells (BeWo) — like a
experimental model of first trimester of pregnancy and placental explants of third trimester
against infection by Toxoplasma gondii. For this purpose, BeWo cells were incubated in
culture medium treated or not with STAg, rMIF, anti-MIF, supernatants of cultured cells
(SPN) pre stimulated for MIF production, or SPN plus anti-MIF. Followed by infection or
sham-infection with 7. gondii the cells were again incubated in the presence of the same
stimulus. Supernatants of BeWo cells were assessed for MIF production. BeWo cells were
processed to measure replication of parasites and index of infection and for
immunocitochemistry assay. In addition, placental explants were stimulated or not with STAg
and infected or not with 7. gondii. Explants were processed for morphologic and
immunohistochesmistry analyses and supernatants were accessed for MIF production. Results
showed that MIF is increased in supernatants of cultured BeWo cells infected with 7. gondii
or stimulated with STAg compared with non infected cells. However, it wasn’t observed for
placental explants. The index of infection and replication of parasites increased with blockade
of endogenous MIF and reduced in presence of exogenous MIF in BeWo cells. Thus, we
conclude that MIF is an important factor in control of 7. gondii infection in BeWo
trophoblastics cells. The lack up regulation of MIF by infection in third trimester placental

explants may have relationship with the more susceptible to infection at this gestational age.

Key words: BeWo, placental explants, MIF, T. gondii



1. INTRODUCAO
1.1 Fator de Inibicao de Migracao de Macrofagos (MIF)

Fator de Inibigdo de Migragao de Macrofagos (MIF) é uma citocina descrita
por David (1966); Blomm e Bennett (1966), que a identificaram como um fator
produzido por linfécitos associado com a inibicdo de migracdo randomica de
macrofagos durante resposta de hipersensibilidade tardia. Entretanto, a
importancia desta citocina foi negligenciada por muito tempo, por falta de
compreensdo das atividades biologicas de MIF. Estas fun¢des comegaram a ser
esclarecidas a partir de 1989 com a clonagem do DNA complementar de MIF
humano (Weiser, et al.,, 1989), entretanto, o progresso foi pequeno devido a
dificuldade de se conseguir a proteina recombinante pura.

Em 1991, a busca de novos reguladores da inflamagdo conduziu a
"redescoberta” de MIF como uma molécula, similar a hormonio, liberada da
hipéfise em resposta a lipopolissacaridio bacteriano (LPS) (Bernhagem et al.,
1993). As crescentes descobertas envolvendo esta citocina levaram ao maior
interesse em estudos.

Aos poucos foram sendo descobertas fungdes diversas e intrigantes de MIF
no sistema imunolégico. Isso levou a uma nova e menos formal defini¢do para
MIF: “o mais interessante fator” por Bucala (2000), segundo este autor, embora
MIF tenha sido uma das primeiras citocinas descritas, devera se tornar uma das
altimas a ser completamente entendida.

MIF atua como citocina, sendo conhecida como regulador chave da
imunidade inata e adquirida, importante na indugdo da resposta inflamatéria a
virus e bactérias (Calandra, et al.,, 1995; Bernhagen et al., 1993). MIF é capaz de
sobrepor o efeito imunossupressivo de hormoénios glicocorticoides na expressao
de outras citocinas pro - inflamatérias. (Calandra et al., 1995). Além disso, é um
fator conhecido por modular apoptose mediada por proteina supressora de
tumor, p53. Portanto, MIF tem uma importante correlagio com resposta
inflamatoéria de longa duracdo e, consequentemente, com formacgdo de tumores

(Hudson et al., 1999).
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Inicialmente, acreditava-se que os linfécitos T eram a tnica fonte de MIF
no sistema imunolégico. Entretanto, hoje se sabe que macréfagos, mondcitos,
células dendriticas, eosinéfilos, mastécitos, baséfilos também produzem MIF
(Lue et al., 2002). Diferente de outras citocinas, MIF é constitutivamente expressa
e estocada intracelularmente e nado requer sintese de novo para ser secretada.

Além do sistema imunolégico MIF apresenta ampla distribuicdo tecidual,
pulmao, camada epitelial da pele, trato gastrintestinal e geniturinario. Apresenta
também alta expressdo em tecidos do sistema enddcrino, principalmente, érgaos
envolvidos na resposta ao estresse - hipotalamo, hipodfise e glandula adrenal

(Calandra et al., 1994).

1.1.1 Modo de acdo de MIF

Leng e colaboradores (2003) registraram a identificagdo de CD74 - cadeia
invariante associada ao MHC II (Complexo de Histocompatibilidade Principal) -
como receptor para MIF. Estes autores registraram uma alta afinidade entre MIF
e CD74 e o requerimento da expressdo de CD74 para promover uma resposta
celular mediada por MIF. As respostas celulares subseqiientes a esta ligacdo sdo:
sinaliza¢do regulada por quinase reguladora do sinal extracelular 1/2 (ERK1/2) e
por proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK). Posteriormente, ocorre
transducdo de sinal, transcricdo génica, expressdo de moléculas efetoras e
replicacdo celular, ou seja, eventos pro-inflamatéros (Mitchell, et al., 1999).

MIF induz ativagdo de ERK1/2 dependente de proteina quinase A e esté
associada com o aumento da atividade enzimatica da fosfolipase citoplasmaética
A2 (cPLA2). PLA2 é um importante “link” intracelular na ativacdo de cascata
pro-inflamatéria, resultando na producdo de 4cido araquiddnico e
posteriormente em prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrienos. PLA2 é também o
alvo de efeitos anti-infamatdrios por glicocorticoides. Portanto, a inducdo de
PLA2 via ERK1 e 2 é um dos mecanismos de acdo de MIF para sobrepor o efeito
imunossupressivo de glicocorticoides (Mitchell, et al., 1999).

Outro mecanismo pelo qual MIF pode atuar é por meio da ativagao da via

NF-kB (Fator Nuclear-Kappa B), que é um fator transcricional envolvido na
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regulacdo da expressdo de muitos genes pro-inflamatérios incluindo citocinas,
moléculas de adesdo e ciclooxigenase (COX) (Mitchell, et al., 1999). Muitos
estudos mostram que a ativagdo de NF-kB por MIF é um dos mecanismos para
suprimir a atividade anti-infamatoéria de glicocorticéides (Duan, Cannon, 2000).

MIF também atua como regulador negativo de p53, sendo um importante
“link” de MIF com inflamacdo, crescimento celular e formacdao de tumores
(Mitchell, Bucula, 2000). A inibicdo de p53 por MIF requer a ativacdo de
ERK1/ERK2, PLA2, COX2 e PGE2.

1.1.2 MIF na imunidade inata e adaptativa

Inicialmente MIF foi classificada como uma citocina do sistema adaptativo,
mas, atualmente emerge como uma citocina com fungdes predominantes na
imunidade inata (Calandra, Roger, 2003). MIF é liberada de macréfagos quando
estimulados por LPS, sendo também induzido por Fator de Necrose Tumoral
(TNF) e Interferon gama (IFNy). Apos estimulo adequado, MIF é liberada em
tecidos ou na circulagdo sistémica, agindo como uma citocina pro-inflamatoéria
classica, promovendo a resposta imunoldgica inata e adaptativa por meio da
ativacdo de macrofagos e linfécitos T (Calandra et al., 1994).

Na imunidade adaptativa MIF tem funcado de regular linfécitos T, secrecao
de interleucinas (IL) e produgdo de anticorpos devido a estimulagdo antigénica
(Bacher et al., 1997).

Na resposta inata MIF desempenha fungdo central na resposta a bactérias
gram-positivas e gram-negativas (Bacher et al., 1997). MIF é constitutivamente
expressa por macréfagos, com altos niveis de proteinas presentes inclusive em
células em repouso (Calandra et al., 1994). Nestas células MIF atua aumentando a
fagocitose (Onodera et al., 1997), destruindo parasitos (Junttner et al., 1998) e
células tumorais (Pozzi, Weiser, 1992).

Estudos com células Natural Killer (NK) forneceu novas informagdes sobre
a fungdo de MIF na imunidade inata. Apte e colaboradores (1998) atentos em
elucidar fatores responsaveis pelo privilégio imunolégico no olho, encontraram

que o humor aquoso possui proteinas que inibem a atividade citotéxica mediada
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por células NK in vitro e identificaram que esta proteina era MIF. Demonstraram
que MIF recombinante (rMIF) inibe a lise promovida por células NK de maneira
dose-dependente, ou seja MIF reduz a exocitose de granulos de perforina por

células NK (Apte et al., 1998).

1.1.3 MIF em o6rgaos reprodutivos e na gestagao

Existem fortes evidéncias do envolvimento de MIF em processos
reprodutivos, principalmente processos envolvidos com reac¢des inflamatérias
tais como: ovulagao (Wada et al., 1997), ciclo menstrual (Arcuri et al., 2001) e fase
inicial da gestagao (Arcuri et al., 1999).

MIF também foi detectado em ovario, oviduto e atero, principalmente no
endométrio (Suzuki et al, 1996). A expressio de MIF no endométrio ocorre
durante todo o ciclo menstrual, entretanto esta expressdo varia em diferentes
fases deste ciclo.

MIF ja foi detectada no epitélio glandular e células deciduais de tutero de
primeiro trimestre e em células Nku (Natural Killer uterinas), a populacdo de
leucécito mais abundante no endométrio de primeiro trimestre (Arcuri et al.,
2006).

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

Células mononucleares presentes no espago interviloso produzem maior
quantidade de MIF que células mononucleares de sangue periférico
(Chaisavaneeyakorn et al.,, 2002). Aumento na produgdo de quimiocinas na
placenta durante uma reagdo inflamatodria contribui para que haja um actimulo

de macréfagos e mondcitos no espago interviloso (Suguitan et al., 2003, Pfaff et
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al., 2005). Provavelmente o aumento nos niveis de MIF em sangue interviloso
possa exercer importante papel na ativagdo de macréfagos, suprimindo ou
minimizando o efeito imunossupressivo dos hormoénios corticéides na placenta
(Chaisavaneeyakorn et al., 2002).

Contudo, a atividade fisiol6gica exercida por MIF na gestacdo e em tecidos
reprodutivos ainda ndo estd totalmente esclarecida. MIF estd presente em
diferentes fases gestacionais, o que denota a importancia desta citocina na
gestacdo. Entretanto, MIF parece ndo ser essencial para o estabelecimento e
manutencdo da gestagdo, uma vez que fémeas MIF-/- sdo férteis e os embrides

tém desenvolvimento normal (Bozza et al., 1999).

1.1.4 Papel de MIF na infec¢io parasitaria

MIF é liberado por macréfagos ativados por varios estimulos pro-
inflamatorios tais como lipopolissacarideos, sindrome de choque toxémico por
toxina 1, TNF-a e IFN-y (Bernhagen et al., 1998; Martiney et al., 2000). MIF tem
ainda a propriedade de ativar macrofagos e é capaz de promover a morte de
parasitos intracelulares (Bernhagen et al., 1998). Isto se deve a capacidade de
inibir a migracdo randémica de macréfagos sugerindo que estes se acumulem no
local de atuagdo (Bernhagen et al., 1998), além de regular a atividade de células
Natural Killer (NK) (Apte et al., 1998).

Assim, nivel elevado de MIF pode ser patogénico por promover uma
resposta inflamatoria excessiva. Entretanto, em concentragdes adequadas parece
promover uma resposta inflamatdria potente capaz de promover protecao contra
doenca grave para assegurar uma rapida e eficiente eliminacdo de parasitos, tais
como Plasmodium falciparum (Chaisavaneeyakorn et al., 2002).

MIF demonstra importante atividade pro-inflamatéria e antimicrobicida
contra inadmeros patoégenos. MIF exerce funcao fundamental na imunidade contra
Salmonella typhimurium e outras batcérias, sendo um importante mediador da
resposta do organismo hospedeiro, promovendo desenvolvimento de uma
resposta de perfil Thl e alterando os niveis de reativos intermedidrios de

nitrogénio (Koebernick et al., 2002).
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MIF exerce funcdes inflamatorias similares em organismos protozodarios
tais como Trypanosoma cruzi e Leishmania major. A infeccdo com estes parasitos em
camundongos MIF-/- leva a altos niveis de parasitemia e imunopatologia destes
animais, mais uma vez demonstrando a importancia de MIF no controle de
infeccOes (Reyes et al., 2006; Juttner et al., 1998).

Camundongos MIF/- também mostram-se mais susceptiveis a infecgdo por
helmintos devido ao prejuizo da atividade de macrofagos (Rodrigues-Sosa et al.,
2003).

Recentemente foi demonstrado que explantes placentarios regulam
positivamente a producdo de MIF em resposta a estimulacdo com Antigeno
Soltvel de Toxoplasma gondii - STAg (Ferro et al., 2008). Sugerindo potencial
atividade de MIF contra infeccao por T. gondii nestes tecidos placentarios. Além
disso, foi demonstrado recentemente que MIF é fundamental na resisténcia

contra T. gondii uma vez que camundongos MIF/- apresentam maior

suscetibilidade a infeccdo por estes parasitos (Flores et al., 2008).

1.2 Toxoplasma gondii

T. gondii € um protozodario parasito intracelular obrigatério, importante
patégeno oportunista em diversos hospedeiros. E capaz de infectar uma ampla
variedade de vertebrados, incluindo humanos. Isto justifica sua ampla
distribuicdo e elevada soroprevaléncia. Sendo um dos mais abundantes parasitos
eucariontes em humanos (Tenter et al.; 2000).

T. gondii faz parte do filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse
Coccidia, ordem Eucoccidia e familia Sarcocystidae (Rey, 2001).

O filo Aplicomplexa compreende aproximadamente 5000 espécies (Nishi
et al, 2008). As espécies que fazem parte deste filo possuem algumas
caracteristicas em comum. Apresentam um complexo apical de estruturas de
citoesqueleto especializadas, além de organelas de secrecao - roptrias e
micronemas. As organelas secretoras juntamente com os granulos densos sao

responsaveis pelo reconhecimento da célula hospedeira, além de fixagdo, invasao,
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estabelecimento e manutencdo do vactolo parasitéforo (VP), dentro dos quais os

parasitos residem (Carruthers, Sibley, 1997).

1.2.1 Interacao parasito- hospedeiro

O balango da interacado entre T. gondii e seus hospedeiros intermedidrios é
importante para tornar possivel uma interacao de longa duracao. Esta capacidade
maximiza a probabilidade de transmissdo do parasito para o hospedeiro
definitivo que compreende a familia dos felideos (Tenter, Heckeroth, Weiss,
2000).

Delicadas adaptagdes do parasito com o hospedeiro asseguram a
sobrevivéncia do parasito sem induzir doenca no hospedeiro. Estas adaptagoes
envolvem evolucdes de longas datas que capacitam o parasito ndo apenas obter
nutrientes essenciais, mas também evadir da destruicdo pelo sistema
imunolégico do hospedeiro (Lang, Grob, Carsten, 2007).

O balanco na interacdo parasito-hospedeiro, em individuos
imunocompetentes, gera uma infeccdo assintomatica ou entdo sintomas
inespecificos. Nestes individuos a resposta imunoldgica é capaz de restringir a
replicagdo do parasito e evitar uma doenca exacerbada. Entretanto, esta resposta
ndo é capaz de eliminar o parasito (Lang, Grob, Carsten, 2007).

Assim um delicado balanco entre supressdo e inducdo da resposta
imunolégica sdo aspectos importantes para garantir a sobrevivéncia do
hospedeiro e, conseqiientemente, manter um ambiente propicio para o

desenvolvimento do parasito (Lang, Grob, Carsten, 2007).

1.2.2 Resposta Imunoldgica a infec¢ao por T. gondii

O controle da infeccdo é o resultado de mecanismos complexos e
compartimentalizados, e envolve elementos da resposta imune inata e
adaptativa. A imunidade celular é considerada componente chave na resposta
imune do hospedeiro, uma vez que é responsavel pelo controle da replicagdo de

T. gondii (Schluter et al., 1991). Anticorpos apresentam um papel secundério
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como mecanismo protetor, mas é essencial para diagnodstico da toxoplasmose
(Kang et al., 2000; Sayles et al., 2000).

Linfécitos T ativados sdo essenciais para o controle da fase aguda e croénica
da toxoplasmose (Gazzinelli et al, 1991). Linfécitos T CD8+ desempenham a
principal funcdo efetora contra T. gondii, j4 que linfocitos T CD4+ sado cruciais
para regulacdo da resposta imunolégica contra estes parasitos (Gazzinelli et al,
1991).

Subpopulacdes de linfécitos T1 e Th2 possuem diferentes padroes de
produgao de citocinas e papéis distintos na resposta imune. A interacdo funcional
entre estas duas subpopulagdes celulares estd esquematicamente representada na
figura 01 (Cutolo et al., 1998).

Células Thl secretam IFN-y, TNF-a e TNF-$ e IL-2 que ativam reacOes
mediadas por células. Células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, que
favorecem a produgdo de anticorpos (Cherwinski et al., 1987).

Células Thl e Th2 sao mutuamente inibitérias, ou seja, IL-10, um produto
das células Th2, inibe o desenvolvimento das células Th1 (Vilcek, 1994). Portanto,
IL-10 é uma citocina antiinflamatéria que inibe fung¢des importantes e essenciais
para a ativacdo de linfécitos T, inibem a expressdo de antigenos de
histocompatibilidade de classe II em mondcitos e também a expressdao de CD23,
dentre outras fungdes. Entretanto, o papel exato desta citocina no mecanismo de
regulacdo negativa de producdo de citocinas do perfil Thl ndo esta
completamente esclarecido (Romagnani, 1991, Donnelly et al., 1995).

Macroéfagos e células Natural Killer sdo a primeira linha de defesa contra o
parasito durante a fase inicial da infeccao (Sher et al., 1993, Gazzinelli et al., 1993).
IL 12 - produzida por macrofagos, neutrdfilos e especialmente por células
dendriticas - é crucial para inducdo de uma resposta imunoldgica contra T. gondii,
que resulta na diferenciacao e expansao clonal de células de perfil Thl.

IFNy é a principal citocina envolvida no controle da infeccdo por T. gondii
(Suzuki et al., 1988). Isto leva a ativacdo células efetoras a controlar a replicacdo
intracelular do parasito, ou eventualmente causa destruicdo de T. gondii (Yap,

Sher, 1999). Portanto, IFNy e outras citocinas, tais como TNFa, IL6 e IL1 tém
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efeito sinérgico na indugdo de uma resposta imunoldgica adequada contra T.

gondii (Sibley et al., 1991).
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FIGURA 1. PAPEL DAS CITOCINAS TH1 E TH2 NA REGULAGCAO DA IMUNIDADE CELULAR E HUMORAL. NIVEIS
DE IL-6 SAO CAPAZES DE POLARIZAR A DIFERENCIACAO DE LINFOCITOS T CD4+. NIVEIS DE IL-12 POR SUA
VEZ DESENCADEIAM A DIFERENCIACAO DE CELULAS TH1 (MODIFICADO DE CUTOLO ET AL., 1998).

1.2.3 Modulacao da resposta imunoldgica durante a infec¢ao por T. gondii

Uma resposta imunoldgica exacerbada do hospedeiro pode ser prejudicial
tanto para o parasito, quanto para o hospedeiro. Assim, T. gondii desenvolveu
uma série de interacdes com seu hospedeiro, modulando a resposta imunolégica
deste (Reis e Sousa et al., 1997).

T. gondii é capaz de modular a resposta imunolégica por estimular
citocinas pro e anti-infamatorias. A secrecdo de IL-10 induzida por T. gondii, por
exemplo, pode desativar macréfagos e, conseqiientemente, diminuir a atividade
microbicida pela diminuicdo da producdo de IFNy. Desta forma facilita a

sobrevivéncia intracelular do parasito (Bogdan, Nathan, 1993). Outras citocinas
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de perfil antiinflamatério também sado induzidas por T. gondii, tais como, IFNa./f.
A presenca destas relacionam-se com producdo reduzida de IFNy (Diez et al,,
1989).

Entretanto, T. gondii ndo interfere na resposta do hospedeiro apenas
induzindo a secrecdo de citocinas anti-infamatoérias. Pelo contrario, algumas
condi¢cdes adequadas tais como, infeccdo de macréfagos ou células dendriticas
pré-ativadas sdo capazes de liberar IL-12 e TNFa (Reis e Sousa et al., 1997). Estas
serdo responsaveis por restringir o excesso de parasitos teciduais. Este processo
contribui para sobrevivéncia do parasito no hospedeiro e ao mesmo tempo
manter a infeccdo (Lang, Grob, Carsten, 2007).

Os mecanismos de T. gondii para inibir a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias foram propostos recentemente. O parasito contrabalanga citocinas
pro-inflamatdrias por interferéncia direta com as cascatas de sinaliza¢do da célula
hospedeira. Dentre eles, a fosforilacdo do inibitor kB por IkB Kinase leva a
dissociagdo do fator transcricional NFkB e degradagdo no proteassoma (Ghosh,
Karin 2002). A ativacdo de NF-kB é crucial para a expressdo de IL-12 e TNFa.
Portanto, na auséncia da ativacdo deste fator tem-se inibicdo da resposta
inflamatéria. Outro mecanismo descrito é a fosforilacdo de Sinal de Traducdo e
Ativador de Transcricdo 3 (STAT3) apés infeccdo parasitaria levando a uma
interferéncia negativa na producao de IL-12 e TNFa (Butcher et al., 2005).

T. gondii também é capaz de evadir dos mecanismos antiparasitarios
efetores tais como liberagdo de IFNy. Esta citocina é considerada o principal
mediador da resisténcia contra T. gondii (Suzuki et al., 1988). Os mecanismos de
inibicdo da atividade transcricional mediada por IFNy deve ser crucial para a
habilidade do parasito de sobreviver intracelularmente e estabelecer uma
infecgdo persistente (Lang et al., 2007).

Uma outra via de modulagao por T. gondii envolve o controle da apoptose
das células hospedeiras. A apoptose é crucial por regular a resposta imunolégica
(Krammer, 2000). Por ser T. gondii um parasito intracelular obrigatério é
interessante que a célula hospedeira tenha uma viabilidade sustentada para

possibilitar o desenvolvimento do parasito. Assim, T. gondii modula a apoptose
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da célula hospedeira o que pode ser critico para o curso da infeccdo (Luder,
Gross, 2005). Interessantemente, T. gondii pode inibir ou desencadear a apoptose.
Os mecanismos envolvidos ainda ndo estdo bem esclarecidos mais eles envolvem
a presenca ou auséncia de parasitos dentro da célula (Goebel et al., 1999) e a
viruléncia do parasito (Gavrilescu, Denkers, 2001).

Intmeros outros mecanismos envolvem a relacdo parasito hospedeiro e
sdo importantes para promover o balango entre protecao e inflamacao de modo a
permitir a sobrevivéncia do hospedeiro e permanéncia do parasito. Os
mecanismos empregados pelo parasito para mediar uma evasdo resulta na
conversdo do estagio de replicacdo rapida (taquizéditas) para um estdgio
potencialmente persistente (bradizoitas) (Lang, Grob, Carsten, 2007).

Cada um dos mecanismos acima citados sdo de crucial importancia e a
perda deste balanco pode levar a manifestagdes graves da doenga. Tais condigdes
sdo notadas em individuos imunocomprometidos (individuos positivos para o
Virus da Imunodeficiéncia Humana - HIV+, ou sob o uso de drogas
imunossupressoras). Nestes individuos a auséncia de uma resposta imunolégica
adequada pode desencadear em formas graves da toxoplasmose. Estes
individuos podem desenvolver quadros de manifestacdes neurolégicas,
disttarbios de nervos cranianos, anormalidades sensoriais até mesmo quadros

psicoticos, assim como encefalite fatal (Montoya; Liesenfeld, 2004).

1.2.4 Toxoplasmose na gestacao

A toxoplasmose também pode se manifestar em uma segunda condigao
imunossupressora - a gestagao.

Durante a gestagdo, as funcOes fisiolégicas maternas sdo bastante
alteradas. Muitos hormoénios, mais notavelmente estrégenos e progesterona,
estdo amplamente aumentados; esta condicdo gera alteragdes no balanco de
citocinas de perfil Th1/Th2 (Roberts et al., 2001) com tendéncia a conversao para
o perfil Th2 (Hanna et al.,, 2000). O dominio de um padrdo de citocina Th2
durante a gestacdo esta representado na figura 2. O papel fisiologico desta

alteracdo é proteger o desenvolvimento do feto do sistema imunol6gico materno.
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Ja que, um padrao predominante de citocinas Th1, tais como: TNF-a, IFN-y e IL-2
configuram um quadro potencialmente prejudicial para a gestacdo, podendo
levar ao aborto (Daher et al., 2004; Raghupathy, 2001).

Assim, a influéncia hormonal no sistema imunolégico para evitar a
rejeicdo ao feto, acaba influenciando a potencialidade de infeccdo parasitéria
(Roberts et al., 2001).

A manutencdo da gestacdo estd mais relacionada a citocinas de perfil T
helper 2 - Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) do que citocinas de perfil Thl (IFN-y, IL-2)
(Wegmann et al, 1993). Contudo, ha grande ntmero de evidéncias
demonstraram que a manutencao de diferentes etapas da gestacdo dependem do
estabelecimento de um balanco entre citocinas pré e antiinflamatodrias
(Wegmann, 1984, Simon et al., 1998).

Assim, citocinas proé-inflamatérias, como IL-1, IL-6, IL-8 tém papel
fundamental durante o processo de implantacdo e parto, fendmenos estes
correlacionados com uma transitdria reacdo inflamatéria local (Simon et al., 1998;
Zourbas et al., 2001; Ietta et al, 2002); enquanto, citocinas com atividades
antiinflamatoérias (IL-4, IL-5, IL-10) sdao de fundamental importancia na
manutencdo da gestagdo.

Tal atividade estd amplamente relacionada a secregdo hormonal. Assim, a
producdo de elevados niveis de glicocorticéides, tais como cortisol (horménio
imunossupressivo encontrado em quantidades elevadas em mulheres gravidas)
podem suprimir tanto INF-y quanto a ativacdo de mediadores de TNF-a, o que
implica em reduzida ativacdo da atividade fagocitica de macréfagos
(Chaisavaneeyakorn et al., 2002). Outros hormonios tais como a progesterona
favorece um padrao de produgdo de citocinas Th2; a relaxina produzida pelo
corpo lateo favorece ao perfil Thl e o estradiol-178 atua conforme sua
concentracdo. Em altas concentragdes o estradiol favorece a producao de IL-10 e,

em baixas concentracdes, a de IFN-y (Entrican, 2002).
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Figura 2. Prevaléncia de citocinas Th2 durante a gestacdo com conseqiiente predominio de uma imunidade humoral. IL4,
IL5, IL13 e principalmente IL-10 apresentam-se no sangue, bago e ambiente uterino-placentario em concentragdes maiores
do que as citocinas Thl (IFN-y, TNF-a e IL-2). IL-10 inibindo o crescimento de células Thl mantém a resposta Thl em
niveis baixos. IFN-y por sua vez ndo atinge os niveis necessarios para impedir a ativagdo das células Th2 (modificado de

Cutolo et al., 1998).

Recentemente, a presenca de fatores imunossupressores em amostras de
soro de mulher gravida foi demonstrada. Um destes fatores é representado pela
Glicoproteina-1a, especifica da gestacao (PSGla), a qual é sintetizada em grande
quantidade pelo trofoblasto e é capaz de funcionar como um importante agente
modulador de células T sistemicamente. A PSGla induz uma ativacio alternativa
de mondcitos e macrofagos, promovendo uma troca na diferenciacdo de linfécitos
T para imunidade do tipo Th2, a qual é compativel com o sucesso da gravidez

(Rahman et al.,, 2004). Outro fator com propriedade imunossupressora é a
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Prostaglandina E2 (PEG2), um potente supressor da fungdo de apresentacdo de
antigenos por mondcitos e da expressao de IL-2 pelas células T (Luppi, 2003).

A producdo de citocinas ndo é o tnico mecanismo que pode explicar a
aceitacdo materna de um feto semialogénico. Existem evidéncias para inducgdo de
tolerancia das células T maternas para o feto alografico, sendo este mecanismo
mediado pela perda do triptofano nas células trofoblasticas, o qual é degradado
pela indoleamina 2, 3 dioxigenase (IDO) (Munn et al, 1998). Embora a IDO tenha
sido demonstrada primeiramente em camundongos, sua expressdao também foi
detectada em células trofoblasticas da placenta humana (Kudo et al, 2000).
Entretanto, a intrincada rede de sinalizagao via citocinas ganha novas dimensoes
quando, associada a gestacdo, ocorre infecgcdes patogénicas intracelulares como,
por exemplo, a infeccdo por Toxoplasma gondii.

Como T. gondii é um parasito intracelular obrigatério, a imunidade
mediada por células é considerada a mais relevante no mecanismo de regulacao
da infeccdo. Deste contexto, faz parte os linfécitos T, os macréfagos e as células
Natural Killer (NK) (Sher et al., 1993; Gazzinelli et al., 1993).

Os macréfagos, quando ativados, produzem o6xido nitrico (NO) e
intermediarios reativos de oxigénio (ROI). Estas substancias, atuando
conjuntamente como o processo de apresentacdo aos linfocitos, tém agdo toxica
contra o parasito. Macréfagos, na presenca de T. gondii, produzem IL-12, que
estimula as células NK e as células TCD4*+ que, por sua vez, diferenciam-se na
sub-populacdo Th1, produtora de IL-2 e IFN-y. Este efeito é muito importante na
sobrevivéncia do hospedeiro. A producdo de IFN-y por células NK também é
aumentada por IL-12, sendo também essencial para a diferenciacao de linfécitos
Thl (Kennedy et al.,, 1994). IL-2 é uma citocina que promove a proliferacdo e
expansdo clonal dos linfdcitos no local da infec¢do, enquanto que IFN-y é a mais
potente citocina ativadora de macréfagos.

Como mencionado, a resposta imune ao parasito é principalmente
fornecida pelas citocinas do perfil Thl. Em contrapartida, as citocinas dos

linfécitos Th2, como IL-4 e IL-10, estdo associadas ao aumento da
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susceptibilidade a infeccdo, uma vez que a resposta imune ao parasito é
preferencialmente celular.

Durante a gestacdo, a expressdo aumentada de citocinas tipo Th2 pode
causar maior susceptibilidade a toxoplasmose, conseqiientemente, a infecgao
placentdria e fetal (Abou-Bacaret et al., 2004). No entanto, pode haver uma maior
expressao de citocinas tipo Thl devido a carga parasitaria e viruléncia da cepa, o
que pode ser prejudicial ao feto, muitas vezes acarretando aborto. Assim, a
existéncias destas duas situagdes (gestacdo/infeccdo) impdem ao organismo
materno adaptagdes que devem convergir para um padrado de resposta que leve
em conta a existéncia de uma gestacdo sauddavel e a gravidade da infeccdo fetal
(Abou-Bacaret et al., 2004).

O periodo da gestacdo que ocorre a infeccdo por T. gondii é importante
para determinar o resultado da infeccdo. Se a infeccdo ocorre no primeiro
trimestre quando os niveis de hormonio estdo baixos, ocorre polarizagdo para um
perfil Thl. Portanto, a taxa de infeccdo é baixa e a chance de aborto é alta. De
modo oposto, se a infeccdo ocorre no terceiro trimestre gestacional, quando ha
forte polarizagao Th2, é improvavel a ocorréncia de aborto. Entretanto, é alta a
chance de transmissdo congénita (Roberts, et al. 2001).

Em camundongos, a ativacdo de macroéfagos por IFN-y, em presenga de co-
estimuladores, como LPS ou TNF-a, é necessdria para estimular a atividade
citotéxica de macrofagos contra T. gondii (Sibley et al., 1993). O papel funcional de
IFN-y na interface materno-fetal é intrigante. Quando camundongos infectados
por T. gondii recebem IFN-y se observa uma protecao significativa exercida por
esta citocina (McCabe et al., 1984; Suzuki et al. 1988); entretanto, quando se
neutraliza IFN-y em Balb/c em fase aguda da toxoplasmose, observa-se uma
diminui¢do na infeccdo placentaria e fetal de tais animais (Abou-Bacar et al.,
2004). Entretanto, a linhagem de células trofoblasticas humanas (BeWo) sao
incapazes de controlar a infeccdo por T. gondii, mesmo quando tratadas com IFNy

(Oliveira et al., 2005; Barbosa et al., 2008).
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1.3 A Placenta

A placenta é um 6rgdo altamente especializado que fornece suporte ao
crescimento e desenvolvimento normal do feto. Possui intimeras fungdes: permite
o transporte de oxigénio, d4gua, carboidratos, aminoéacidos, vitaminas, minerais e
outros nutrientes para o feto; exerce atividade endocrina e protege o feto contra
moléculas estranhas, infeccdes e doengas maternas. O processo de implantagao e
formacdo da placenta é um processo altamente coordenado envolvendo a
interacdo entre células trofoblasticas e a mucosa uterina (Loke, King, Burrows,
1995).

Células trofoblasticas invadem os tecidos uterinos e remodelam as artérias
espiraladas da parede uterina de modo a assegurar que o feto em
desenvolvimento receba o suporte de sangue necessario para supri-lo das
necessidades nutritivas, gasosas e de eliminacdo de excretas (Loke, King,
Burrows, 1995).

A placenta humana é do tipo hemocorial que caracteriza pela presenca de
sangue materno em contato direto com as células trofobldsticas. Anatomicamente
a placenta é subdividida em duas regides, a placa corionica, que compreende a
parte fetal da placenta e a placa basal ou decidua basal, que é a parte materna.
Entre estas duas regides estd o espaco interviloso, o qual contém a principal
subunidade funcional da placenta - os vilos coridnicos e sdo extensamente
banhados pelo sangue materno (Benirschke, Kaufmann, 2000).

Os vilos coridnicos sdo compostos pelo sincicitrofoblasto (camada de
trofoblasto sincicial localizada mais externamente), citotrofoblasto e tecido
conjuntivo que contém os vasos sanguineos fetais; estas estruturas em conjunto
formam a barreira placentaria (Gude et al., 2004).

A placenta humana é composta de vilos que flutuam no sangue materno -
por isso denominados vilos flutuantes; e vilos em interagdo com a mucosa uterina
(vilos de ancoragem) sdo responsaveis por ancorar a placa corionica a placa basal

ou decidua basal (Gude et al., 2004).

1.3.1 O trofoblasto
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O trofoblasto é um tipo celular conhecido por sua capacidade intensa de
proliferacao e diferenciacdo. Exerce inimeras atividades durante toda a gestagao
dentre elas: adesao, fixacdo e implantagdo do blastocisto ao endométrio, nutrigdo
do embrido, regulacao hormonal, fagocitose de elementos sanguineos maternos e
formacao da parte fetal da placenta (Ferro, 2000).

O trofoblasto possui caracteristicas tinicas, responsaveis por regular o
processo de penetracdo na parede uterina e placentacdo. O citotrofoblasto
expressa moléculas de adesdo e proteinases que possibilitam fixagdo e invasdo.
Além disso, fatores imunomoduladores importantes em permitir a tolerancia
materna ao feto que é semi alogéneico (Norwitz et al., 2001).

A invasdo intersticial requer a regulacao negativa de integrinas epiteliais e
expressdao de novas integrinas de migracdo (Zhou et al, 1997). As células
trofoblasticas regulam positivamente a metaloproteinase 9 de matriz (MMP-9),
capazes de degradar a membrana basal e a matriz extracelular do estroma
uterino (Librach et al., 1991). Regulam também os inibidores teciduais de
Metaloproteinase 3 (TIMP-3), capaz de regular a profundidade da invasao (Bass,
et al., 1997).

O trofoblasto expressa também moléculas que funcionam na tolerancia
materna. Além disso, ndo expressam moléculas MHC classe II e classe la o que
permite o ndo reconhecimento pelo sistema imunolégico materno, mesmo

estando em intimo contato com o sangue materno (Entrican, 2002).

1.3.2 Explantes Placentarios e Células de linhagem BeWo

Explantes de placenta humana sao amplamente utilizados em estudos para
a compreensdo de mecanismos atuantes na interface materno-fetal, como
transporte através da placenta, funcdes metabdlicas e enddcrinas (Miller et al.,
2005).

Explantes de vilos placentarios contém intmeros tipos celulares: células
trofoblasticas, células do mesénquima fetal, células endoteliais, sanguineas e

células do sistema imunolégico (células de Hoefbauer), portanto, mantém o
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mesmo grau de organizagdo que a arquitetura celular do tecido in vivo (Miller et
al., 2005).

Sob condi¢des adequadas explantes placentdrios de primeiro e terceiro
trimestre podem permanecer viaveis em condi¢des de cultivo por até 12 dias
(Miller et al, 2005). O acesso a viabilidade tecidual pode ser obtido por
monitoramento da integridade morfolégica - estudos de microscopia de luz e
eletronica (Miller, 2005); monitoramento da liberagdo hormonal - liberagdo de
Gonadotrofina corionica humana (hCG) e hormonios esterdides marcam a
capacidade secretéria do trofoblasto (Huppertz et al., 2003); ou ainda por uso de
testes de marcacdo de viabilidade, tais como MTT ou [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolio] para monitorar a funcdo enzimatica mitocondrial (Watson,
Palmer, Burton, 1995).

Explantes podem ser utilizados em condi¢des experimentais diversas tais
como: apoptose, fungdes enddcrinas, diferenciagdo, proliferacdo. Além disso,
estudos de placentas de pacientes com patologias clinicas conhecidas podem ser
utilizados para comparagao com tecidos ndo patolégicos (REF).

Explantes também tém sido aplicados em estudos de infeccdo in vitro. Tais
estudos utilizam patégenos implicados na transmissdo vertical de doengas, tais
como Trypanosoma cruzi (Lujan, et al., 2004), Plasmodium falciparum (Lucchi et al.,
2008), Toxoplasma gondii (Ferro et al., 2008).

O interesse de aplicacdo de explantes como modelo de estudo é crescente.
A aplicacdo deste modelos é reflexo da habilidade da placenta em se adaptar a
diferentes condi¢des de cultura. Os avangos nestes estudos permitirdio melhor
entendimento dos mistérios que ainda existem para o entendimento deste 6rgao
tdo complexo (Miller et al., 2005).

Outro importante modelo utilizado para estudo de trofoblasto e suas
interagcdes no ambiente materno sdo as células de linhagem BeWo. Estas células
foram isoladas de coriocarcinoma humano em 1968 por Pattillo e Gey, e, desde
entdo sao mantidas em cultura.

Células BeWo retém muitas das propriedades de células trofoblésticas

normais tais como, secrecdo hormonal - gonadotrofina coriénica humana;
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hormoénio lactogénio placentario (Bahn et al.,, 1981); propriedade de adesdo a
células epiteliais do endométrio (Li et al., 2002). Além disso, secretam citocinas -
IL4, IL6, IL8, IL-10 (Bennett et al., 1997) e fatores de crescimento. Apresentam
ainda propriedades morfolégicas e marcadores bioquimicos comuns ao
trofoblasto humano (Van der Ende et al., 1990).

Tsui e colaboradores (2004) demonstraram que células BeWo secretam IL8
bem como expressam os receptores para IL8 e produzem progesterona de
maneira semelhante ao encontrado em trofoblasto de gestacdo de primeiro
trimestre. Observaram também que a quantidade de P4 secretada pelo trofoblasto
de primeiro trimestre é mais alta que no terceiro trimestre. Como BeWo secreta
altos niveis de P4 este autor sugeriu que estas células sejam modelos
experimentais para se confrontar com células trofoblasticas de primeiro trimestre.

Com base no exposto fica claro que dois modelos de estudos (BeWo e
explantes placentarios) podem ser amplamente empregados para compreensao
da interface materno-fetal. Células e tecidos “in vitro” mantém muitas
caracteristicas dos tecidos “in vivo”. Atencdo a estas caracteristicas sdo
importantes para caracterizagdo da idade gestacional. Oscilacdes hormonais e de
secrecdo de citocinas sdo observados em tecidos placentérios e podem ter forte
correlacdo com processos fisiolégicos e patolégicos que por sua vez modificam de
acordo com a idade gestacional. A proposta deste estudo apoia-se na existéncia
de modelos de estudo previamente caracterizados, aliada a necessidade de
melhor compreensdo da toxoplasmose na interface materno-fetal. Recentes
estudos tém mostrado que MIF desempenha importante atividade na gestacao
sendo normalmente expressa em tecidos placentdrios. Outros estudos propdem
que MIF tem importante atividade pro-inflamatéria e antiparasitaria. Tudo isso
reforca a idéia que MIF pode ter importante propriedade de proteger contra

infeccdo parasitaria por T. gondii na interface materno-fetal.
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2. JUSTIFICATIVA:

Considerando a necessidade de melhor compreender os processos
envolvidos na transmissdo vertical de T. gondii, aliada aos crescentes achados
das funcdes de MIF associadas a gestacao e as atividades microbicidas contra
intimeros patégenos, propde-se um modelo de estudo para simular a interface
materno-fetal in vitro em uma situagdo de infeccao por T. gondii.

O conhecimento da cinética de producdo de MIF em explantes
placentarios e em células BeWo, sob condicoes de infeccao por T. gondii pode
contribuir para interpretar a habilidade de células infectadas por T. gondii em
modular a secrecao de MIF durante a gravidez. Assim, este € um importante
modelo experimental para avaliar se MIF é capaz de promover protecdo de

células trofoblasticas contra infecgao por T. gondii.
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3. OBJETIVO:
O objetivo deste estudo foi investigar o possivel papel de MIF na protecao
de células trofoblasticas (células de coriocarcinoma humano - BeWo) como
modelo experimental de primeiro trimestre de gestacdo e explantes de placenta

de terceiro trimestre quando infectados por T. gondii

Objetivos especificos:
e Verificar producdo e secrecao de MIF em células BeWo infectadas
com T. gondii ou estimuladas com STAg
e Verificar produgao e secrecdo de MIF em explantes placentérios de
terceiro trimestre infectados com T. gondii ou estimulados com
STAg
e Verificar a fungao de MIF em reduzir a susceptibilidade a infeccao

por T. gondii
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras de Placentas
Pacientes parturientes e sorologicamente saudéveis, atendidas no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) foram informadas
sobre os objetivos do trabalho. Apés a autorizagdo materna, comprovada pela
assinatura do termo de consentimento (Anexo I) foram obtidas placenta a termo
(36-40 semanas de gestagdo), provenientes de cesdria para dissecacdo de vilos
placentérios. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

(CEP) da Universidade Federal de Uberlandia (Anexo II).

4.2 Toxoplasma gondii

A cepa RH de Toxoplasma gondii foi mantida na cavidade peritoneal de
camundongos Swiss por meio de repiques. Estes camundongos foram mantidos
no Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Uberlandia.

O exsudato peritoneal dos camundongos foi colhido e centrifugado a 1,500
x g, temperatura ambiente por 5 minutos. Os taquizoitas resultantes foram
ressuspensos e lavados duas vezes em meio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) 1640 (Sigma Chemical CO. St. Louis, USA). Estes parasitos foram entdo
transferidos para garrafas de cultura contendo células BeWo, sendo mantidos
nesta linhagem celular por repiques; ou armazenados a -70° C na presenca de
crioprotetor (dimetilsulféxido - DMSO 10% + Soro Bovino Fetal - SBF) para
posterior preparo de antigeno solavel - STAg; ou ainda foram contados em

camara hemocitométrica para infeccao de explantes de vilos coridnicos.

4.3 Producao de Antigeno Solavel de taquizoitas (STAg)

Para preparar o antigeno soltvel a partir de taquizoitas, o exudato
peritoneal de animais infectados foi lavado com PBS estéril e tratado com
inibidores de protease (aprotinina 10ug/ml, leupeptina 50pg/ml e fenil-metil-
sulfonil fluoreto - PMSF a 1.6 mM). Posteriormente, as suspensdes contendo os

taquizoitas foram lisados por seis ciclos de choque térmico e a seguir foram
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sonicados. A suspensdo de antigeno foi submetida a centrifugacdo (10,000 x g, 30
minutos a 4°C). O sobrenadante foi filtrado (membrana com poro de 0.22um). A
concentracdo de proteina foi determinada por método de Lowry (1951) e

posteriormente estocados a -20°C.

4.4 Cultura de células, tratamento e infeccio

Células de linhagem de coriocorcinoma humano (BeWo) foram obtidas do
American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) e cultivadas em meio
RPMI 1640, suplementado com antibidticos, L-glutamina, aminoacidos e Soro
Bovino Fetal (10%).

Para obtencdo de meio condicionado, células BeWo foram cultivadas em
garrafas de cultura, infectadas com cepa RH de T. gondii e mantidas em estufa
umidificada, a 37° C e 5% de COz. O sobrenadante (SPN) de cultura foi coletado
ap6s 24 horas e a concentracdo de MIF foi entdo determinada por teste ELISA.
Este meio foi estacado a -80°C para uso posterior.

Posteriormente, células de linhagem BeWo foram cultivadas em placas de
24 pocos sobre laminulas redondas de 13mm (4 x 10> células/pogo). As células
foram cultivas em meio RPMI (300ul/poco), ou em meio de cultura contendo
rMIF (R&D Systems) - 50ng/ml, ou meio de cultura adicionado de anticorpo
policlonal de cabra anti MIF humano (10pg/ml) (R&D Systems) ou ainda meio
condicionado (SPN com concentracdo de MIF a 3ng/ml), ou SPN (3ng/ml de
MIF) com adicdo de anticorpo policlonal de cabra anti MIF humano (10ug/ml),
ou STAg (20pg/ml). As células estimuladas foram entdo incubadas por 24 horas
em estufa de CO», 37°C.

Em seguida, células BeWo foram infectadas ou ndo com a cepa RH de T.
gondii (5 parasitos/célula) e incubadas por 3 horas. Posteriormente, as células
foram lavadas e novamente estimuladas ou ndo com rMIF, SPN, SPN adicionado
de anti-MIF ou STAg e novamente incubadas em estufa umidificada, a 37° C e 5%
de COa.

Apbs 24 e 48 horas de incubagao, sobrenadantes de células foram coletados

e armazenados a -80°C para posterior mensuracdo de MIF por teste ELISA ou
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para dosagem de Oxido Nitrico (NO) pelo método de Griess (Green et al., 1982).
Células foram fixadas em formalina (10%) em TBS para ensaio de Imuno-
histoquimica ou coradas com hematoxilina/eosina para determinar a replicacdo
intracelular de parasitos (média do ntimero de parasitos por células infectadas),
ou para determinar o indice de infeccdo (porcentagem de células infectadas pelo

total de células examinadas - cem células por laminula).

4.5 Cultura de explantes de vilos coridnicos humanos, tratamento e
infecgao

Os tecidos placentarios foram depositados em PBS gelado estéril e
processados dentro de até uma hora apds a coleta. O tecido foi entdo lavado em
PBS e dissecado assepticamente sob estereomicroscépio para remover tecidos
endometriais e membranas fetais. Vilos flutuantes com cinco a sete extremidades
livres foram selecionados, como descrito por Caniggia e colaboradores (1977).
Explantes (0.5-1.0 mg) foram transferidos para placas de cultura de 96 pogos e
cultivados em meio RPMI (260 ul/cavidade), suplementados com 100 pg/mL de
estreptomicina, 100 U/mL de penicilina, L-glutamina (1%), aminoacidos ndo
essenciais (1%), piruvato de sédio (1%), em auséncia de Soro Fetal Bovino. Os
vilos foram incubados a 37°C em estufa de COs.

Antes da infeccdo os vilos foram incubados em meio de cultura ou em
meio de cultura contendo STAg durante 24 horas. Posteriormente os explantes
foram infectados ou ndo com a cepa RH de T. gondii em duas concentracoes
distintas de taquizéitas (5x10° e 1x107 parasitos/pogo). Apods 12 horas de infecgao,
os vilos foram lavados e novamente estimulados ou ndo com STAg e mantidos
em estufa de CO; por 24, 48 e 72 horas. Os vilos foram coletados para analise
morfolégica e Imuno-histoquimica e os sobrenadantes foram armazenados a -
80°C para dosagem de MIF por ELISA e para dosagem de NO pelo método de
Griess (Green et al., 1982).

4.6 Anadlise histolégica
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Para estudo dos vilos a microscopia de luz os explantes foram fixados em
formalina 10% em tampao PBS. Os tecidos foram desidratados em 4&lcoois e
concentragdes crescentes e embebidos em glicol metacrilato (Historesin, LKB,
Bromma, Sweden). Cortes de 2um foram corados em azul de toluidina (1%)
analisados em microscopio de luz.

Para estudo de microscopia eletronica de transmissdo os explantes foram
fixados em glutaraldeido 2.5%, paraformoldeido 2% em 0.2M de PBS. Os tecidos
foram desidratados em acetona (concentracdes crescentes). Para infiltragdo, os cortes
foram inicialmente submetidos a uma mistura de acetona e resina Epon e por tltimo,
foram incluidos em resina pura e permaneceram em estufa a 60° C para
polimerizacdo.

Cortes semi-finos e ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo Reichert-
Jung. Telas de cobre, contendo os cortes ultrafinos, foram contrastadas pelo acetato
de uranila 2% em agua destilada durante 40 minutos a 37°C (Watson, 1958) e pelo
citrato de chumbo 0,5% em agua destilada (Reynolds, 1963), durante 30 minutos. A
seguir, o material foi analisado e fotografado em microscépio eletronico Zeiss - EM
109 do Centro de Microscopia Eletronica do Setor de Histologia da Universidade

Federal de Uberlandia.

4.7 Imuno-histoquimica

Os explantes placentarios foram fixados em formalina 10% em TBS,
desidratados (em alcoois de concentracdes crescentes) e incluidos em parafina.
Cortes de 4um foram submetidos ao resgate antigénico em solugdo de tripsina
0.5% e cloreto de célcio (1%) em agua destilada por 30 minutos a 37°C.

Posteriormente, cortes histolégicos dos vilos corionicos e células BeWo
presentes em laminulas redondas foram incubadas em acido acético 5% a
temperatura ambiente (para bloqueio da fosfatase alcalina endégena) e lavadas
com tampao TBS. Posteriormente, foram tratados com soro normal de cabra 2.5%
para bloqueio de sitios inespecificos. A seguir os tecidos placentarios e as células
BeWo foram incubadas com anticorpo monoclonal de camundongo anti MIF

humano (R&D Systems), (1:200) overnight a 4°C. O material foi entao lavado com



TBS e incubado com anticorpo biotinilado de cabra anti IgG de camundongo a
37°C (Santa Cruz, Biotecnology). As amplificaces foram feitas com o Kit ABC
(Vectastain Laboratories, Inc., Burlington, Canada). A reagdo foi desenvolvida
com fast red-naftol (Sigma Chemical Co) e contracorado com hematoxilina de
Meyer. As laminas e laminulas foram montadas com glicerina, analisadas e

fotografadas em microscépio de luz com camara fotografica acoplada.

4.8 Ensaio Imunoenzimatico - ELISA

Sobrenadantes de cultura de explantes placentarios de células BeWo
(controles e tratados) foram usados para determinar a concentragdo de MIF por
ensaio ELISA sanduiche. Primeiramente, placas para ELISA com 96 cavidades
foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-MIF humano (R&D Systems),
“overnight” a temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas com PBS
Tween 20 e os sitios inespecificos foram bloqueados com solucdo de bloqueio
(Soro Albumina Bovina - BSA 1% e sacarose 5% em PBS) e incubados a
temperatura ambiente por 1 hora e 30 minutos. Ap6s lavagem das placas, 100ul
das amostras foram adicionadas em duplicata e incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas e incubadas com anticorpo
de cabra anti-MIF humano biotinilado (R&D Systems). Ap6s novas lavagens, as
placas foram incubadas com estreptavidina acoplada a peroxidase (Sigma) por 20
minutos a temperatura ambiente. A seguir adicionou-se 3,3, 55 -
tetrametilbenzidina (TMB) (Polyscience, Inc, Warrington, PA). Os
imunocomplexos foram quantificados em um leitor de microplacas
(Titertek®multiskan plus). A concentracdo de MIF foi entdo determinada com
base em uma curva padrdo obtida de concentracdes conhecidas de MIF

recombinante - R&D Systems, (25 - 2000 pg/ml).

4.9 Dosagem de NO
A concentracdo de nitrito em sobrenadantes de células BeWo e em
explantes de placentas foi mensurado pelo método de Griess (Green et al., 1982).

Brevemente, amostras foram adicionadas em placas de 96 pogos. A seguir
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adicionou-se sulfanilamida 1% e diidroclorido de naftaleno - NEED 0.1% (na
proporcdo 1:1) em HsPOs 2.5% . A absorbancia (Asz) foi determinada em leitor
para microplacas (Titertek®multiskan plus) com referéncia a uma curva padrao

de nitrito de sédio - NaNOz (5-100pmol/L).

4.10 Concentracao protéica

Explantes de vilos congelados foram homogeinizados e macerados em
tampao RIPA [50mmol/L Tris-HCl, 150mmol/L NaCl, 1% (v/v) triton x-100,
1% (w/v) deoxicolato de sédio e 0.1% (w/v) SDS, pH 7.5] adicionado de coquetéis
de inibibor de protease (Roche Diagnosticc Mannheim, Germany). O
homogenado foi centrifugado a 15000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi usado para mensuragdo da concentracdo protéica pelo método de Bradford
(Bradford, 1976). A concentragdo total de proteina foi usada para normalizar os
resultados de ELISA obtidos de explantes de tamanhos diferentes. A
quantificacdo de MIF (pg/ml) foi feita com base na quantidade total de proteina

(mg/ml) e, portanto, os resultados foram expressos em pg/mg.

4.11 Anailise estatistica

Dados da dosagem de MIF e de indices de parasitismo foram expressos
pela média + desvio padrao de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. Diferencas entre as médias foram analisadas usando teste t de Student
por meio do programa Graph Pad Prism. Diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Producido de MIF em células trofoblasticas de linhagem BeWo

Para verificar se células BeWo infectadas com T. gondii ou tratadas com
STAg ou ainda tratadas com STAg e infectadas com T. gondii sdo capazes de
induzir maior liberagdo de MIF em relacdo ao controle (ndo infectadas e nao
estimuladas), determinou-se a produgao de MIF em sobrenadantes de cultura. Os
resultados mostraram que apés 24 horas de cultura a producdo de MIF foi
aumentada em células BeWo estimuladas com STAg se comparadas com o
controle. Uma producao de MIF ainda maior foi observada quando as células
foram infectadas com T. gondii ou células estimuladas com STAg e infectadas com
T. gondii (Figura 1A).

Apos 48 horas de infeccdo observou-se acentuado aumento na produgao
de MIF. Embora tenha ocorrido um aumento na producdo de MIF em células
estimuladas com STAg esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa.
Diferengas estatisticas s6 foram observadas quando as células BeWo foram
somente infectadas ou em células tratadas com STAg e posteriormente infectadas
com T. gondii (Figura 1B).

Resultados de Imuno-histoquimica coincidem os dados de ELISA.
Imunomarcagdo para MIF no controle (Figura 2A) foi menos intensa que a
marcacdo encontrada em células estimuladas por STAg (Figura 2B). Uma
marcagao mais intensa foi observada em células infectadas por T. gondii (Figura

2C) bem como em células tratadas com STAg e infectadas (Figura 2D).

5.2 Efeito de MIF no controle da replicacdo intracelular de T. gondii

Apbs observacdo de que a produgao de MIF é aumenta quando células sao
estimuladas com STAg e com T. gondii, n6és investigamos a funcdo desta citocina
no controle da replicagdo intracelular do parasito. Para verificar a fungao de MIF
enddgeno bloqueou-se esta citocina com anticorpo policlonal anti-MIF humano.
Verificou-se por meio de teste ELISA que a concentracdo de anticorpo utilizada
foi capaz de bloquear 89.09% do MIF secretado pelas células BeWo (dado nao

mostrado). Além disso, para verificar a funcdo da citocina exégena estimulou-se
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as células BeWo com rMIF ou com MIF previamente produzida em meio
condicionado (SPN) ou ainda SPN com neutralizagdo de MIF via incubagdo com
anticorpo anti-MIF por 1 hora a 37° C.

Os resultados mostraram a importancia de MIF no controle da replicagao
intracelular de T. gondii. Células que tiveram MIF endégeno bloqueado por acao
de anticorpo mostraram um aumento no numero de parasitos intracelulares,
indicando um maior indice de replicacdo de parasitos. Quando as células BeWo
foram estimuladas com rMIF houve reducdo do namero de parasitos, portanto,
menor indice de replicagdo. Uma reducado ainda mais significativa do ntimero de
parasitos foi observada quando as células foram estimuladas com SPN. Para
verificar se esta reducdo relacionava-se a presenca de MIF no meio condicionado,
bloqueou-se MIF contido neste meio. Verificou-se que houve um aumento no
namero de parasitos intracelulares quando comparado com o experimento
contendo apenas SPN; entretanto, este namero foi ainda menor que o obtido no
controle. Estimulo prévio com STAg e posterior infeccdo mostrou nimero de

parasitos por célula semelhante ao observado no controle (Figura 3A e 3B)

5.3 Efeito de MIF no controle do indice de infeccao por T. gondii

Nesta abordagem experimental observou-se que o bloqueio de MIF
enddégeno com anticorpo anti-MIF resulta em aumento no indice de invasdo. De
modo oposto, quando as células foram estimuladas com rMIF ocorreu uma
reduc¢do no indice de infeccdo. Uma redugdo ainda mais significativa foi
observada quando as células foram estimuladas com SPN. Células incubadas
com SPN previamente incubadas com anti-MIF apresentaram um maior indice de
infecdo quando comparadas com células incubadas somente com SPN. Este
namero foi menor que o observado no controle. Células estimuladas com STAg
apresentaram uma reducdo no indice de infeccdo quando comparadas com o

controle, entretanto, estes valores ndo foram estatisticamente significativos.

5.4 Analise Morfolégica de explantes placentarios
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Para acessar a integridade estrutural e ultra-estrutural dos explantes e para
verificar a infectividade de T. gondii em vilos coridnicos foi realizado o estudo de
microscopia de luz e eletronica nestes tecidos. Segundo Miller et (2005) o
monitoramento da morfologia é um dos mais importantes testes para acessar a
viabilidade in vitro.

Por meio da microscopia de luz foi possivel verificar a integridade dos
vilos  coridnicos. Os componentes estruturais observados foram:
sinciciotrofoblasto, com células sinciciais envolvendo os vilos coridnicos e
internamente, em intimo contato com esta camada celular observou-se o
citotrofoblasto. No tecido conjuntivo das vilosidades observou-se vasos
sanguineos fetais, além de inameras células mesénquimais, células endoteliais e
as células da imunidade da placenta, particularmente, as células de Hofbauer
(Figura 4A).

A integridade estrutural foi confirmada pela microscopia eletrénica. Por
meio desta foi possivel observar que ndo houve desprendimento do trofoblasto,
este mostrou estrutura integra. Além disso, ndo foram observadas estruturas em
necrose. Sinciciotrofoblasto e citotrofoblato apoiados em uma espessa membrana
basal puderam ser observados (Figura 4B).

O estudo da morfologia (estrutural e ultra-estrutural) também permitiu
observar T. gondii nos vilos placentarios. Em todos os horarios estudados foi

possivel detectar presenga de parasitos intracelulares (Figura 5A e 5B).

5.5 A producdao de MIF em explantes placentarios de terceiro trimestre nao é
aumentada devido a infecgao por T. gondii

Para verificar se T. gondii ou o antigeno soltvel deste parasito é capaz de
promover aumento da producdo de MIF quando comparado com o controle
realizou-se esta abordagem experimental. MIF foi mensurado em sobrenadantes
de cultura apés 24, 48 e 72 horas de infeccdo. Os dados obtidos foram
normalizados com base quantidade total de proteina dos explantes placentarios

de vilos coriénicos.
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Os resultados mostram que a producdo de MIF ndo foi diferente em
nenhuma das condicdes experimentais (controle, estimulo com STAg, infecgao
com T. gondii). A produgdo de MIF s6 aumentou com o tempo de cultura. Entre
condigdes experimentais idénticas foi possivel observar aumento da produgao de
MIF com o aumento do tempo em que foram mantidos em cultura (Figura 6).
Resultados de Imuno-histoquimica apresentaram, caracteristicas semelhantes

(Figura 7A e 7B).

5.6 Producio de Oxido Nitrico (NO)

Para saber se as células BeWo respondem a infeccao por T. gondii e aos
estimulos por meio da producio de Oxido Nitrico, sobrenadantes de cultura de
células BeWo e de explantes placentarios foram utilizados para mensuragao de
NO. Nenhuma produgao de NO foi detectada nas condi¢des experimentais com

BeWo ou com explantes (dados nao mostrados).
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6. DISCUSSAO

Embora a toxoplasmose seja uma doenca geralmente assintomédtica em
individuos imunocompetentes, esta pode ser grave quando associada a gestagao,
sendo uma importante causa de infeccdo pré-natal (Pinon et al, 1996). As
conseqiiéncias da doenga sao variaveis podendo provocar abortos, patologias em
recém-nascidos ou ainda manifestar-se tardiamente, podendo resultar em
seqtielas no individuo adulto (Ambroise-Thomas, Pelloux, 1993).

Acredita-se que o trofoblasto seja um componente importante para
impedir a transmissdo vertical de parasitos uma vez que este tipo celular é a
principal barreira entre a circulacdo materna e a circulagado fetal (Pfaff, et al,
2005). Entretanto, muitas vezes esta barreira pode ser vencida por alguns
microorganismos, tais como por T.gondii, resultando em potencial infeccao fetal.
Embora ja se conhecam alguns mecanismos associados a esta transmissao, muitos
outros permanecem nao resolvidos.

Neste estudo propomos dois modelos para analisar a resposta do
trofoblasto frente ao estimulo desencadeado por T. gondii. Explantes obtidos de
placentas a termo foram utilizados como modelo de trofoblasto do terceiro
trimestre. Células de linhagem de coriocarcinoma humano, BeWo, foram
utilizadas para representar o trofoblasto de primeiro trimestre de gestacao.

Nao existe na literatura uma caracterizacao definitiva de células BeWo em
relacdo a idade gestacional. Entretanto, ha estudos propondo que células BeWo
sejam um bom modelo para estudo de trofoblasto do primeiro trimestre devido a
presenca de alguns fatores que caracterizam esta fase. Os niveis de RNA
mensageiro para receptor de interleucina 8 (IL-8R) e a expressdo protéica desta
interleucina em células BeWo sao similares aos encontrados em células
trofoblasticas de primeiro trimestre de gestacdo. Além disso, a secrecdo de
progesterona (P4) em células BeWo é comparédvel ao que se obtém em células
trofoblasticas de primeiro trimestre e mais alto que os niveis obtidos em
trofoblasto de terceiro trimestre (Tsui, et al., 2004).

Os resultados aqui apresentados mostraram que a secrecdo de MIF foi

aumentada em células BeWo infectadas com T. gondii ou estimuladas com STAg
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quando comparadas com células controle - ndo infectadas . Entretanto, a infecgao
ou o estimulo com STAg em explantes placentarios produziram uma secrecdo de
MIF em quantidades semelhantes aos valores encontrados no controle.
Considerando estes resultados, com base em nosso modelo adotado para idade
gestacional, temos que o trofoblasto de primeiro trimestre é capaz de aumentar a
produgao de MIF frente a infeccdo. Entretanto, isso ndo ocorre para o trofoblasto
de terceiro trimestre. Desta forma, nés sugerimos que a secrecdo de MIF esteja
relacionada com algum mecanismo de protecao de células trofoblasticas contra
infeccao por T. gondii.

Além disso, o numero de parasitos por célula e o indice de infecgdo
analisados mostraram que MIF exégeno foi capaz de reduzir a replicacdo de T.
gondii intracelular, e, promoveram uma reducdo na porcentagem de células
infectadas. Um resultado oposto foi observado com o bloqueio de MIF endégeno,
no qual ocorreu maior susceptibilidade de BeWo a infecgao.

A atividade protetora de MIF ja foi proposta para intimeros outros
modelos de infeccdo. MIF tem atividade pro-inflamatéria atuando em
microorganismos mais simples como bactérias (Bozza, et al., 1999; Koebernick et
al., 2002) até os mais complexos tais como protozodrios (Reyes et al., 2006; Jiittner
et al, 1998) e helmintos (Rodriguez-Sosa et al., 2003).

Este é o primeiro trabalho que associa a produgao de MIF com a protecao
de células ou tecidos placentarios contra infeccao por T. gondii. Os mecanismos
responsaveis por mediar esta protecio ainda precisam ser esclarecidos. E
provavel que tais mecanismos sejam similares aos observados na protecdo contra
outros patégenos. Dessa forma propde-se que na presenca de MIF exdégeno,
ocorra um sinergismo com outras citocinas pro-inflamatérias cujo efeito
desencadeia em uma resposta protetora contra infeccao.

Provavelmente, o bloqueio de MIF endégeno levou a um aumento dos
indices de infeccdo e de replicacdo de T. gondii em virtude da atividade
antiinflamatéria, favorecida pela auséncia de MIF intracelular. E possivel que
com o bloqueio de MIF tenha desencadeado em uma atividade imunossupressora

em virtude da ndo regulacdo da atividade hormonal, desta forma propiciando
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um microambiente favoravel ao parasito. Glicocorticoides exercem atividade
anti-infamatéria por induzir a sintese do inibidor de fosfolipase citoplasmatica
A2 (cPLA2), desta forma evitando a liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios e
moléculas de adesdo (Aljada et al., 2001; Cronstein et al., 1992). MIF atua inibindo
esta via permitindo transcricdo génica de mediadores inflamatérios (Calandra,
Roger, 2003).

Em infeccdo por Salmonella typhimurium (Koebernick e al.,, 2002) MIF
sinergiza com TNFa e IL1 amplificando a resposta inflamatéria. Entretanto,
camundongos MIF-/- apresentaram baixa producdao de TNFa e, portanto, a
protecdo contra S. typhimurium é prejudicada (Koebernick e al., 2002).

Em modelo de infeccdo para Trypanosoma cruzi observou-se aumento da
suscetibilidade de camundongos MIF-/- a infeccao por T. cruzi. Este aumento de
suscetibilidade ocorreu devido aos niveis reduzidos de citocinas pro-inflamatéras
tais como TNFa, IL12, IL18, IFNy nestes camundongos. Com isso, mostrou-se o
papel de MIF em controlar a fase aguda da infeccdo por estes parasitos (Reys et
al., 2006). Mecanismos semelhantes sdo descritos para outros parasitos tais como
L. major. Em todos estes modelos de infeccao foi demonstrado um forte efeito de
MIF em estimular citocinas pro-inflamatorias (Jiittner et al., 1998).

A compreensio dos mecanismos de acdo de MIF, ainda pouco
esclarecidos, pode ajudar na compreensao de como esta citocina atua no processo
de infeccdo produzindo os resultados obtidos contra infec¢do por T. gondii.

Dentre as intmeras fungdes descritas para MIF, esta citocina tem a
capacidade de mediar um perfil inflamatério devido a estimulo, mesmo na
presenca de hormonios imunossupressores (Mitchell et al., 1999). Vale lembrar
que além da atividade imunossupressora de hormoénios, os préprios parasitos
conseguem manipular algumas vias de sinalizacdo de modo a prevenir uma
resposta pro-inflamatoria do hospedeiro. Estudos mostram que T. gondii interage
com as vias de sinalizagdo de macrofagos para tentar evadir da resposta
imunolégica (Masek et al., 2006). Por exemplo, parasitos bloqueiam fatores de

transcricdo associados com a defesa tais como NF-kB (Butcher et al., 2001) e
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STATla (Luder et al.,, 2001), enquanto promove a ativacdo de STAT 3 que
suprime a sintese de IL-2 (Butcher et al., 2005).

Assim, é provavel que MIF atue em células trofoblasticas restabelecendo
uma condicdo pro-infamatoria, favoravel a atividade antiparasitaria. Sabe-se que
MIF endégeno e exdgeno atua na via de sinalizacdo intracelular induzindo a
ativacdo de quinases. A via de ativacdo MAPK induzida por MIF resulta na
fosforilacao e ativagdo de cPLA2 que culmina com transcricdo e tradugao de
citocinas pro-inflamatoérias e moléculas de adesao (Mitchell et al., 1999).

A fosforilagdo das MAPKSs, em especial, p38 e ERK1/2 mostram-se
importantes reguladores da producdo de IL-12 por macréfagos (Kim et al., 2005;
Mason et al.,, 2004). Portanto, fazem parte das atividades antiparasitarias do
hospedeiro.

Provavelmente MIF atue como um mediador inflamatério responsavel
pela atividade antiparasitaria protetora observada neste experimento. Embora,
novos estudos sejam necessarios para comprovagao dos mecanismos que operam
neste sistema e para verificar quais citocinas estdo atuando em sinergismo com
MIF. Estudos anteriores mostraram que um aumento da transmissao
transplacentaria da toxoplasmose ocorre com o aumento da idade gestacional. A
probabilidade de infeccdo fetal é de apenas 1% quando a infeccdo materna
primdria ocorre em periodo pré-concepcdo. A infeccdo adquirida durante o
primeiro trimestre da gestacdo por mulheres ndo tratadas com drogas anti-T.
gondii resultam em infeccdo em 10-25% dos casos (Lynfield, Guerina; 1997). Ja as
infeccOes que ocorrem no segundo e terceiro trimestre tém maior incidéncia de
infecgdo fetal atingindo valores entre 30-54 e 60-65%, respectivamente (Lynfield,
Guerina; 1997). Esses dados sdo consistentes com nossa hipétese que sugere que
MIF possa ser uma importante citocina na defesa contra T. gondii. O aumento da
secrecao de MIF em células BeWo frente a infeccdo pode estar relacionado com a
menor suscetibilidade de trofoblasto de primeiro trimestre a infecgdo. De modo
semelhante uma maior suscetibilidade de trofoblasto de terceiro trimestre pode
estar associada a incapacidade deste trofoblasto de regular positivamente a

producao de MIF frente a infeccéo.
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E importante ressaltar que embora este estudo tenha utilizado modelos
experimentais distintos (linhagem celular BeWo e explantes de placenta a termo),
esta correlacdo é embasada em outros estudos de nosso grupo de pesquisa. Um
trabalho recente realizado em explantes placentarios de primeiro trimestre
mostraram que estes tecidos foram capazes de estimular aumento de secrecao de
MIF frente ao estimulo por STAg (Ferro et al.,, 2008). Estes resultados foram
semelhantes aos obtidos em nossos experimentos com BeWo e reforcam a nossa
idéia de que a regulagdo desta citocina frente a estimulos por T. gondii é diferente
em trofoblasto de primeiro e terceiro trimestre. Diante disso, é possivel descartar
qualquer hipétese de que a ndo regulacio de MIF foi devido a inviabilidade
tecidual ou devido a comparacdo entre células e tecidos.

Alguns estudos tém proposto que a diferenca de infectividade de T.gondii
em diferentes idades gestacionais se justifique em fungdo da barreira placentaria,
que funciona independente de uma resposta imunolégica materna induzida por
T. gondii (Pffaf et al., 2007). Em fases iniciais da gestagdo, nas quais existe uma
barreira mais espessa, tém-se um menor indice de transmissao e estes indices
aumentam com o aumento da idade gestacional quando a barreira torna-se mais
estreita. E provavel que a diminuicio da barreira placentaria possa estar
associada com o indice de infeccdo (Fricker-Hidalgo et al., 1998; Ajzenberg et al.,
2002). Entretanto, nés ndo acreditamos que isso ocorra apenas devido a
diminuicdo da barreira fisica, dado que T. gondii é um parasito ativo capaz de
atravessar intimeras barreiras bioldgicas - disseminando dentro de diferentes
o6rgaos inclusive o cérebro (Barragan, Sibley, 2002). Eventualmente, a diminui¢do
da espessura da barreira placentaria durante a fase final da gestacdo pode estar
relacionada com a reducdo da secrecao de MIF, uma vez que o citotrofoblasto fica
bastante reduzido nesta fase da gestacdo. Esta condicdo pode desencadear em
menor protecdo dos vilos, uma vez que o citotrofoblasto é a principal fonte de
secrecdo de MIF em tecidos placentérios de primeiro trimestre (Ferro et al., 2008).
A presenca desta camada, embora reduzida, em fase final da gestacdo foi

confirmada neste experimento, entretanto, com pouca expressao de MIF.
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Intmeros estudos tém mostrado que os mecanismos que operam como
agentes anti-parasitarios contra T.gondii em trofoblasto, sdo distintos aos que
ocorrem para outros tipos celulares. Uma evidéncia disto é que células
trofobldasticas apresentam maior susceptibilidade a T. gondii quando comparado a
outros tipos celulares (Oliveira et al., 2005; Barbosa et al.; 2008). Além disso,
intmeros mecanismos que operam em células ndo trofoblasticas mostraram-se
inoperantes em trofoblasto. Por exemplo, IFNy é uma citocina crucial na
regulacao da multiplicacdo de T. gondii em diferentes tipos de células (Suzuki et
al., 1988). Entretanto, células de linhagem trofoblastica BeWo sdo menos
susceptiveis a T. gondii quando estimuladas com IFNy (Pfaff et al., 2005). Além
disso, a produgao de Oxido Nitrico (NO) é um importante agente limitador do
crescimento de T. gondii em muitos tipos celulares. Entretanto, sobrenadantes de
células BeWo e de explantes placentérios infectados com T. gondii ou estimulados
com STAg nado produziram NO, mesmo ap6s estimulacdo com MIF (dados nao
mostrados). Resultados semelhantes foram descritos por outros autores. Oliveira
e colaboradores (2005) e Pffaf e colaboradores (2005) mostraram que células
BeWo infectadas com T. gondii ndo produzem NO. Além disso, NO também nao é
secretado por explantes placentarios de primeiro trimestre (Ferro et al., 2008).

Células trofoblasticas apresentam caracteristicas que as distinguem de
outros tipos de células. Auséncia de receptores classicos de MHC I (Complexo de
Histocompatibilidades Principal tipo I) tais como aqueles codificados por
Antigeno Leucocitario Humano A e B (HLA-A e HLA-B). Com isso estas células
sdo protegidas contra o reconhecimento por linfécitos T, protegendo-as contra
lise por células NK - Natural Killer (Loke e King, 1997). Além disso, estas células
secretam uma série de fatores anti-infamatérios tais como TGF-B (Fator de
Crescimento Tumoral), IL-10 e hormoénios da gestacdo (Ando et al, 1998,
Entrican, 2002).

Dentre os hormonios secretados pela placenta durante a gestacdo a
progesterona e os hormoénios glicocorticoides tém influéncia direta e indireta em
promover o balango da resposta imunolégica, de modo a evitar rejeicdo ao feto

semi-alografico (Krishnan et al, 1996; Miyaura, Iwata 2002). Portanto, a
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progesterona atua mantendo o perfil de resposta imunolégica do tipo Th2 em
detrimento de células de perfil Thl. Evidéncias disso sdo as alteragdes do curso
de algumas doencas ligadas ao perfil inflamatério durante a gestacdo.
Progesterona melhora os sintomas da artrite reumatéide, uma doenca de perfil
pro-inflamatéro, enquanto o lupus eritematoso sistémico, uma doenca ligada ao
perfil Th2 tende a piorar durante a gestacdo (Wilder, 1998; Ostensen, 1999).

Além disso, a progesterona e glicocorticoides estdo ligados com prejuizo
da resisténcia de camundongos a doencas infecciosas, tais como leishmaniose
(Krishnan, et al., 1996), toxoplasmose (Luft, Remington, 1982) e malaria
(Menendez, 1995). Isso ocorre devido a regulacdo negativa de linfécitos aos
antigenos especificos para estas infec¢des. Portanto, quando a infecgdo por T.
gondii ocorre no primeiro trimestre, quando os niveis de hormoénio estdo baixos,
ocorre polarizacdo para um perfil Thl, assim, a taxa de infeccdo é baixa e a
chance de aborto é alta. De modo oposto, se a infeccdo ocorre no terceiro
trimestre gestacional, quando ha forte polarizacao Th2, é improvavel a ocorréncia
de aborto. Entretanto, é alta a chance de transmissdo congénita (Roberts, et al.
2001).

MIF é a tnica citocina descrita até o momento capaz de vencer o efeito
imunossupressivo de hormoénios glicocorticoides e promover um perfil de
resposta pro-inflamatéra (Flaster et al., 2007).

Isso reforca nossa idéia de que MIF esteja atuando em mediar protecdo de
células trofoblésticas contra infeccdo a patogenos, tais como T. gondii, em
trofoblasto de primeiro trimestre. Provavelmente, a auséncia desta regulacdo no
terceiro trimestre ocorra devido a reducdo natural da secrecdo desta citocina
nesta fase devido a diminuicdo da camada de citotrofoblasto. Além disso, as
diferencas hormonais no primeiro e terceiro trimestre podem ser responsaveis
pela diferenca de regulacao de MIF.

O completo entendimento dos mecanismos de acdo de MIF serd um
importante passo na compreensdo das particularidades da resposta do
trofoblasto a infeccdo, propiciando o entendimento dos mecanismos envolvendo

a transmissdo vertical da toxoplasmose na gestacao.
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7. CONCLUSOES

e (Células BeWo de primeiro trimestre estimuladas com STAg e infectadas
com T.gondii secretam maior quantidade de MIF que células controle (ndo

infectadas e nao tratadas;

e Explantes placentérios de terceiro trimestre ndo sdao capazes de aumentar
a secrecdo de MIF em funcdo de estimulo (STAg ou infeccio com T.

gondii);

e Bloqueio de MIF endégeno leva a uma maior susceptibilidade de células

BeWo a infeccdo por T. gondii;

e Estimulo de células BeWo com MIF exégeno protege estas células contra

infecgao por T. gondii

Assim, todos 0s nossos resultados mostraram que MIF pode estar envolvido
na resisténcia de células trofobléasticas de linhagem BeWo contra infecgdo T.
gondii. A auséncia de regulacao positiva de MIF em explantes de vilos corionicos
pode ter relacdo com a idade gestacional e com a reducdo da camada de
citotrofoblasto que é produtora de MIF. Esta auséncia de regulacdo pode ser a
principal responsavel pela maior suscetibilidade de infeccdo por T. gondii no

terceiro trimestre de gestacao.

49



50

8. ANEXO I: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidada para participar da pesquisa chamada Possivel papel
do MIF (fator de inibicao da migracao de macréfagos) na protecao de células
trofoblasticas submetidas a infeccado por Toxoplasma gondii: modelo em

explantes de placentas de 3° trimestre, sob responsabilidade dos pesquisadores:

Dra Eloisa Amalia Vieira Ferro, Dr José Roberto Mineo, Angelica de Oliveira
Gomes e a médica obstetra Dra Maria Célia dos Santos. Nesta pesquisa estamos
buscando entender como ocorre a eliminacdo do parasito Toxoplasma gondii
durante a gravidez.

Na sua participagao vocé fornecera a placenta resultante do parto, sabendo que a
coleta deste material ndo trara prejuizos para sua satide ou para a satide de seu filho,
uma vez que este material sera normalmente expulso pelo seu organismo apds o
parto, e, entdo sera coletada pela médica Dra Maria Célia e sera entregue a Angelica
para conduzir a pesquisa. Caso a placenta nao fosse utilizada para esta pesquisa seria
descartado apds o parto. Além disso, vocé permitird que os pesquisadores tenham
livre acesso a sua ficha médica para sabermos se vocé possui toxoplasmose. A
pesquisa trara futuros beneficios para maes e filhos com toxoplasmose.

Em nenhum momento vocé serd identificada. Os resultados da pesquisa serdo

publicados e, ainda assim a sua identidade sera preservada.

Vocé ndo tera nenhum 6nus e ganho financeiro por participar na pesquisa.

A senhora é livre para parar de participar a qualquer momento sem nenhum prejuizo
para senhora ou para seu filho.

Uma copia deste Termo livre e Esclarecido ficara com a senhora. Qualquer davida a
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respeito da pesquisa a senhora podera entrar em contato com os pesquisadores ou

com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia:

Angelica de Oliveira Gomes
Laboratorio de Histologia — ICBIM
Universidade Federal de Uberlandia
Campus Umuarama — Bloco 2B

Telefone/Fax: 3218-2240

José Roberto Mineo

Laboratério de Imunoparasitologia
Universidade Federal de Uberlandia
Campus Umuarama - Bloco 4C

Telefone: 3218-2195/ Fax: 3218-2333

Uberlandia,

de

Eloisa Amalia Vieira Ferro
Laboratorio Histologia — ICBIM
Universidade Federal de Uberlandia

Campus Umuarama — Bloco 2B

Telefone/Fax: 3218-2240

Comité de Etica em Pesquisa
Pro6-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagéo
Universidade Federal de Uberlandia
Campus Santa Moénica — Bloco “J”

Telefone: 3239-4531

de 2007

Assinatura da participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador

Assinatura de testemunha
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9. ANEXO II: Parecer do Comité de Ftica em Pesquisa da UFU (CEP-UFU)

Uj Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagéo
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n® 2160 - Bloco J - Campus Santa Monica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4531

ANALISE FINAL N° 103/07 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O
PROTOCOLO REGISTRO CEP/UFU: 025/07

Projeto Pesquisa: “Possivel papel do MIF(fator de inibicio da migracido de
macrofagos) na protecdo de células trofoblasticas submetidas a infecgio por
Toxoplasma gondii: modelo em explantes de placentas de 3° trimestre”

Pesquisador Responsavel: Eloisa Amalia Vieira Ferro

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

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

O CEP/UFU lembra que: ,

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

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

c- a aprovacio do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do
atendimento a Resolugdo 196/96/CNS, nio implicando na qualidade cientifica do
mesmo.

Data para entrega do Relatério parcial: n bro/2007
Data para entrega do Relatérig final: julh9/2008 , <
09 de abril de 2007. SR I SIS S U A Tesip 'A,\(tc(,n
Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado ’
Coordenadora do CEP/UFU
OrientagBes ao pesquisador:

{Para parecer Aprovade on Aprovado com Recomendagoes)

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

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente ap6s analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item 1I1.3.z),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime ofcrecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que
requeiram agio imediata.

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo
(Res. CNS Itern V4). E papel do pesquisador asscgurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP ¢ a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

* Eventiuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara ¢ sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I
ou II apresentados anteriormente 3 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a
mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial { Res. 251/97,
item IIL.2.¢). O prazo para entrega de relatério é de 120 dias apods o término da execugiio prevista no
cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.
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