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PAPEL DA EXPOSIGAO DA FOSFATIDILSERINA NA INFECGAO E DESTINO INTRACELULAR
DO Toxoplasma gondii EM CELULAS MUSCULARES ESQUELETICAS
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Rafael Figueira Soares

A fosfatidilserina (PS) é conhecida por seu papel na regulagdo da apoptose e
interferir em varias vias de sinalizacéo celular. Por meio da exposicdo da PS, as
células apoptodticas séo internalizadas de forma eficiente por fagécitos, prevenindo
uma resposta inflamatéria. Assim, durante a evolucdo, alguns protozoarios se
utilizaram do processo chamado de “mimetismo apoptético” para a evasdo do
sistema imune do hospedeiro. O Toxoplasma gondii € um protozoario parasito
intracelular obrigatério e agente etioldgico da toxoplasmose. Em taquizoitos de T.
gondii da cepa RH, cepa do tipo |, virulenta, cerca de 50% dos parasitos expressam
PS na sua superficie. No presente trabalho foram empregadas formas bradizoitas e
taquizoitas de cepa ME49, a fim de elucidar a participacédo das subpopulacdes de T.
gondii, PS positivas e negativas, na infeccado de células musculares esqueléticas e
seu papel no desenvolvimento da cistogénese, in vitro. Para essas analises 0s
parasitos (cistos, taquizoitos e bradizoitos) incubados com anexina-FITIC foram
analisados por técnicas de citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia. A
parede cistica e o interior dos cistos teciduais de T. gondii foram positivos para
anexina, enquanto os taquizoitos e bradizoitos apresentaram subpopulacbes que
expbem ou ndo PS em sua membrana. A infec¢do de células hospedeiras por essas
subpopulacdes de parasitos foi testada e quantificada em culturas de células
musculares esqueléticas. As infec¢des e proliferacdo dos parasitos foram maiores
na populacao total de taquizoitos em comparacdo com as suas subpopula¢cdes. Em
infeccbes com bradizoitos utilizando populagdo total e PS™ ndo se observou
diferencas significativas, enquanto a infeccdo da subpopulacdo PSS foi
significantemente menor. Quanto ao desenvolvimento da cistogénese, a infeccéo
com taquizoitos ndo gerou a formacdo de cistos teciduais, enquanto células
infectadas com bradizoitos da populacdo total e da PS* foram capazes de alta
inducdo da cistogénese comparada a populacdo PS’. Esses dados evidenciam a
participacdo da exposicdo de PS em infeccbes pelo T. gondii e seu destino
intracelular, mostrando que a exposicdo de PS é um fator importante que favorece o
encistamento espontaneo em células musculares esqueléticas quando as culturas
foram infectadas com bradizoitos.
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ROLE OF PHOSPHATIDYLSERINE EXPOSE ON THE INFECTION AND FATE OF Toxoplasma
gondii IN SKELETAL MUSCLE CELLS
ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA

Rafael Figueira Soares

Phosphatidylserine (PS) is known for its role in regulating apoptosis and
interferes with several cellular signaling pathways. Apoptotic cells, which exposure
PS, are internalized efficiently by phagocytes, preventing an inflammatory response.
Thus, during evolution, some protozoa use the process called "apoptotic mimicry" for
evasion of the host immune system. Toxoplasma gondii is an obligate intracellular
protozoan parasite and the causative agent of toxoplasmosis. In tachyzoites of T.
gondii RH strain, type | virulent, about 50% of the parasites have PS on their surface.
In the present work bradyzoites and tachyzoites forms of ME49 strain, type II
avirulent, were employed in order to elucidate the involvement of subpopulations of
T. gondii expressing positive and negative PS, during infection of skeletal muscle
cells and its role in the development of cystogenesis, in vitro. For these assays,
parasites (cysts, tachyzoites and bradyzoites) were incubated with annexin-FITIC
and analyzed by flow cytometry and fluorescence microscopy. Cyst wall and the
matrix of tissue cysts were positive for annexin, while tachyzoites and bradyzoites
showed subpopulations exposing or not PS on their surface. The able of infection
and proliferation of parasites were highest in the total population of tachyzoites
compared with their subpopulations. In infections with bradyzoites was observed that
total and PS" populations showed no significant differences, while the PS™ was
significantly lower. Regarding the development of cystogenesis, infection with
tachyzoites did not generate the formation of tissue cysts while bradyzoites, total
population and PS* were capable of inducing high cystogenesis compared to
population PS’. These data show the involvement of PS exposure in infections with
T. gondii and its intracellular fate, showing that exposure of PS is an important factor
favoring the spontaneous encystment in skeletal muscle cells when the cell cultures
were infected with bradyzoites.
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1. Introducéo

1.1 Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1909) é um protozoario parasito
intracelular obrigatério pertencente ao Filo Apicomplexa, a Classe Sporozoea, a
Subclasse Coccidia, a Ordem Eucoccidiorida, a Familia Sarcocystidae e a Sub-
familia Toxoplasmatinae (Levine e cols, 1980; Current e cols, 1990; Cavalier-Smith,
1993). E o agente etiologico da toxoplasmose, descrito inicialmente por Nicolle e
Manceaux em 1909, em um roedor encontrado na Tunisia. No Brasil, no mesmo
ano, Splendore identificou o parasito em um coelho. Ambos os pesquisadores
ressaltaram as semelhancas de T. gondii com Leishmania, tanto que Nicolle e
Manceaux inicialmente propuseram chamar o seu novo parasito, de Leishmania
gondi (revisto em McGovern e Wilson, 2013). O nome da espécie é oriundo do
roedor norte africano o Ctenodactylus gundi, de onde foi isolado, e o género do
grego toxon (arco) e plasma (forma) devido ao seu formato encurvado e crescente
(Dubey, 2008; De Souza e cols., 2010). Apos a década de 1930, o T. gondii foi
encontrado em varios outros hospedeiros, especialmente em espécies aviarias

(Dubey, 2008), Sabin em 1939 identificou que se tratava de uma s6 espécie.

Quanto a sua estrutura, o T. gondii se caracteriza por possuir um complexo
apical composto de organelas secretdrias especializadas como réptrias e
micronemas e de elementos do citoesqueleto, como anéis polares e o condide. Além
das organelas tipicas dos eucariotos, 0 parasito ainda apresenta estruturas
exclusivas dos Apicomplexas, como granulos densos, granulos de amilopectina
(quase ausentes em taquizoitos) e apicoplasto (Fig. 1.1) (revisto em De Souza e
cols., 2010).



Anéis Apicais
Conéide

Microtabulos subpeliculares

Anéis polares

Micronema Complexo interno de
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Reticulo .
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corpo lipidico
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mitocdndria

Figura 1.1 Morfologia ultraestrutural de taquizoito de Toxoplasma gondii. Esquema

mostra as principais estruturas e organelas que identificam o parasito. (De Souza e cols, 2010).

O ciclo de vida do T. gondii € complexo (item 1.2), pois o0 parasito transita entre
0s hospedeiros definitivos e os intermediarios envolvendo trés estagios infectivos:
taquizoito, bradizoito e esporozoito, cada um desempenhando diferentes funcdes
biolégicas: a) Taquizoito - forma proliferativa do parasito, pois se multiplica
rapidamente por endodiogenia (Dubey e Jones, 2008). Célula polarizada alongada,
semilunar, medindo aproximadamente 6 um X 2 um e apresenta regido anterior
afilada e a posterior arredondada (De Souza e cols., 2010), caracterizando a fase
aguda da infeccao; b) Bradizoito - estagio presente no interior dos cistos, encontrado
nos tecidos (Dubey e Jones, 2008). Os cistos teciduais presentes no cérebro sao
esferoidais e raramente atingem um diametro maior que 70 mm, enquanto 0s cistos
intramusculares sdo alongados e podem apresentar até 100 mm de comprimento
contendo centenas de bradizoitos no seu interior que medem cerca de 7 um x 1.5
pm (Dubey e cols, 1998). Multiplicam-se mais lentamente, caracterizando a fase
cronica da infeccdo (Dubey, 2008); c) Esporozoito — forma infectiva produzida pelos
hospedeiros definitivos (felideos) durante o ciclo sexuado do parasito, encontrado no

interior de oocistos e mede cerca de 6-8 um x 2 um (Dubey e cols., 1998).



1.2

Ciclo de vida e transmissao

O ciclo de vida do T. gondii apresenta uma fase sexuada e outra assexuada.
(Fig. 1.2) A fase sexuada ocorre exclusivamente nos felideos, enquanto a
assexuada ocorre em aves e na maioria dos mamiferos de sangue quente, incluindo
os felinos e 0 homem. Seu ciclo de vida completo s6 foi descoberto em 1970,
gquando foi constatado que os felinos eram o seu hospedeiro definitivo e que
eliminavam através de suas fezes um estagio resistente no ambiente (oocistos)
(Hutchinson e cols., 1971; revisto posteriormente por Dubey e cols.,, 1998 e
Ferguson, 2009).

pesedes Sefnien,,

Gato domintxo

A
T ‘ —— 72N\ Gsporocnio
k* ) @y
WS e @—m

N3O irfextarte e tante
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Transplantes
Tronstusies sasposens

Fig. 1.2 Ciclo de vida do T. gondii: Ciclo biolégico ilustrado do Toxoplasma gondii mostrando as
vias de transmissado entre os hospedeiros intermediarios e definitivos (Moura e cols., 2009).

1.2.1 Fase Sexuada

A fase sexuada ocorre exclusivamente no intestino dos hospedeiros definitivos,
membros da familia Felidae. Os felinos, por meio do carnivorismo, se infectam
principalmente ingerindo cistos teciduais de T. gondii presentes na carne de
roedores e aves infectadas ou oocistos presentes no ambiente. O periodo pré-
patente (intervalo de tempo para eliminar oocistos apdés a infeccdo inicial) e a
frequéncia da liberagcdo de oocistos dependem da forma infectante envolvida

(Dubey, 1996). Apos a ingestdo de uma dessas formas infectantes, sob a acao



enizmatica dos sucos gastrico e intestinal, ocorre o0 rompimento da parede dos cistos
teciduais ou oocistos, liberando bradizoitos ou esporozoitos, respectivamente, no
intestino do hospedeiro, que penetram nas células epiteliais do intestino e iniciam o
desenvolvimento de varias geracdes de T. gondii (Dubey e Frenkel, 1972). Ocorrem
cinco estagios enteroepiteliais ou esquizontes distintos de T. gondii (Tipos: A, B, C,
D e E) que culminam com a producédo dos macrogametas e microgametas, gametas
femininos e masculinos, respectivamente (Dubey, 1998). Da fusdo desses gametas
resulta a formacdo de um zigoto dipldide (oocisto). A célula epitelial sofrerd
rompimento, liberando os oocistos imaturos no ambiente, com as fezes do felino,
contaminando o ar, a agua, o solo e os alimentos, constituindo entdo, importantes
fontes de infec¢cdo de mamiferos e aves. Esses oocistos levam de 1-21 dias para se
tornarem infectivos e o oocisto tem no seu interior dois esporocistos contendo quatro

esporozoitos cada (Dubey e cols., 1998; revisto em Ferguson, 2009) (Fig.1.2)

1.2.2 Fase assexuada

Nos hospedeiros intermediarios logo apds a ingestao de cistos teciduais ou
oocistos, no interior das células da lamina propria do intestino ocorre a diferenciacéo
dos bradizoitos e esporozoitos em taquizoitos, que se multiplicam por endodiogenia
rapida, rompem essas células e alcancam a linfa e a circulagdo sanguinea
distribuindo esses parasitos para diversos 0rgaos, infectando qualquer célula
nucleada, onde segue sua multiplicacdo intracelular rapida (revisto em Jones e
Dubey, 2012).

Fatores relacionados, principalmente, a resposta imunoldgica do hospedeiro
levam a uma mudanca no ritmo de multiplicacdo dos taquizoitos e ocorre a
diferenciacdo em bradizoitos, cujo processo de endodiogenia ocorre de forma mais
lenta. Estes sdo encontrados no interior de cistos, caracterizando a fase cronica da
infeccdo (Dubey e Frenkel, 1998; revisto em Weiss e Kim, 2000). A infecg&o incide
preferencialmente, no sistema nervoso central, musculaturas esquelética e cardiaca,
entretanto, também pode ocorrer mais raramente em visceras, como pulmao, figado
e rins (Tenter e cols., 2000; Skariah e cols., 2010; Cenci-Goga e cols., 2011). A
transmissao assim se da principalmente pela ingestdo de carne crua ou mal passada

contendo os cistos (revisto em Jones e Dubey, 2012).



O T. gondii também pode ser transmitido pela via transplacentaria ao feto
durante a infeccdo aguda de fémeas no periodo de gestacdo (Kawazoe, 2005;
revisto em Kravetz, 2013 e em Halonen e Weiss, 2013).

1.3 Toxoplasmose

A infeccdo toxoplasmica apresenta duas fases de infeccdo: aguda e cronica. A
fase aguda se caracteriza pela presenca predominante de formas taquizoitas, que
apresentam crescimento rapido, replicam dentro de células com um ciclo celular de 6
a 8 h (in vitro), até sua saida da célula hospedeira para infectar células vizinhas, o
que gera a ativacdo da resposta inflamatoria pelo hospedeiro. E responsavel pela
transmissao congénita, uma vez que o0 taquizoito consegue ultrapassar a barreira
placentaria e infectar o embrido. Nos animais infectados, taquizoitos diferenciam em
bradizoitos e formam cistos nos tecidos, que aparecem entre 7 a 10 dias apés a
infeccdo. Esses cistos contém bradizoitos e sdo encontrados predominantemente no
sistema nervoso central e do tecido muscular, onde eles podem residir por toda vida
do hospedeiro, sem gerar resposta inflamatéria. O desenvolvimento destes cistos

nos tecidos caracteriza a fase cronica da doenca (revisto em Jones e Dubey, 2012).

Os individuos imunocompetentes raramente apresentam sintomas durante a
infeccdo pelo T. gondii. Porém, em pacientes imunocomprometidos, o parasito pode,
quando ha a reativacdo dos cistos, causar neurotoxoplasmose ou toxoplasmose
enceféalica, entre outros agravos (Lalibert e Carruthers, 2008; Dubey e Jones, 2008).
Além disso, miosites quer por infeccdo recente ou reativacdo dos cistos teciduais,
também se manifestam, comprometendo a homeostase do tecido muscular
(Hassene e cols., 2008). No caso da transmissao vertical, a mée pode ser infectada
durante a gravidez, sendo geralmente mais grave quando a infeccdo ocorre no
primeiro trimestre. Esse tipo de infeccdo pode acarretar mas formagdes congénitas
no feto, levando ao aborto espontaneo, e a hidro ou microcefalia ou calcificagbes
cerebrais. E ainda, patologias se desenvolvem apds o nascimento da crianga, como
a toxoplasmose ocular que pode levar a cegueira (revisto em Carlier e cols., 2012 e
em Kravetz, 2013).

1.4 Interagdo T.gondii — célula hospedeira



1.4.1 Ciclo litico: adeséo, invasao e egresso

Como uma das caracteristicas biologicas intrinsecas do T. gondii € ser um
parasito intracelular obrigatorio, a invasao celular € um evento critico para o0 sucesso
do estabelecimento da infeccdo. Os parasitos do filo Apicomplexa apresentam uma
estratégia comum de locomocédo que depende do substrato, essa estratégia de
locomocéao é conhecida como mobilidade por deslizamento (“gliding”), usada para a
migracao entre tecidos e para a invasao da célula hospedeira (Sibley e cols., 1998;
Barragan e cols., 2005; Heintzelman, 2006). Além disso, o processo de entrada é
altamente orquestrado e dirigido pela maquinaria de actina-miosina do parasito
(Dobrowolski e cols., 1997). Assim, parasitos que conseguem vencer essas barreiras
bioldgicas integram os patégenos de maior importancia para o homem, sob o ponto
de vista patoldgico (Barragan e Sibley, 2003; Sibley, 2004).

Todas as etapas da interacdo T. gondii-célula hospedeira sdo mediadas
molecularmente pelo parasito, utilizando um processo de multi etapas que depende
da secrecao regulada das adesinas (proteinas produzidas nos micronemas, as MIC)
como ilustrado na figura 1.3. Esse processo adesivo a superficie da célula
desencadeia a formacdo de complexos juncionais (JM) que séo depois translocados
ao longo do eixo do parasito, induzindo assim a invasao do parasito na célula por
penetracdo ativa (Carruthers e cols., 1999; Jewett e Sibley, 2003; revisto em
Carruthers e Boothroyd, 2007). A coordenacao dessas atividades exige um controle
cronometrado para a liberacéo de proteinas de superficie que medeiam a adeséo e
a invasao (Alexander e cols., 2005; Shen e Sibley, 2012; revisto em Cowper e cols.,
2012; Mueller e cols., 2013). A concluséo da invasao celular exige que as interagdes
moleculares estabelecidas durante a interacdo, em Ultima instdncia sejam desfeitas.
Entdo, esse desenlace se da por meio da clivagem proteolitica das proteinas

adesivas ao longo da membrana do corpo do parasito (Buguliskis e cols., 2010).

Os eventos da invasao do T. gondii na célula hospedeira envolvem algumas
particularidades: (1) a penetracdo ativa do parasito (15 - 17 segundos) ocorre via
polo anterior (condide) que em contato com a superficie da célula hospedeira
desencadeia a invaginacdo da membrana celular; (2) estabelecimento de um
vacuolo parasitoforo (VP) ndo fusogénico, nicho no qual o parasito vai permanecer
durante todo o seu ciclo intracelular (Sibley e cols, 1985; Mordue e cols 1999); (3)



extensa modificagdo da membrana do vacuolo parasitéforo para a aquisicdo de
nutrientes; (4) proliferacdo intracelular por endodiogenia e, (5) conversdo de
taquizoito para bradizoito e o estabelecimento da cistogénese e/ou 0 egresso dos

taquizoitos da célula hospedeira.

} 15-20 seqg | —1-2 min—
(1) Adesao inicial
(2) Adesao apical
SAGSs (3) Formagao da JM
; >6nm | <6nm {(4) Secregao das Roptrias
\O% " MiCs: ' (6) Invasén
\ . ROMS , / {6) Fechamento
.. > >

4 (7) Separacéo

LI J
e Jungao | *
+ % movel

, s ° \(
o o ‘
Toxoplasma Nucleus \(G\\

Complexo Micronemas
Membranar

Current Opinion in Microbiology

Fig. 1.3. Modelo integrado de invasdo do  Toxoplasma gondii em células hospedeiras e
apresenta sete etapas: 1) A fixacdo inicial (pode ser reversivel) envolve o reconhecimento de
receptores de superficie por SAGs. Esta interacdo precede a 2) adesao apical inicial, com a secre¢éo
das MICs dependentes de célcio (vermelho, em forma de T) e a sua acumulagdo na superficie apical.
3) A JM (verde e anel vermelho) é formada pela liberacdo de proteinas RON (verde), que associam-
se com derivados de micronemas AMAL (circulos vermelhos) durante ou ap0s secrecdo. Estas
proteinas criam uma ligacao intima de < 6 nm, sob a forma de um pequeno anel. 4) A seguir, ROPs
(dourada) sdo secretadas no citoplasma da célula hospedeira na regido onde ird ocorrer a invaséo. 5)
Algumas ROP’s permanecem associadas a pequenas vesiculas que se fundem com o MPV (se forma
durante a invasdo do parasito); 5) O parasito penetra ativamente na célula por movimentos que o
puxam (setas laterais) através de MICs transmembranares e/ou através do anel AMA1-RON. 6) A
invaginacdo membrana plasmatica da célula hospedeira entdo se forma para criar o VP; 5) As
proteases ROM (roxo) séo responsaveis pelo derramamento das MICs da extremidade posterior. 6)
Durante a invasdo, o VP atravessa 0 citoesqueleto do hospedeiro (laranja), provavelmente
envolvendo algum tipo de ancoramento as moléculas do citoesqueleto. Considerando que o parasito
realiza as etapas 2-5 em 15-20 segundos, as etapas finais fechamento e separacao (6-7), exigem 1-2
min para completar a entrada do parasito. 7) O encerramento envolve fissdo do MVP e a membrana
plasmatica hospedeiro e esta etapa pode ser facilitada pelo complexo MJ residual. O inset mostra um
taquizoito para ilustrar seus compartimentos e estruturas (adaptado de Carruthers e Boothroyd,
2007).

Durante a secrec¢do coordenada das réptrias e micronemas foi identificado um
complexo de quatro proteinas: TQAMAL1, RON2, RON4 e a Ts4705. Pelo menos

duas destas proteinas, a TJAMAL e a RON4 interagem no processo de entrada do



parasito na célula hospedeira, localizando-se na juncdo mével, onde as membranas
do T. gondii e do hospedeiro ficam em intimo contato (Alexander e cols., 2005). A
JM serve para excluir proteinas da membrana plasmética da célula hospedeira,
dando inicio & formacdo da membrana do vacuolo parasitéforo (Mordue e cols.,
1999; Lebrun e cols., 2005; revisto em Carruthers e Boothroyd, 2007). Outras
proteinas das roptrias sdo inseridas na MVP, contribuindo para sua formacao
durante a invasao da célula hospedeira pelo Toxoplasma (Boothroyd e Dubremetz,
2008; Shen e Sibley, 2012; revisto em Cowper e cols., 2012; Mueller e cols., 2013).

Durante o processo de multiplicacdo do parasito, ocorre um aumento
significativo da MVP. Alguns autores atribuem este aumento a incorporacdo de
moléculas da célula hospedeira, provenientes de organelas associadas, como o
reticulo endoplasmatico e mitocondria (Melo e de Souza, 1997; Gomes e cols.,
2014). Acredita-se que a RPO2 proteina produzida pelas roptrias, seja a responsavel

pela associacao das mitocondrias com a MVP (Sinai e Joiner, 2001).

Varios estudos sugerem que as proteinas dos granulos densos participem na
modificagdo do VP, de sua membrana e da sua interagdo com o citosol da célula
hospedeira. Essas proteinas sdo secretadas logo apos os parasitos invadirem as
células (Brossier e Sibley, 2005). Tem sido demonstrado que estariam diretamente
envolvidas no amadurecimento deste vacuolo (Cesbron-Delauw e cols., 2008) e
mais recentemente, atuando no egresso do parasito (Okada e cols., 2013). No
espaco intravacuolar, por exemplo, é formada uma rede de nanotubulos que pode
estar funcionando como uma via de intercambio de moléculas entre o citoplasma da
célula hospedeira e o protozoario (Sibley e cols., 1995). As proteinas GRA2, GRA3 e
GRAG6 possuem um papel fundamental na formagdo dos nanotubulos, sendo a
GRA2 e GRA3 envolvidas na organizacdo de vesiculas que apds alongamento
dardo origem a rede intravacuolar madura, e a GRA6 na estabilizacdo da membrana
tubular desta rede (Mercier e cols., 2002, 2005). A GRA7 encontrada na MVP esta
sendo relacionada com a formacdo de “condutos tubulares”. Esses tubulos,
derivados da invaginacdo da MVP, estariam atuando na entrega de lipidios, atravées

do espaco vacuolar para o parasito (Coppens e cols., 2006).

A formacdo e desenvolvimento do VP, bem como a modificagdo de sua

membrana, envolvem moléculas de ambas as células (parasito e célula hospedeira)



atuando na protecédo do T. gondii contra a acdo de radicais livres, variagdes de pH,
osmolaridade e evitando também, os mecanismos de defesa do hospedeiro
(Pacheco-Soares e De Souza, 1998; Laliberté e Carruthers 2008; Sinai, 2008). Outra
vantagem é gue este vacuolo, diferentemente dos fagossomos nédo se funde com os
compartimentos da via endocitica (Joiner e cols., 1990; Mordue e cols., 1999; Sinali,
2008). O vacuolo parasitéforo fornece ao T. gondii ambiente protegido para seu

crescimento e desenvolvimento (Sibley e cols., 1985; Mordue e cols., 1999).

O egresso do parasito que caracteriza o ciclo litico do T. gondii € um processo
rapido (menos de 60 segundos) (revisto em Black e Boothroyd, 2000). Esse
processo requer que oS parasitos atravessem a membrana do vacuolo parasitoforo
(MVP), o citosol, a malha do citoesqueleto da célula hospedeira e finalmente a
membrana plasmética, para atingir o espago extracelular (Caldas e cols., 2010; Shen
e Sibley, 2012; revisto em Peng e cols., 2011; Cowper e cols., 2012). Em recente
revisao feita por Blackman e Carruthers (2013) eles discutem o papel de moléculas
efetoras que medeiam o rompimento das membranas que envolvem o parasito
intracelular e a maneira como a membrana se rompe, levando finalmente a liberacédo

das formas invasivas do parasito.

Ainda ndo foram desvendados 0s genes responsaveis pelo egresso do
parasito, nem 0s eventos especificos e sinais que levam este parasito a evadir da
célula hospedeira. Especula-se que o egresso envolva as mesmas moléculas e os
mesmos mecanismos utilizados pelo protozoario durante a invasao dessas células,
permitindo que este se mova rapidamente da célula lesada para uma nova célula, se
expondo pouco ao ambiente extracelular (Hoff e Carruthers, 2002). Em culturas de
células, o egresso do T. gondii ocorre apdés cinco ou seis divisbes ou
aproximadamente em 48 - 72 horas. O egresso nao € sincronizado e estando fora da
célula hospedeira, os parasitos podem imediatamente invadir células vizinhas para
comecar um novo ciclo de replicagdo. Durante os processos de invasao e egresso
do T. gondii da célula hospedeira, ocorrem alguns eventos, tais como: aumento na
concentracdo de Ca'?, diminuicdo na concentracdo de K*, acdo da TgCDPKI
(proteina quinase com dominio semelhante a calmodulina), motilidade, extrusdo do

condide e constricdo com formacédo da JM (Hoff e Carruthers, 2002).
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O calcio € um ion sinalizador envolvido em muitos processos fisiologicos das
células eucariotas. No T. gondii o incremento da concentracdo de célcio esta
associado as mudancas morfologicas, a secrecdo de proteinas envolvidas na
invasdo celular e ao rapido egresso das células hospedeiras. Experimentos com
iond6foro A23187 mostram que a invasao e 0 egresso estdo relacionados com o fluxo
de Ca™. O tratamento com A23187 induz a rapida evasdo dos parasitos
intracelulares do vacuolo parasitoforo, estimulando a secrecdo das proteinas dos
micronemas e atua também na mobilizacdo dos estoques internos de Ca*? do
parasito como mitocondrias, reticulo endoplasmatico, granulos densos e
acidocalcisoma (Moreno e Zhong, 1996; Carruthers e Sibley, 1999; Monteiro e cols.,
2001), promovendo o aumento do deslizamento e a extrusdo do condide, processos
esses sensiveis ao Ca™. Assim como no egresso natural, parasitos expostos ao
iondforo tornam-se moveis e mudam sua morfologia antes do egresso, sugerindo
que este é um processo ativo que requer a participacdo do citoesqueleto e da
maquinaria moével do protozoario (Black e Boothroyd, 2000). Experimentos com
guelante de célcio revelaram que o egresso ocorre, mesmo quando todo o calcio da
célula hospedeira e do vacuolo é depletado, sugerindo que o parasito utilize seus
préprios reservatérios de Ca*? neste processo (Black e Boothroyd, 2000; Moudy e
cols., 2001).

Durante todo o processo de interacdo, o T. gondii regula a célula hospedeira
por meio das modulagdes morfologica, fisiologica, imunoldgica e genética. Apos a
invasdo e desenvolvimento, as células hospedeiras sdo moduladas para manter um

equilibrio delicado entre a facilitagéo e eliminagéo da infecgéo.

1.4.2 Cistogénese

Os mecanismos que induzem ao encistamento tecidual ou a reativagcdo da
infeccdo pelo T. gondii ainda ndo sao conhecidos. Culturas celulares tém sido
empregadas para reproduzir a cistogénese in vitro (Hoff e cols., 1977; Jones e cols.,
1986; Dardé e cols., 1989; Lindsay e cols., 1991; McHugh e cols., 1993; Lindsay e
cols., 1993; Ricard e cols., 1999; Guimaraes e cols., 2008, 2009; revisto em Ferreira-
da-Silva e cols., 2008; Ferreira-da-Silva e cols., 2009a, b; Paredes-Santos e cols.,
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2013; De Muno e cols., 2014). A maioria destes estudos empregada linhagens
celulares e utilizam condicbes de estresse como pH alcalino, drogas, altas
temperaturas (Bohne e cols., 1993, 1994,1996; Soéte e cols., 1994; Gross e Pohl,
1996, Ferreira-da-Silva e cols., 2008) e possibilitam a andlise da interconversao
entre bradizoitos e taquizoitos (Soéte e cols., 1993; Bohne e cols., 1994; Soéte e
Dubremetz, 1996; Lane cols., 1996; Guimardes e cols., 2008; Ferreira-da-Silva e
cols., 2009a, b).

O processo da cistogénese do Toxoplasma implica em: (i) alteracdes na
superficie do parasito, (ii) alteracdes no seu metabolismo e, (iii) inducédo de genes
associados a resposta de estresse (revisto em Bohne e cols., 1999). Os antigenos
de superficie SAG1 e SAG2 desaparecem ao longo da diferenciacdo, ndo sendo
muito clara a funcdo biologica destas alteracbes na expressdo de moléculas de
superficie do parasito. A mudanca da forma replicativa rapida dos taquizoitos, que
requer alto consumo de energia, para bradizoitos que se multiplicam lentamente
também é acompanhada por uma alteragdo no metabolismo do parasito, ocorrendo
um armazenamento de energia sob a forma de granulos de amilopectina, numerosos
em bradizoitos e muitas vezes ausentes em taquizoitos (revisto em Bohne e cols.,
1999).

Muito embora a geracdo do conhecimento da biologia do T. gondii e da
toxoplasmose tenha envolvido nas ultimas trés décadas muitos grupos de pesquisa,
o percentual de estudos que concentram a atencéo na cistogénese e cistos teciduais
€ relativamente muito baixo. Essa lacuna existe, apesar da sua importancia na
disseminagéo, persisténcia da infeccdo e do seu papel como parasito oportunista
durante a imunossupressédo do hospedeiro, com a reativagdo de cistos teciduais e
agravamento do quadro clinico de pacientes com HIV, transplantados, portadores de
tumores malignos, entre outras formas de imunossupressdao. Os ensaios
experimentais in vitro analisam na sua grande maioria linhagens celulares das mais
diversas origens. O emprego de culturas primarias de células envolvidas na infeccao
cronica de T. gondii principalmente, os tecidos neurais e musculares, tém recebido
pouca atencédo (Frenkel, 1990; Lindsay e cols., 1991; McHugh e cols., 1993; Barbosa
e cols., 2005; Guimaraes e cols., 2008, 2009; revisto em Ferreira-da-Silva e cols.,
2008; Ferreira-da-Silva e cols., 2009a, b; Gomes e cols., 2011; 2014; Takéacs e cols.,
2012).
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Em func@o desses parametros, o presente trabalho utilizou: (a) célula muscular
esquelética (uma das células de eleicdo para o encistamento do parasito in vivo), a
partir de cultura primaria de embrides de camundongos e linhagens celulares de
musculo esquelético, como modelo de estudo da interacdo do T. gondii, com énfase

na cistogénese.

1.5 Tecido muscular esquelético
1.5.1 Miogénese

O tecido muscular € formado a partir dos somitos, que sao células originadas
do mesoderma paraxial. Durante o desenvolvimento embrionario, ocorre uma
cascata de eventos que regulam as células progenitoras da linhagem miogénica por
sinais positivos e negativos dos tecidos que as circundam, tais como, o tubo neural,
notocorda e ectoderme dorsal e lateral (Dubinska-Magiera e cols., 2014). Assim, a
partir dos somitos, algumas células precursoras miogénicas migram para os tecidos
conjuntivos adjacentes, onde se diferenciam em mioblastos, interrompendo o ciclo
celular. A partir dai, sintetizam proteinas musculo-especificas, se fusionam para
formar os miotubos primarios e secundarios e a subsequente constituicdo das fibras
musculares (revisto em Pownall e cols., 2002; Pourquié, 2003; revisto em Charge e
Rudnicki, 2004; Sanger e cols., 2006).

A diferenciacdo das células progenitoras do tecido muscular esquelético e a
especificacdo para linhagens miogénicas é controlada por fatores basicos de
transcricdo hélice-alca-hélice (bHLH) que induzem a expressao de fatores
reguladores da miogénese (MRFS) que, juntamente com as proteinas da familia
MEF-2 (“Myocyte Enhancer Factor 27), mantém o programa de transcrigcdo
miogénica. A rede de regulacéo transcricional de células embrionarias tem os quatro
fatores de regulacdo miogénica os MRFs: Myf5, MyoD, MRF4 e MyoG (miogenina)
(revisto em Moncaut e cols., 2013).

A expressdo das proteinas MRFs durante o desenvolvimento do musculo
esquelético esta sob rigoroso controle temporal e espacial. Por exemplo, a
expressdo de MyoD e Myf-5 sdo fatores primarios e agem na determinacdo de
precursores miogénicos, enquanto MyoG e MRF-4 s&o fatores de diferenciacado que
agem na formacao terminal das fibras musculares. Além do grupo génico MyoD, os



13

fatores de transcricdo MEF2 desempenham papel importante na ativacdo do gene
muscular (Pownall e cols., 2002; Pourquié, 2003; Berkes e Tapscoot, 2005). Estudos
tem demonstrado que a dindmica dos Myf5 se expressa antes da inducao de destino
miogénico das células precursoras e, com base nas informacdes obtidas de
camundongos nulos para Myf5, hoje se considera este ser um fator determinante.
Da mesma forma, a expressdo de MyoD numa base de Myf5 impulsiona as células
da linhagem miogénica, embora com um atraso em algumas populac¢des (Tajbakhsh
e cols., 1997). As expressdes de MRF4 e MyoG sdo mais tardias e foram
tradicionalmente classificadas como genes envolvidos no processo de diferenciagao.
No entanto, se sabe que MRF4 é expressa a0 mesmo tempo que se ndo antes, e
gue, na auséncia de Myf5 e MyoD, a MRF4 é capaz de induzir miogénese, indicando
gue MRF4 deveria ser reclassificada como tendo ambas as atividades de ativadores
e de diferenciacdo (Summerbell e cols., 2002; Kassar-Duchossoy e cols., 2004).
Esses fatores (MRFs) formam um nucleo da cascata de transcricdo que leva ao
fendtipo do musculo esquelético e, por conseguinte, neste campo algumas questdes
fundamentais tém sido investigadas, de como esses genes sdo ativados no inicio da
miogenése no embrido e como que as proteinas codificadas funcionam para induzir
o programa de diferenciacdo e subsequente organogénese (revisto em Moncaut e
cols., 2013).

As células musculares tem um papel de fundamental importancia como
modelo celular de estudo, tendo em vista que estdo envolvidas na fase crénica da
infeccdo toxoplasmica. Ocorrendo uma imunossupressdo, 0s cistos teciduais,
presentes principalmente nas células musculares do hospedeiro, sédo reativados, se
rompendo e liberando os bradizoitos que irdo infectar novas células, reproduzindo

um novo ciclo da fase aguda da doenca (Wang e cols., 2011).

1.5.2 Cultura Priméria de Células Musculares Esque léticas

O cultivo primario de células musculares esqueléticas em monocamadas teve
inicio na década de 60 utilizando embrides de pinto (Konigsberg, 1963; revisto em
Yaffe,1973). Células musculares esqueléticas (CME) sao cultivadas de uma grande
variedade de espécies de insetos, aves e de mamiferos. Culturas primarias de
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tecidos embrionarios sao obtidas por dissociagdes mecanicas, enzimaticas ou pela
conjugacao de ambas as técnicas (Konigsberg e cols., 1978) e cultivadas em meio
suplementado com soro (soro de cavalo, fetal bovino, extrato embrionario). Esses
agentes sao indutores da atividade mitética, facilitam a adesao celular as superficies
e sao estimuladores da fusdo de membranas (De Haan, 1965; De Lucca, 1966). A
adicdo de calcio no meio de cultura é fundamental para o inicio do processo de

fuséo celular (Shainberg e cols., 1969).

Durante a dissociagéo enzimatica do tecido muscular, sdo isolados pelo menos
trés tipos celulares mononucleados: fibroblastos, mioblastos e miofibroblastos.
Algumas manobras séo utilizadas ao longo do cultivo objetivando enriquecer a
populacdo de mioblastos e diminuir a de fibroblastos. A sequéncia de eventos
morfofuncionais caracteristicos da miogénese esquelética é: mioblastos, mioblastos
competentes para fusdo (midcitos), miotubos jovens, miotubos maduros e miofibra
(revisto em Inestrosa, 1982). O musculo diferenciado € caracterizado pela presenca
de células multinucleadas nao divisiveis (miotubos e miofibras) formadas pela fuséo
dos miocitos. O processo de fusdo € dependente da composicdo do meio e da

densidade celular (Linkhart e cols., 1981).

Linhagens celulares de mioblastos tém sido obtidas a partir de tecido muscular
esquelético de rato (L6 e L8) e camundongo (C12). Esses mioblastos, ap6s um
periodo de multiplicacéo in vitro requerem uma mudanca de concentracdo de soro
em seu meio e para que ocorra o disparo da diferenciacdo miogénica e consequente
formacéo de miotubos (Yaffe, 1968; Yaffe e Saxel, 1977).

A escolha do modelo de células musculares esqueléticas (CME), proposto por
nosso grupo durante o estudo da interacdo do T. gondii-célula hospedeira e que esta
sendo utilizado na presente dissertacdao, baseia-se em dados iniciais in vivo, 0S
quais demonstraram que a cistogénese € prevalente nos tecidos neurais e
musculares, tanto cardiaco quanto esquelético (Jacobs, 1967; Mehlhorn e Frenkel,
1980; Dubey, 1988; Frenkel, 1990). Além disso, esta escolha se justifica: (i) pela
importancia das CME como uma das células alvo, onde o parasito se aloja durante a
fase cronica da doenca (Remington e Cavanaugh, 1965), (ii) pelos relatos de
toxoplasmose muscular esquelética em pacientes com HIV (Gherardi e cols., 1992);

(i) pelos nossos recentes resultados, demonstrando a ocorréncia de cistogénese
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espontanea na célula muscular esquelética (Guimaraes e cols., 2003; Guimaraes e
cols., 2008; revisto em Ferreira-da-Silva e cols., 2008; Ferreira-da-Silva e cols.,
2009a, b), (v) pelo musculo infectado representar uma das principais vias de
transmissao da infeccdo nos humanos, durante a ingestdo de carne crua ou mal

cozida.

1.6 Fosfatidilserina

1.6.1 Identificacdo, biossintese, degradacao e dist  ribuicéo celular

7

Fosfatidilserina (PS), um glicerofosfolipidio, € um importante constituinte das
membranas das células eucariotas. Sua estrutura foi elucidada por Folch em 1941 e
subsequentemente confirmada por sintese quimica (Baer e Maurukas, 1955). E um
fosfolipidio acido (aniénico) com trés grupos ionizaveis: a porcao fosfato, o grupo
amino e o grupo carboxi (Fig. 1.4). A porcéo fosfato polar esta na posicdo sn-3 da
estrutura do glicerol, assim a molécula de serina ligada ao fosfato confere a PS
carga negativa sob condicdes fisioldgicas, diferente dos lipidios mais abundantes,

como fosfatidilcolina (PC) e fosfatidiletanolamina (PE) (Kay e Grinstein, 2013).
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Fig. 1.4 Estrutura molecular da fosfoditilserina. Retirado da Internet em 08/02/2004. Fonte:
http://trade.indiamart.com/details.mp?offer=1981492088

Em células de mamiferos, a sintese de PS pode ocorrer por duas vias
enzimaticas: a primeira onde a PS sintase 1 (PSS1) troca a colina da PC por uma
serina, e a segunda onde a enzima sintase 2 (PSS2) pode trocar etanolamina da PE
pela serina. Essas duas vias de sintese sdo parcialmente redundantes, pois

experimentos como camundongos sem PSS1 ou PSS2 sobrevivem, enquanto os
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duplo nocaute para PSS1 e PSS2 é letal, indicando que o PS é um fosfolipido
essencial para sobrevivéncia de mamiferos (Bergo e cols., 2002; Arikketh e cols.,
2008).

A distribuicao intracelular da PS ndo é homogénea e a sua maior concentragéo
na célula esta na membrana plasmatica, representando cerca de 12% do total dos
fosfolipidios. Um aspecto importante da PS € a sua tendéncia de ser distribuida de
forma assimétrica entre os folhetos das membranas. Especialmente evidente no
plasmalema, onde praticamente toda a PS estd no folheto interno em células
saudaveis (Boon e Smith, 2002; Fairn e cols., 2011; Kay e cols., 2012).

O reticulo endoplasmatico (RE) é o principal local de sintese de lipidios, e em
mamiferos tanto PSS1 e PSS2 séo localizadas e ativas em areas especializadas do
RE, que sdo conhecidas como membranas associadas a mitocéndria (MAM) devido
a sua estreita relacdo e tendéncia a serem isoladas junto com as mitocondrias
(Vance e Steenbergen, 2005; revisto em Vance e Tasseva, 2013). Apesar de ser
produzida no RE, a PS ndo é particularmente abundante neste compartimento
(cerca de 1%), sugerindo que o transporte seletivo ou remog¢ao de PS deva ocorrer.
As MAM sdao enriquecidas em varias atividades de enzimas biossintéticas de lipidios
e se tornam de forma reversivel, ancoradas as mitocondrias. Em células de
mamiferos, a formacdo desses locais de contato entre as MAM e mitocéndrias
parece ser necessaria para eventos celulares chave, incluindo o transporte de célcio
do RE para as mitocondrias, a importacao da fosfatidilserina em mitocéndrias do RE
para a descarboxilacdo da fosfatidiletanolamina, a formacdo de autofagossomas, a
regulacdo da morfologia, dindmica e func¢des das mitocOndrias, e sobrevivéncia
celular. Tendo em vista o envolvimento aparente de MAM em varios processos
celulares fundamentais, estudos recentes indicam que o contato deficiente entre
MAM e mitocondrias pode estar por trds da patologia de diversas doencas
neurodegenerativas humanas, incluindo a doenca de Alzheimer. Além disso, as
MAM tém sido implicadas na modulagcéo da homeostase da glicose e na resisténcia
a insulina, bem como em certas infec¢Oes virais (Vace, 2013). A degradacédo de PS
se da principalmente por descarboxilagdo do grupo principal de PS para produzir PE,

uma reacdo mediada pela enzima descarboxilase PS (PSD) (Leventis e cols, 2010).
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1.6.2 Funcdes biologicas e deteccao de células apop  toticas

Além da sua funcdo como um componente de membranas celulares e como
um precursor de outros fosfolipidios, a PS é um co-factor essencial que se liga e
ativa um grande numero de proteinas, especialmente aquelas com atividades de
sinalizacdo. A fosfatidilserina no folheto citosolico de endossomas e lisossomas
permite que esses compartimentos se liguem a proteinas com dominios de ligacédo a
fosfatidilserina especificos, incluindo vérios de vias de sinalizacdo e fusogénica
importantes. Além disso, a elevada concentracdo de sitios anibnicos conferindo
acumulacdo de carga negativa na sua superficie induz a ligacdo de proteinas poli-
cationicas, cujo efeito € que certas proteinas sao re-direcionadas de uma membrana
alvo para outra, envolvendo outras enzimas, tais como Na'/K'ATPase e
esfingomielinase neutra (Kay e Grinstein, 2013). Fosfatidilserina ndo esta envolvida
na sinalizacdo celular por meio da formacdo de metabolitos, como € o caso do
fosfatidilinositol (Vance, 2008).

Fosfatidilserina € conhecida por ter um papel importante na regulacdo da
apoptose (morte celular programada) em resposta a certos estimulos dependentes
de calcio. A distribuicdo normal do lipidio no folheto interno da bicamada € entdo
interrompida, devido a estimulagdo de enzimas, tais como flippases ou scramblase,
que podem mover fosfatidilserina (flip-flop) em ambos os sentidos através da
membrana, e a inibicdo de translocases aminofosfolipidio, que devolve o lipidio para
o lado interior da membrana (Figura 1.5). ApGs transferéncia para o folheto exterior
da célula, acredita-se que um receptor na superficie de macréfagos e células
relacionadas com a limpeza reconheca a fosfatidilserina e facilite a remocéo das
células apoptéticas e os seus contetudos potencialmente toxicos ou imunogénicos de
uma forma néo inflamatoria. Este processo é essencial para o desenvolvimento do
pulmdo e do cérebro, e também relevante para situacbes clinicas em que a
apoptose desempenha um papel importante, tais como o cancer, a auto-imunidade
cronica e infec¢des (Buckland e Wilton, 2000; Chaurio e cols., 2009).
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Fig. 1.5. Mudangas controladas por transportadores de fosfolipidios entre os folhetos intracellular e
extracellular da membrana celular criando forte assimetria de carga. Reproduzido com modificacdes
de Zwaal e cols. (2005) e Demchenko (2012).

O processo de apoptose € muitas vezes acompanhado pela geracdo de
espécies reativas de oxigénio, que provocam a oxidacao rapida de acidos graxos em
fosfatidilserina, antes deste lipidio ser exteriorizado. Além disso, quantidades de
fosfatidilserina circulam por um mecanismo semelhante ao da superficie de linfécitos
T que expressam baixos niveis da enzima transmembranar tirosina fosfatase. Esta
mudanca na distribuicdo atua entdo, como um mecanismo de sinalizacdo para

modular as atividades de varias proteinas da membrana (Chaurio e cols., 2009).

A proteina anexina V liga-se com elevada especificidade a fosfatidilserina e &
utiizada como uma sonda para detectar células apoptéticas (Koopman e cols.,
1994). A anexina V funciona bem para a detec¢cdo de PS presente no folheto
exofacial da membrana plasmatica, no entanto, a utilidade para a visualizagdo de PS
intracelular em células vivas é limitado, devido a sua exigéncia de elevadas
concentragbes de calcio (Andree e cols., 1990; Fadok e cols., 2000; revisto em
Demchenko, 2012).
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Fig. 1.6. O principio do método de deteccdo de apoptose com anexina V. Com o auxilio de ions Ca**,
a proteina interage com alta afinidade com cabecas de PS expostas na superficie da membrana. A
anexina V pode ser marcada com corante fluorescente que permite visualizar sua marcacdo em
células com PS exposto. Reproduzido com modificagdes de Demchenko (2012)

1.6.3 Fosfatidilserina em patégenos e interagdo com célul as hospedeiras

Os lipidios nédo sao apenas usados pelos patdogenos como fonte de nutrientes,
mas também s&o fatores importantes para a patogénese, pois permitem que 0
patdgeno silencie respostas imunes, manipule processos de invasdo e cause a
doenca. Em muitos casos, estes lipidos sé@o sintetizados pelo patégeno (Ehrt e

Schnappinger, 2007).

Por meio da exposicdo da fosfatidilserina, as células apoptoticas sao
internalizadas de forma eficiente por fagoécitos, prevenindo uma resposta
inflamatéria. Assim, através da evolucdo, bactérias e alguns parasitos, tais como
formas amastigotas e promastigotas metaciclicos de Leishmania amazonensis e
promastigostas de Trypanosoma cruzi, passaram a utilizar o processo chamado de
“mimetismo apoptoético” para a evasdo do sistema imune do hospedeiro, que €
necessario para a infecgcdo de novas células de mamiferos (Wanderley e Barcinski,
2010).

Quando ha o reconhecimento da fosfatidilserina pelos macréfagos, via receptor
de fosfatidilserina (PSR), ocorre a secrecdo de TGF-B e sintese de IL-10 é induzida,

enquanto a produc¢do de 6xido nitrico € inibida (Balanco e cols., 2001).
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Um modelo bem estudado € Leishmania amazonensis, onde formas
amastigotas purificadas de lesées de camundongos expdéem PS na superficie, mas
permanecem viaveis, sem perder a infectividade. Essas formas sdo capazes de se
replicar em macrofagos apos a infec¢do, sugerindo que ndo estdo morrendo por
apoptose. No entanto, assim como ocorre durante o reconhecimento de células

apoptoticas, o fenotipo anti-inflamatorio é induzido (Balanco e cols., 2001).

A internalizacdo de amastigotas que expdem PS ocorre por processo de
macropinocitose, assim como € observado em células apoptéticas. A quantidade de
PS exposta na superficie das amastigotas é diretamente proporcional a ativacao da
macropinocitose, a inducao da producéo de TGF-B e IL-10 e a inibicdo da sintese de
NO. A reversao destes processos foi observada pelo bloqueio do reconhecimento de
PS pela incubacéo com Anexina V (Wanderley e cols., 2006).

Ainda em Leishmania foi observada varia¢do na exposi¢cdo de PS na superficie
das amastigotas, de acordo com o perfil genético do camundongo infectado. Quando
0s parasitos sdo isolados de lesdes de camundongos BALB/c (suscetiveis a
leishmaniose), as amastigotas expbem mais PS do que quando isoladas de
camundongos C57BL/6 (resistentes a doenca). A quantidade de PS exposta na
superficie do parasito é diretamente relacionada com sua infectividade (Wanderley e
cols., 2006). Experimentos com diferentes formas evolutivas do T. cruzi apontaram
que apenas as formas infectivas deste parasito, as tripomastigotas, expéem PS na
sua superficie. O reconhecimento da PS em tripomastigotas por macréfagos,

também se mostrou relacionado a inibicdo da producdo de NO (DaMatta e cols.,
2006).

1.6.4 Comportamento de subpopulagées PS * e PS “em T. gondii

Em experimentos com taquizoitos de T. gondii da cepa RH, purificados do
peritbnio de camundongos, foi observada a exposicdo da PS na superficie de
aproximadamente 50% dos parasitos. A exposicao de PS nesse modelo mostrou a
existéncia de um fator de viruléncia importante durante a infeccdo, que resulta em
mecanismos de evasao da ativacdo macrofagica, com inibicdo da producéao de NO e

aumento da producdo de TGF- pelos macréfagos (Seabra e cols., 2004).
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Dos Santos e colaboradores em 2011 isolaram subpopulacdes de taquizoitos
da cepa RH e analisaram os mecanismos de entrada, permanéncia e inibicdo de NO
em macréfagos murinos, além da patologia e sobrevivéncia em camundongos
suicos. Assim, observou-se que o indice de infeccdo em macréfagos foi semelhante
para ambas subpopulacdes, porém, menor quando comparado com a populacao
total de parasitos. O indice de crescimento em macrofagos foi maior na populagéo
total, intermediario em PS® e menor em PS. Quanto a producdo de NO, a
subpopulacdo PS™ e a populacéo total conseguiram inibi-la, enquanto a PS™ n&o foi
capaz de impedir o desenvolvimento de uma resposta inflamatéria. Notou-se
também que os PS* foram capazes de invadir os macrofagos por penetragéo ativa,
demonstrado pelo tamanho apertado do vacuolo parasitéforo, enquanto os PS

entravam por fagocitose, fato sugerido pelo aparecimento de um vacuolo mais largo.

Os ensaios in vivo realizados pelo mesmo grupo demonstraram que
camundongos infectados com a subpopulacdo PS™ apresentaram sinais claros de
inflamacdo e consequentemente uma morte mais rapida do que camundongos
infectados pela populacgéo total. Apesar da subpopulacdo PS* nédo apresentar sinal
de inflamacdo em animais, foi verificada uma carga parasitaria intensa, sugerindo
assim, que € importante que as duas subpopulacdes estejam juntas para haver o

sucesso de infec¢do, sem que ocorra a morte do hospedeiro.

Aliando o ineditismo do emprego de células musculares esqueléticas, como
modelo do estudo da toxoplasmose experimental, com a avaliacdo da interacdo de
subpopulacdes de T. gondii (positiva e negativa para exposi¢cao de fosfatidilserina) o
desafio € empregar formas bradizoitas e taquizoitas de uma cepa tipo Il, avirulenta,
nesta infeccéo. A proposta € elucidar se a exposicao de fosfatidilserina influencia na
interacdo do parasito em CME e no desenvolvimento da cistogénese, in vitro.

1.7 Justificativa

Com base nestes dados, nosso interesse foi estender esses estudos, avaliando
subpopulacdes da cepa avirulenta de T. gondii ME-49, com destaque para as formas
bradizoitas, a forma infectante natural da toxoplasmose, através do consumo de
carne crua ou mal passada e como modelo celular a célula muscular esquelética,
onde ocorre espontaneamente a cistogénese de T. gondii (Guimarées e cols., 2008,

2009, Ferreira-da-Silva e cols., 2008). O emprego do musculo esquelético como
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modelo de estudo da toxoplasmose, permite o entendimento da biologia do parasito
na fase crénica da doenca; e com potencial para fornecer subsidios que possam

intervir nesta via de disseminacao da doenca, pela ingestao de carne contaminada.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Estudar a interacdo de subpopulagdes de taquizoitos e bradizoitos de T. gondii
(positiva e negativa para fosfatidilserina) da cepa ME-49 células musculares
esqueléticas e C2C12

2.2. Objetivos especificos

1. Analisar a exposicdo de PS em cistos, taquizoitos e bradizoitos da cepa ME-
49 de T. gondii;

2. Analisar o processo de adesao e invasao de taquizoitos e bradizoitos de T.
gondii em cultura primaria de células musculares esqueléticas e em C2C12

infectadas com sub-populagdes (positiva e negativa para fosfatidilserina);

3. Analisar o destino intracelular dessas sub-populacdes de taquizoitos e
bradizoitos de T. gondii em células musculares esqueléticas, visando monitorar a

cistogénese, in vitro.
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3. Materiais e Métodos

Os experimentos foram executados de acordo com as orientagdes
estabelecidas pelo Comité de Etica para o Uso de Animais, da Fundagio Oswaldo
Cruz, Resolucdo 242/99 por meio da licenca CEUA LW 10-10 e sob as regras
internacionais de cuidados na manipulacdo de animais e agentes patogénicos. Os
animais foram cedidos pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL)

da Fundagéo Oswaldo Cruz

3.1. Manutencdo e diferenciacdo de linhagem de mioblasto de camundongo
(C2C12).

A linhagem C2C12 utilizada neste trabalho foi obtida do Banco de Células do
Rio de Janeiro (UFRJ) e trata-se de um subclone da linhagem celular de mioblastos
C2, células derivadas de células-satélite de musculo esquelético de camundongo da
linhagem C3H. Estas células foram cultivadas no meio DMEM- F12 (“Dulbecco's
Modified Eagle Medium”) (Cultilab,) contendo 10% de soro fetal bovino (SFBCultilab)
e 1% de solugdo de antibidtico, contendo penicilina G, sulfato de estreptomicina e
anfotericina B (Sigma Aldrich) e mantidas em estufa a 37°C, numa atmosfera
contendo 5% de CO,. A partir do monitoramento do crescimento e quando a
monocamada celular atingiu a confluéncia de 80%, foi feito o subcultivo com
lavagem em tampéao fosfato (PBS) (NaCl 140 mM; KCI 2,5 mM; Na,HPO4 8 mM,;
KH,PO 1,4 mM; pH 7.4) e em solucédo de dissociagcdo contendo 0,05% tripsina e
0,01% de éacido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), diluido em PBS, pH 7.0. A
solucédo contendo as células isoladas foi centrifugada a 1000 rpm e posteriormente
as células foram ressuspensas em meio DMEM. A viabilidade das células foi
avaliada por contagem com corante vital, Azul de Trypan a 0,4% em PBS. Células
com viabilidade maior que 95% foram utilizadas nos experimentos. Apds o
plaqueamento dos mioblastos em placas de 24 pocos (0,05 x 10° células/poco) ou
em garrafas de 25 cm?® (1 x 10° células/garrafa) eles foram mantidos em meio de
cultivo DMEM - F12 suplementado com 10% bovino (SFB) e 1% de antibibtico
(Sigma Aldrich). Para o estabelecimento da miogénese, o meio de cultivo foi trocado
por DMEM-F12 suplementado com 1% SFB.
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3.2. Cultura priméaria de células do musculo esquelético

Culturas primérias de células do musculo esquelético (CME) foram obtidas a
partir de musculos da coxa de fetos de camundongos albinos Swiss-Webster de 18-
21 dias de idade. As fémeas foram eutanasiadas em camara mortuaria contendo
diéxido de carbono (CO,), seguido do deslocamento cervical. A cavidade abdominal
foi aberta, com auxilio de material cirargico estéril e o utero foi removido. Os fetos
foram separados de suas placentas e transferidos para placa de Petri contendo
solugdo de Ringer (154 mM NaCl, 56 mM KCI, 17 mM Na,HPO, em solucéo
aguosa), pH 7.0. Os fetos ainda sob o efeito do CO, foram decapitados, suas coxas
retiradas dos membros posteriores e mantidas em solucdo de Ringer no gelo. O
tecido muscular foi isolado dissecando-se as coxas com a retirada da pele e dos
tecidos 6sseo e cartilaginoso, sendo fragmentado em lamina escavada utilizando
bisturi. Os fragmentos foram lavados por 5 min com solucdo de Ringer, para
remocado das hemacias sobre uma placa agitadora aquecida a 37°C, seguida da
lavagem por duas vezes em PBS. Os tecidos foram incubados por 7 min com
tripsina 0,05% e 0,01% de EDTA diluidos em tampao fosfato, pH 7.2 (PBS). ApGs
cada ciclo de dissociacao, a digestdo enzimatica era interrompida pela transferéncia
das células em suspencao para tubos de 15 mL contendo 2 mL de meio DMEM F12,
com adicao de 10% de SFB a 4°C. A morfologia, a viabilidade e o numero de células
foram monitorados por microscopia de contraste de fase, apds cada etapa de
dissociacao. A amostra foi centrifugada a 1000 rpm por 7 min, ressuspensa em meio
DMEM suplementado com 10% soro de cavalo, 5% SFB, 2% extrato de embrido de
pinto e 1% solugcédo de antibidtico (Sigma Aldrich). Em seguida, para obtencdo de
culturas ricas em mioblastos, as células foram incubadas por 30 min a 37°C em
atmosfera com 5% de CO, numa superficie previamente revestida com 0,02% de
gelatina, com o objetivo de se obter a adeséo inicial de fibroblastos. Apds esta pré-
incubacdo, o sobrenadante contendo as células ndo aderentes (mioblastos) foram
centrifugadas a 1000 rpm por 7 min. Apos a centrifugacdo, o sedimento enriquecido
com mioblastos, foi quantificado em camara de Neubauer e as células semeadas em
superficies revestidas com 0,02% de gelatina (placas de cultura de 24 pocos, ou em
placas de Petri de 60 mm). As culturas foram mantidas a 37°C por 2-5 dias para
obter as fibras musculares e o meio de cultivo foi renovado a cada dois dias
(Barbosa e cols., 2000).
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3.3. Obtencéo de cistos teciduais de T. gondii

Camundongos da linhagem C57BL/6 pesando 12-18 gramas foram infectados
com cerca de 50 cistos teciduais da cepa ME49 (cepa cedida pelo Dr. Ricardo T.
Gazzinelli, Laboratério de Imunopatologia, Instituto René Rachou, Belo Horizonte,
MG, Brasil). Apds 6 a 12 semanas do inoculo, os camundongos foram eutanasiados
em camara de CO,, seguido do deslocamento cervical, e os cérebros coletados por
método cirurgico e lavados trés vezes em PBS para remoc¢do de hemécias. Os
cérebros entdo foram fragmentados com o auxilio de uma tesoura cirdrgica e em
seguida, macerados em PBS por meio de sucessivas passagens dos fragmentos em
agulhas de diferentes calibres (18-23 G). A seguir, 20 ul da suspenséao total
contendo cistos foram colocados entre lamina e laminula (24 x 32 mm) e 0 nimero
total de cistos foi determinado em toda area da laminula no microscépio de luz,
utilizando-se ocular e objetiva de 10X. Apoés a quantificagdo novos animais eram
infectados para a manutencdo da cepa em camundongos ou 0s cistos foram

utilizados para os ensaios experimentais, in vitro.

Visando a purificacdo dos cistos isolados do cérebro para posterior obtencéo
de bradizoitos (método descrito no item 3.5), apds a maceracdo dos fragmentos, a
suspensao tecidual (contendo os cistos) foi filtrada utilizando-se uma peneira de aco
inox com malha de 60 "mesh" (“cell dissociation sieve-tissue grinder kit”, Sigma
Aldrich) para remocgao de pequenos fragmentos de tecido e de debris celulares.
Apods este procedimento, a suspenséo ja semi purificada foi ressuspensa em PBS e
centrifugada a 400 g durante 10 min. O sobrenadante foi desprezado, e o sedimento
ressuspenso em meio DMEM F12 com 25% de Dextran, a uma concentracao de
cerca de um cérebro por 2,5 mL de solucao final. Apds centrifugacdo a 2200 g por
10 min, a frag&o localizada no fundo do tubo contendo os cistos, foi recuperada e as
demais fragbes, principalmente a superior, contendo debris celulares foram

descartadas.

3.4. Obtencéo de bradizoitos de T. gondii

Cisto purificados foram adicionados & uma solugdo aquosa de pepsina acida

contendo 0,052% de pepsina, 1,4% de acido cloridrico e 1% de cloreto de sodio
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diluida na proporcdo pepsina acida:cistos de 1:5 (v/v) por 30 min a 37°C, sob
agitacdo. A seguir, a atividade enzimatica foi neutralizada em uma solucgéo final de
0,1% carbonato de sédio em PBS. Imediatamente apds a neutraliza¢do, adicionou-
se meio DEMEM F12 as amostras que foram centrifugadas a 250 g por 10 min e
ressuspensas no mesmo meio. Uma aliquota da suspensdo de parasitos foi
colocada em camara de Neubauer para determinacdo do numero de parasitos
isolados. A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de exclusdo com Azul de
Trypan. ApO6s a quantificacdo, os parasitos foram imediatamente usados nos
experimentos de interacdo T. gondii-célula hospedeira.

3.5. Obtencao de taquizoitos de T. gondii.

Taquizoitos da cepa ME49 do T. gondii foram mantidos por meio de passagens
em culturas celulares de célula epitelial (células Vero, isoladas a partir do rim de um
macaco verde Africano adulto normal e células B16-F10, isolada a partir de
melanoma espontaneo de camundongos Mus musculus, C57BL/6J) e coletados com
o rompimento das células por meio de sucessivas passagens com agulhas de 18-23
G de calibre, em meio de cultura DMEM F12, pH 7.2, ap0s 6 a 9 dias pos-infec¢do. A
suspensao de parasitos obtida foi centrifugada a 250 gpor 7 min a temperatura
ambiente para remover as células e debris celulares e o sobrenadante, que
contendo os parasitos, foi coletado e centrifugado a 400 g por 10 min. O pellet obtido
foi lavado 2 ou 3 vezes com solugdo salina, pH 7.2 e ressuspenso em solugao
tampdao de célcio, quantificados em camara de Neubauer e a viabilidade celular foi

avaliada pelo teste de exclusdo com Azul de Trypan.

3.6. Andlise por citometria de fluxo da exposicdo de PS por taquizoitos e

bradizoitos de T. gondii.

Bradizoitos, taquizoitos e cistos de T. gondii foram lavados com tampéao de
ligacdo de anexina-V (10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,, pH7.2) e
incubados com anexina-V conjugada a FITC (0.1, 1 e 4 Rg ml?) e iodeto de
propidium (10 Rg mI'™") no mesmo tamp&o por 20 min a temperatura ambiente. Os

controles foram feitos com parasitos mortos por calor ou pela incubacdo dos
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parasitos em tampdo de anexina sem Ca®*" acrescido de 5 mM de EGTA. Apés
incubagéo, os parasitos foram analisados no citdbmetro de fluxo BD Xcalibur da
Universidade Estadual da Zona Oeste, ou Citometro de fluxo FACScan - BD
Biosciences da Plataforma de Citometria de Fluxo do Instituto Oswaldo Cruz. As
analises em histograma e grafico de pontos foram realizadas no programa WinMDI
2.8 para PC.

3.7. Isolamento das subpopulac¢des de T. gondii.

Ap6s coleta e purificacédo dos parasitos, cerca de 1 x 108 taquizoitos ou 6 x 10’
bradizoitos mantidos em suspencdo em tampado de ligacdo de anexina V, foram
incubados com Anexina V conjugada a microesferas magnéticas, a temperatura
ambiente sobre agitacdo. Apos 60 min, a suspensdo de células foi adicionada a
coluna magnética e permaneceram aderidos a coluna, somente os parasitos PS
positivos. Os parasitos PS negativos foram eluidos da coluna e coletados. A
remocao dos parasitos PS positivos da coluna foi feita de acordo com as instrugbes
do fabricante Miltenyi Biotec. Trés experimentos independentes foram realizados em
cada uma das condicbes mencionadas e o0s resultados submetidos a analise
estatistica com nivel de significancia de 0,5% (p < 0,05 - ANOVA/Tukey).

3.8. Interacao de bradizoitos de T. gondii e células musculares

As culturas da linhagem C2C12 foram semeadas em garrafas de 25 cm® com
cerca de 1 x 10° células por garrafa. Apés 24 horas as células foram infectadas com
subpopulacdes de bradizoitos de T. gondii da cepa ME49 PS positivos, PS negativos
e populacéo total, isolados como descrito no item 3.7. Os ensaios de interagdo foram
realizados na proporcdo de 1:10 (parasito-célula hospedeira) durante periodos que
variaram de 1 h até 16 dias. Um dia antes da infeccédo, as culturas infectadas foram
tripsinizadas e plaqueadas em placas de 24 pocos na proporcédo 0,1 x 10° células
por poco. ApoOs lavagem em PBS, as laminulas com culturas infectadas foram
fixadas em solucédo de Bouin ou 4% PFA e coradas para analise por microscopia de
luz, como descrito no item 3.10 e fluorescéncia, como descrito no item 3.11. A

quantificacdo do percentual de infecgéo, indice de infec¢do (percentual de células
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infectadas x média de parasitos por célula foram realizados nas diferentes culturas
em microscopio de campo claro, a partir da contagem minima de 300
células/laminula em duplicata e o percentual de vacuolos DBA positivos e namero
absoluto de cistos foram quantificados por microscépio de fluorescéncia. A partir dos
resultados foram calculados: Média (M) e o Desvio Padrdo (DP), sendo a analise
estatistica feita por meio da comparacao entre os grupos, utilizando-se a analise de
variancia ANOVA. O teste de Tukey foi empregado para determinar as diferencas
significativas entre os grupos experimentais. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os dados foram analisados por meio do programa
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

3.9. Interagéo de taquizoitos de T. gondii e células musculares

Culturas primarias de CME foram semeadas em placas de 60 mm com cerca
de 0,8 x 10° células e apés 5 dias foram infectadas com taquizoitos de T. gondii da
cepa ME-49: PS positivos, PS negativos e populacéo total, isolados como descrito
nos itens 3.3 e 3.7. Os ensaios de interacdo foram realizados na proporcéo de 1:1
(parasito-célula hospedeira) durante periodos que variaram de 1 h até 12 dias. Apés
lavagem em PBS, as amostras infectadas foram fixadas em solugédo de Bouin ou
PFA 4% em PBS e coradas pelo Giemsa para analise por microscopia de luz, como
descrito no item 3.10 e/ou com marcadores fluorescentes para microscopia de
fluorescéncia, como descrito no item 3.11. Trés experimentos independentes foram
realizados em cada uma das condi¢des. A quantificagcao do percentual de infeccao e
o indice de infeccdo (percentual de células infectadas x média de parasitos por
célula) foram realizados nas diferentes culturas em microscépio de campo claro a
partir da contagem minima de 300 células/laminula em duplicata. A partir dos
resultados foram calculados: Média (M) e o Desvio Padrdo (DP) sendo a analise
estatistica feita através da comparacdo entre os grupos, utilizando-se a analise de
variancia ANOVA, sendo o teste de Tukey empregado para determinar diferencas
significativas entre os grupos experimentais. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os dados foram analisados por meio do programa
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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3.10 Microscopia de luz

De acordo com 0s objetivos propostos, as culturas de células foram lavadas em
PBS e fixadas em Bouin por 5 min e em seguida lavadas trés vezes em etanol 70%.
A seguir, as células foram coradas pelo Giemsa na proporcdo de 3:1 (dgua
destilada/Giemsa) por 15 min, lavadas em agua destilada e desidratadas em bateria
decrescente de acetona-xilol, obedecendo a seguinte ordem: 100% de acetona,
100% de acetona, 60% de acetona + 40% de xilol, 50% de acetona + 50% de xilol,
60% de xilol + 40% de acetona, 100% de xilol e 100% de xilol. Apds a secagem das
laminulas, as laminas foram montadas utilizando o meio de montagem Permount e

analisadas em microscopio AXO Imager A2 da Zeiss com objetiva de 100X.

3.11. Microscopia de fluorescéncia

Técnicas de processamento de material bioldégico para observacdo de
taquizoitos e de cistos por microscopia de fluorescéncia foram realizadas por meio
do emprego de anticorpos monoclonais especificos anti-p30 (TP3 sc-52255 - Santa
Cruz), que reconhece especificamente a proteina SAG1 encontrada somente na
superficie da membrana plasmatica de taquizoitos. Para a identificacdo de cistos de
T. gondii foi utilizada a lectina Dolichos biflorus (DBA), conjugada com TRITC (Sigma
Aldrich) ou FITC (Vector Laboratories), que reconhece residuos de N-acetil-
galactosamina presentes na parede de cistos teciduais de T. gondii. Apés diferentes
periodos de interacdo, as culturas foram fixadas por 10 min em paraformaldeido a
4% diluido em PBS e lavadas trés vezes (10 min cada) com PBS. Para bloquear os
radicais aldeidos livres, as células foram incubadas por 30 min em solucdo de 50
mM cloreto aménia. Apos o bloqueio, as células foram permeabilizadas por 30 min
em PBS contendo 0,05% Triton X-100 (Roche) e 4% de albumina sérica bovina
(BSA-Sigma Aldrich) para bloguear ligacbes inespecificas. Para o ensaio de
imunofluorescéncia indireta, as culturas foram incubadas overnight a 4°C com
anticorpo primario anti-p30 diluido 1:100 em PBS contendo 4% de BSA. A seguir, as
células foram lavadas em PBS contendo 4% BSA trés vezes por 10 min e
reincubadas durante 1 h a 37°C com anticorpo secundario (IgG anti-camundongo
conjugado com FITC ou TRITC), na diluicdo de 1:500 em PBS contendo 4% BSA. As
culturas foram lavadas trés vezes por 10 min em PBS com 4% BSA. A marcagao dos
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cistos foi feita pela técnica de citoquimica, incubando-se os cistos com a lectina
DBA-TRITC ou FITC (1:100) por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, as
culturas foram lavadas uma vez com PBS contendo 4% BSA e trés vezes com PBS
e lavar em NaCl 0,9% a temperatura ambiente. Apds a lavagem, as culturas foram
incubadas por 10 min com um intercalante de DNA, DAPI (4’,6 — Diamidino — 2 —
phenylindole, Sigma Chemical Co.) diluido 1:5000 em 0,9% de NaCl, lavadas uma
vez com 0,9% NaCl e duas vez em PBS e montadas em lamina com ProLong® Gold
(Life Technologies). As amostras foram examinadas e fotografadas em microscépio
AXIO Imager A2 da Zeiss com objetiva de 100X ou microscoépio confocal LSM 710

Zeiss.
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4. Resultados
4.1. Deteccéo de fosfaditilserina em parasitos da cepa ME-49 de T. gondii

4.1.1 Analise da exposicdo de PS em cistos por citometria de fluxo e microscopia

confocal

Os ensaios da incubacdo de cistos teciduais, obtidos a partir de cérebro de
camundongos C57/BL6, com anexina V-FITIC mostraram que cerca de 92% dos
cistos apresentaram marcacgéo positiva para anexina (Fig. 4.1). A viabilidade dos
cistos testada com PI indicou baixa permeabilidade da parede cistica, pois somente

cerca de 2,1% dos cistos apresentam marcag¢ao, como visto na Fig. 4.1.
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Fig. 4.1. Perfil da exposicdo de PS em cistos de T. gondii da cepa ME49 isolados do cérebro de
camundongos ap6s incubacdo com anexina V-FITIC. Os dados indicam que aproximadamente 92%
dos cistos apresentaram PS na sua superficie. O eixo FL2-H representa a marcagcédo com PI e o eixo
FL1-H indica a marcacdo com anexina. Marcagdo menor que 10 ndo séo consideradas significativas.

Microscopia confocal de cistos incubados com anexina e Pl a partir de uma
série de cortes virtuais de um total de 44 mostrando cortes 22 e 23, regides
correspondentes ao meio dos cistos. Pode ser evidenciada a presenca de PS no
interior e na superficie dos cistos (Fig. 4.2 A e B). As figuras 4.2 A’ e B’ séo gréficos
gerados a partir da intensidade de fluorescéncia do mesmo cisto. O mesmo cisto

visto em maior aumento mostra num unico plano focal a marcacao por fluorescéncia



33

da parede e do interior do cisto (Fig. 4.3 A) e o merge da fluorescéncia e microscopia
interferencial (DIC) (Fig. 4.3 B). As imagens selecionadas correspondem aos cistos
cuja permeabilidade da parede cistica estava integra, portanto, ndo houve marcacéo
com Pl.



Fig. 4.2. Cistos de T gondi incubados com Anexina V-FITIC. A e B: imagens de cortes
virtuais de cistos marcados observados por microscopia confocal. A e B Ao lado de cada
imagem observa-se grafico de intensidade de fluorescénda relative ao corte. C: Imagem
de recurso do programa ZEM®, onde € apresentada a posicdo de um deteminado ponto
marcadaodentro do cisto, visando reconstrugo 30,
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Fig. 4.3 Marcacéo por fluorescéncia com anexina V-FITC. A. Marcacéo da parede e do
interior do cisto por fluorescéncia; B: Merge da flugrescéncia e microscopia diferencial
interferencial (DIC).
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4.1.2 Andlise da exposicdo de PS em bradizoitos por citometria de fluxo e

microscopia de fluorescéncia

Bradizoitos obtidos a partir da digestdo enzimatica da parede cistica mostrou
por citometria de fluxo que aproximadamente 59,5% destes parasitos apresentaram
marcacao positiva para anexina V, enquanto aproximadamente 8,6% apresentaram
permeabilidade da membrana plasmética como demonstrado pela marcagéo para Pl
(Fig. 4.4). A visualizagdo por meio da microscopia de fluorescéncia dos parasitos
incubados com anexina-FITIC mostrou a marcacdo de parte dos parasitos na sua
superficie (Fig. 4.5 A, A’ — D-D’). Esses resultados corroboram a analise quantitativa

expressa pela citometria de fluxo (Fig. 4.4).
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Fig. 4.4. Perfil da exposicdo de PS em bradizoitos Observa-se que cerca de 59,5% dos
bradizoitos foram marcados com anexina V- FITIC. Em R5 observa-se a marcacdo de parasitos
marcados apenas com anexina e em R2 e R3 representam a marcagdo com Pl. Marcacdo menor que
10" n&o é considerada significativa (R4).



FIG. 45 Imagens de fluorescéncia de bradizoitos marcados com
anexina V-FITIC e DAPL A - nicleos dos parasitos em azul pelo
corante DAPL: B - parasitos marcados com anexina em verde; C —
Imagem em DIC; D — Merge do DIC + fluorescéncia. A-D': detalhe de
um parasito em maior aumento. Barras: 10 pm e 5 pm.
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4.1.3 Analise da exposicdo de PS em taquizoitos por citometria de fluxo e

microscopia de fluorescéncia

Taquizoitos da cepa ME-49, obtidos do sobrenadante de células Vero,
incubados com anexina-FITIC e Pl analisados por citometria de fluxo demonstraram
que aproximadamente 69,2% destes parasitos tinham PS na sua superficie como
detectado pela marcacdo com anexina, enquanto 1,5% eram positivos para Pl (Fig.
4.6). A microscopia de fluorescéncia mostrou a marcacao da superficie dos parasitos
(Fig. 4.7 A-D; A’-D’).
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Fig. 4.6. Perfil da exposigcdo de PS de taquizoitos de ME49. Observam-se que cerca de 69,2%
dos taquizoitos, obtidos de culturas de células VERO, foram marcados com anexina V-FITIC. FL1-H
mostra a andlise quantitativa dos parasitos marcados com anexina (PS positivos) e FL2-H representa
a marcacdo com Pl. Marcacdo menor que 10" n&o sao consideradas significativas.



Fig. 47. Imagens de fluorescéncia de taquizoitos de T. gondi
marcados com anexina V-FITIC e Pl. A — Negatividade para PI; B -
parasitos marcados com anexina em verde; C — Imagem em DIC; D —
Merge do DIC + fluorescéncia. A-D': detalhe de um parasito em maior
aumento. Barras: 10 pm.
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4.2. Cinética de infeccdo de células musculares esqueléticas com as diferentes

subpopulacdes de bradizoitos e taquizoitos de T. gondii PS*, PS" e populag&o total.

4.2.1 Andlise da infeccdo de subpopulacdes PS™ e PS’ e total de bradizoitos de T.
gondii da cepa ME-49 em culturas de linhagem de células musculares esqueléticas
(C2C12).

A figura 4.8 mostra o percentual de infeccdo menor na subpopulacdo PS™ em
comparagdo com a subpopulacdo PS* e a populacdo total. A diferenca entre os
indices de infecdo da subpopulacéo positiva e a populacéo total ndo foi significativa.
Em 16 dias, por exemplo, a média do percentual de células infectadas em PS total
chegou a aproximadamente 3,8% e as subpopulacdes PS* a 3,0% e as PS" a 1,7%.
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Fig. 4.8. Percentual de infeccdo com subpopulacBes de T. gondii em C2C12. Infeccdo com
subpopulagcbes de bradizoitos de ME49, obtidos de cérebro de camundongo e isolados em coluna
magnética. Observa-se um maior percentual de células infectadas nas populacdes total e PS positivo
em comparacao com a populagédo PS negativo.* p<0,05
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A andlise do indice de infeccao reforca os resultados obtidos do percentual de
infeccdo mostrando que a curva de infec¢@o entre os bradizoitos da populacao total
e 0s positivos é bem préxima, enquanto os PS negativos mostram mais baixa
capacidade infectiva (Fig. 4.9). Ap6s 16 dias de interacdo, o indice de infeccdo
chega aproximadamente a 15,7 na populacdo total, 11 na populacdo PS* e na

subpopulacdo PS™ a 5,6.
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Fig 4.9 indice de infeccdo com subpopulacdes de T. gondii em C2C12. Infeccdo com subpopulagdes
de bradizoitos de ME49, obtidos de cérebro de camundongo e isolados em coluna magnética.
Observa-se um maior indice de infecgdo nas populacgdes total e PS positivo em comparagdo com a
populacdo PS negativo. * p<0,05

Culturas coradas pelo método de Giemsa mostram alguns aspectos desta
infeccdo. A partir de 12 dias de infeccdo com bradizoitos, pode ser verificada a
presenca de células contendo vacuolos com pares de parasitos ou em roseta em
infeccdo com populacdo total (Fig. 4.10 A), com PS" mostrando varias células
infectadas com 12 dias contendo vacuolos com 2 parasitos cada (Fig. 4.11 A) e com

subpopulacdo PS apés 16 dias de infeccdo células com numero variado de
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parasitos por vacuolo (Fig. 4.12 A). Formas intracelulares compartimentalizadas no
citoplasma das células, a semelhanca da morfologia de cistos foram observadas
apés 16 dias de infeccdo, independente da subpopulagdo de bradizoitos PS* ou PS’
ou populacgéo total empregada para a infeccao primaria (Fig. 4.10 C-D; Fig. 4.11 C-D
e Fig. 4.12 C-D).
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Fig. 4.10 Aspectos de infeccdo com populacéo total de bradizoitos da cepa ME49
em C2C12 . A Trés vaclolos contendo parasitos em duplas (setas) e uma roseta
(seta fina) apds 12 dias de infeccéo; B, C e D: Estruturas semelhantes a cistos
teciduais (seta) em diferentes estagios de desenvolvimento com 16 dias de
infeccéo.
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Fig4.11 Aspectos de infeccdo com subpopulacdo PS5 de bradizoitos de ME4S em
C2C12. A Células contendo varios vaclolos a maioria com 2 parasitos por vaclolo,
apos 12 dias de infeccdo. B: Celula infectada com vactolo contendo muitos parasitos.
C e D: Imagens mostrando formas semelhantes a cistos teciduais (seta) apos 16 dias

de infeccéo..
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Fig.4.12. Aspectos de infeccdo com subpopulacdo PS- de bradizoitos de ME49 em C2C12.
A: Células infectadas contendo numero variado de parasitos apos 12 dias de infeccéo. B, C
e [ Imagens contendo formas semelhantes a cistos teciduais com ndmero elevado de

parasitos intracisto (seta) com 16 dias de infeccdo.
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4.2.2 Andlise da infeccdo de subpopulagdes PS™ e PS™ de taquizoitos de T. gondii

da cepa ME-49 em culturas primarias de células musculares esqueléticas

Culturas primarias de CME foram infectadas com subpopula¢bes de
taquizoitos da cepa ME49, obtidos de culturas de células VERO, separados em
coluna magnética, e mantidos interagindo por 1 h numa relacdo de 1:1
(parasito/célula). ApGs esse tempo, as culturas foram lavadas em solucao de Ringer
e mantidas interagindo por periodos de 1 h até 12 dias. As culturas foram entéo,
fixadas e coradas em solucdo de Giemsa ou processadas para microscopia de
fluorescéncia e assim, a capacidade infectiva dessas subpopulacbes foi

quantificada.

A figura 4.13 mostra o percentual de infeccdo menor na subpopulacdo PS” em
comparacdo com a subpopulacdo PS™ e total. A diferenca entre os indices de
infeccdo da subpopulagcéo negativa em comparagcéo com a populacao total e positiva

e significativa com p<0,05 (Fig. 4.14).

30 -
EA PS5 total
B PS+
En_ E PS'

% de celulas infectadas
—
[ ]

LI h *

=]
1

Dias

Fig. 4.13. Percentual de células infectadas com subpopulacéo de taquizoitos de T. gondii em CME.
Infeccdo com subpopulacdes de taquizoitos de ME49, obtidos de cultura de células VERO e isolados
em coluna magnética. Observa-se um maior percentual de células infectadas nas populacges total e
PS positivo em comparacdo com a populacdo PS negativo. Essas diferencas com relacdo a
subpopulagéo negativa foi significativa, * P<0,05.
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Fig. 4.14. indice de infeccdo com subpopulacdo de taquizoitos de T. gondii em CME. Infeccdo com
subpopulagfes de taquizoitos de ME49, obtidos de cultura de células VERO e isolados em coluna
magnética. Observa-se um maior indice de infeccdo nas populacdes total e PS positivo em
comparacao com a populacdo PS negativo. Essas diferencas com relacdo a subpopulacdo negativa
foram significativas, * P<0,05.

CME infectadas com as populacdes de taquizoitos total, PS™ e PS™ apds 12 dias
de infeccdo, analisadas por microscopia de fluorescéncia, mostraram parasitos
marcados com P30 indicativo da presenca de taquizoitos intracelulares (Fig. 4.15 C,
G e L). Diferencas observadas quanto a capacidade infectiva como demonstrado nas
andlises quantitativas nas Fig. 4.13 e 4.14 mostram que a populacdo PS™ apresenta
menor numero de células infectadas e de parasitos intracelulares (Fig. 4.15 1, L e M).
Os ensaios em que as culturas foram incubadas com a lectina DBA néo
apresentaram, no periodo de observacdo, qualquer estrutura com reatividade para a

lectina, portanto, ndo tendo sido detectado cisto nestas células (Fig. 4.15 B, F e J).
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TOTAL PS* PS-

Fig. 4.15. Aspectos de culturas infectadas com subpopulactes de taquizoitos de
ME49 apos 12 dias de interacdo. A-D: culturas infectadas com tagquizoitos da
populacéo total, E-H: P37 e -M: PS-. Em azul a marcacao do nucleo com DAPI;
verde marcacdo com DBA (negativa) e em vermelho marcacdo dos parasitos
com anticorpo P30. D, G e M: imagens de DIC.



49

4.3. Destino intracelular de subpopulagées PS* e PS™ de bradizoitos de T.

gondii em culturas de linhagem de células musculares esqueléticas (C2C12).

Afim de identificar a incidéncia de cistogénese em culturas de C2C12
infectadas com populagdes total, PS™ e PS™ de bradizoitos, as células foram fixadas
com PFA 4% e posteriormente incubadas com a lectina DBA e com o anticorpo P30
(reconhecimento de bradizoitos e taquizoitos, respectivamente). Estas marcacdes
permitiram a quantificacdo da cistogénese a partir da infeccdo com cada

subpopulacéo.

A figura 4.16 mostra o percentual de vacuolos marcados na populacéo total e
nas subpopulagdes PS* e PS” como revelados pela lectina DBA, atingindo cerca de
60% dos vacuolos positivos a partir de 12 dias de interacdo. Os resultados mostram
que as populacbes de bradizoitos total e PS* foram capazes de gerar maior nimero
de células contendo vacuolos com cistos, em cerca de 3x maior quando comparados

com PS..

BEa FStotal
B Fs+
E Fs-

% DBA positivo

Dias

Fig 4.16 Quantificacdo total das laminas quanto a cistogénese de T. gondii em C2C12. Infeccéo de
C2C12 com subpopulacdes de bradizoitos de ME49, isolados de cérebro de camundongo. Observa-
se um percentual maior de vaclUolos marcados com DBA nas popula¢cfes total e PS positivo em
comparacao a populacao PS negativo.*p<0,05
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A quantificacdo do numero total de cistos nas laminas foi executada,
demonstrando que o desenvolvimento da cistogénese foi tempo dependente e que
as populacdes total e a PS™ foram capazes de produzir mais cistos que a populagéo
PS (Fig. 4.17). Essas diferencas do desenvolvimento da cistogénese dessas
populacdes com relacdo a subpopulacdo negativa foram significativas. No entanto, a
analise da cistogénese entre as populacdes total e a positiva para PS nao foi

considerada significativa.
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Fig. 4.17 Quantificacdo total das laminas quanto ao desenvolvimento da cistogénese de T. gondii em
C2C12. Infeccdo de C2C12 com subpopulacdes de bradizoitos de ME49, isolados de cérebro de
camundongo. Observa-se um numero maior de cistos nas populacfes total e PS positivo em
comparacao a populacdo PS negativo.



Fig. 416, Aspectos de culturas de células musculares esqueléticas infectadas com
subpopulacoes de bradizoitos em C2C12. Observa-se cistogénese espontanea em
células musculares esqueléticas infectadas com subpopulactes de bradizoitos de ME49.
Ae B: infeccdo com populacdo total; C e D: subpopulacdo PS™ E e F: culturas infectadas
com subpopulacdo PS- Azul: marcacéo do nicleo com DAPIL em vermelho marcacéo da
parede cistica com DBA-TRITC. Barras: 10 pm
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5. Discussao

A presente dissertacdo desenvolveu estudos aplicando células
musculares esqueléticas como modelo de estudo da interacdo T. gondii-célula
hospedeira. Esse modelo celular tem sido explorado pelo nosso grupo, dada a
sua relevancia como uma das principais vias de transmissédo do parasito, por
meio do consumo de carne crua ou mal passada (Barbosa e cols., 2005;
Guimaraes e cols., 2008, 2009; revisto em Ferreira-da-Silva e cols., 2008;
Ferreira-da-Silva e cols., 2009a, b; Gomes e cols., 2011; 2014).

Outra abordagem inovadora foi identificar subpopulac¢des de parasitos que
expressam fosfatidilserina na sua superficie, avaliando uma cepa tipo II,
avirulenta, a ME-49 de T. gondii. Inicialmente, cistos isolados do cérebro de
camundongos infectados foram analisados e numa outra vertente esse estudo
comparou taquizoitos, obtidos de cultura de células, com bradizoitos isolados
do cérebro de camundongos infectados quanto: (a) a presenca de PS por
monitoramento com anexina V e a visualizagdo por microscopia de
fluorescéncia; (b) ao percentual de formas positivas e negativas para PS nas
duas formas infectivas por citometria de fluxo; (c) a capacidade infectiva da
populacdo total e das subpopulacfes positivas e negativas para ambos 0s
estagios infectivos da cepa ME-49 em células musculares esqueléticas e ainda,
(d) a interferéncia da exposicdo de PS na superficie desses parasitos (ambas
as formas) no processo de desenvolvimento da cistogénese em células
musculares esqueléticas, in vitro.

A proposta de se investigar o papel da fosfatidilserina nos estudos da
interacdo T. gondii-célula hospedeira, se justifica pela sua estrutura quimica
qgue |he confere carga negativa e é um importante constituinte das membranas
de células eucariotas envolvidas nas vias de sinalizacdo. Essa sinalizacédo é
mediada por proteinas recrutadas e/ou ativadas pela PS, pela via de dominios
que se reconhecem estruturalmente ou por interacdes eletrostaticas de
membranas que sao ricas em PS. Tais interacdes sédo fundamentais para
ambas as cascatas de sinalizacao intracelular e extracelular. PS, exposto no
meio extracelular, é fundamental dentre outras funcbes como um sinal de

depuracéo de células apoptoéticas (revisto em Kay e Grinstein, 2013).
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Diante dessas propriedades, nds investigamos inicialmente a presenca de
PS na superficie de cistos teciduais de T. gondii, por meio da técnica de
citometria de fluxo, apds incubacdo com anexina V-FITIC, demonstrando que
92% dos cistos eram positivos. Esse achado corrobora dados publicados pelo
nosso grupo (Guimardes e cols., 2007) demonstrando a presenca de carga
elétrica negativa na superficie de cistos teciduais, empregando dois
marcadores catidnicos: (i) a ferritina cationizada - ligagdo eletrostatica as
moléculas com carga negativa e, (i) o vermelho de ruténio, um corante
inorganico (atomos de oxigénio, ruténio e amina formando o complexo amina),
com afinidade polianiénica, que reconhece os glicosaminoglicanos, moléculas
altamente carregadas negativamente, conferida pelos grupamentos carboxilas
e sulfatos, covalentemente ligados a proteinas para formar a molécula de
proteoglicanos (90 a 95% de carboidratos) diferente das glicoproteinas (1 a
60% de carboidratos), que apresentam geralmente menos do que quinze
residuos de acucar e tem como terminal, o &cido sidlico, responséavel pela
negatividade da membrana da maioria das células eucaridticas. Sethi e cols.
(1977), Derouin e cols. (1981) e Zhang e cols. (2001) tém demonstrado
residuos de carboidratos na superficie de cistos teciduais, embora nem
residuos de acido sidlico e nem glicosaminoglicanos ainda tenham sido
identificados. A natureza dos componentes anibnicos da parede cistica foi
parcialmente desvendada pelo tratamento com diferentes enzimas e somente a
fosfolipase A2 foi eficaz em reduzir, ndo eliminar, a expressdo de sitios
anibnicos da sua superficie, indicando que a carga elétrica em cistos fosse
dada parcialmente por alguns grupos da cauda dos acidos graxos que se ligam
ao carbono 2 do glicerol (Guimardes e cols., 2007). A incapacidade de
negativar a expressdo de sitios anibnicos com esse tratamento, pode ter
relacdo com a expressao de PS na superficie de cistos, como demonstrado no
presente estudo, cuja porcao fosfato esta na posicdo SN-3 da estrutura do
glicerol, provavelmente fora do alcance da acéo da fosfolipase A2.

Outro aspecto que merece atencdo € o conhecido papel da PS na
regulacdo da apoptose em resposta a certos estimulos dependentes de célcio.
Apos transferéncia para o folheto exterior da membrana da célula, acredita-se
gue um receptor na superficie de macrofagos ou de células relacionadas com a

limpeza, reconhega a fosfatidilserina e facilite a remocdo das células
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apoptoticas e os seus contetudos potencialmente téxicos ou imunogénicos de
uma forma néo inflamatéria (Buckland e Wilton, 2000; Chaurio e cols., 2009). A
nossa equipe do Laboratério de Biologia Estrutural tem mostrado interesse em
entender 0os mecanismos que estdo envolvidos no estabelecimento da fase
cronica da toxoplasmose, por meio da infeccdo de camundongos via
intraperitoneal com cistos de T. gondii. Ndo existem enzimas proteoliticas
capazes de romper a parede cistica e liberar os bradizoitos no peritdnio para
seu acesso as células mononucleadas e assim seguir seu desenvolvimento
intracelular e o estabelecimento da infec¢cdo. Algumas tentativas foram feitas no
laboratério visando monitorar o caminho percorrido pelos cistos até alcancarem
e serem recolhidos do cérebro apos 45 dias de infeccdo. Embora os resultados
sejam preliminares, algum sucesso obtivemos ao localiza-los no interior de
macrofagos. Um estudo sistematizado sempre foi o objetivo do Laboratorio,
mas diante do quadro aqui apresentado, da exposi¢cdo de PS na superficie dos
cistos com um percentual de quase 92% nessas condi¢cdes, nao seria leviano
considerar que a via do mimetismo de apoptose exercido pela parede cistica,
poderia ser uma alternativa de fagocitose e transporte dos cistos no organismo.
Entender os mecanismos moleculares e a resposta celular a invaséo de cistos
e a posterior liberacdo dos parasitos para a manutencdo do seu ciclo celular é
um desafio que se apresenta.

A deteccdo da exposicdo de PS empregando a proteina anexina V
conjugada a um fluorocromo tem sido uma metodologia atrativa que tem como
alvo de ligacdo a PS extracelular, pois ndo é toxica ou destrutiva, permitindo a
analise de uma unica célula ou do organismo como um todo. Embora, o0 seu
uso seja bastante difundido para analise de células apoptéticas, esse ndo € um
parametro unico, pois propriedades integradas de membrana também mudam
drasticamente durante a apoptose e dessa forma, tem sido sugerido a busca de
novos métodos de deteccdo para esse fim (revisto em Demchenko, 2012). A
parte dessa discussao, os cistos incubados com anexina V por 20 minutos
permitiu a visualizacdo do PS por meio da microscopia confocal, com marcacéao
na parede cistica e no interior desses cistos. Nao é possivel, com a resolucéo
do microscépio, afirmar que os bradizoitos intracisticos estejam de fato
marcados ou que a marcagao corresponda ao espaco da matriz do cisto, entre

os parasitos. E tentador analisar essa questdio por métodos ultraestruturais,
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mas existem as limitacfes técnicas, que impedem a revelacdo da PS, apos
processamento de material biolégico para microscopia eletronica. Estruturas
peguenas como cistos e com varios parasitos confinados no seu interior, ndo
permitem delimitar com precisdo a localizacdo da anexina por microscopia
confocal. Experimentos anteriores com cistos para revelacdo de proteinas de
matriz cistica, como laminina e fibronectina, por microscopia confocal indicava
a localizagdo da proteina na parede cistica, porém a anadlise ultraestrutural
revelou que as proteinas estavam na regido granular, abaixo da membrana que
reveste o cisto e a marcacao no interior do cisto, correspondia a localizacao
dessas proteinas em organelas secretoras de bradizoitos, como roptrias e
micronemas, principalmente (Guimaraes e cols., 2010). A revelacado de PS no
interior dos cistos ndo era esperada, tendo em vista que a incubagcdo com PI
indicou integridade da parece cistica nas nossas condi¢cdes experimentais. No
entanto, Lemgruber e cols. (2011) testando se a parede cistica era permeavel a
diferentes fluorocromos, demonstrou que moléculas de até 40kDa foram
capazes de alcancar a parede cistica, como o Lucifer yellow e Dextran-
rodamina. Considerando-se que a molécula de anexina-FITIC é de tamanho
relativamente pequeno (36kDa), assim dentro dessa perspectiva, a entrada do
marcador no interior do cisto seria aceitavel (Kuypers e cols., 2007). As
qguestdes que agora se colocam sao: bradizoitos intracisticos expressam PS na
sua superficie? A marcacao seria no interior dos bradizoitos? Seriam essas
moléculas secretadas pelos parasitos e carreadas através das vesiculas
encontradas na matriz cistica que se incorporariam/fundiriam a parede do cisto
e, por conseguinte expressando na sua superficie fosfatidilserina? A origem da
parede cistica € ainda uma questdo mal resolvida. Alguns autores acreditam
que esta seja oriunda da modificagdo da membrana do vacuolo parasitéforo,
por meio da secre¢cdo de proteinas dos parasitos, sem clareza se essas
modificacbes ocorrem por sinalizacdo dos taquizoitos em processo de
diferenciacdo em bradizoitos ou pelos ja bradizoitos. Existem correntes que
acreditam que as vesiculas secretadas pelos parasitos e localizadas na matriz
seriam 0s responsaveis pela composicdo da parede cistica e sua manutencao,
dado o aumento de sua area de superficie com o amadurecimento dos cistos
(Weiss e Kim, 2000; Lemgruber e cols., 2011) Outra corrente tem demonstrado

a capacidade endocitica da parede cistica por diferentes marcadores e que as
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vesiculas e tubulos situados na matriz cistica incorporam esses marcadores,
indicativo de um processo de transporte para os bradizoitos, que sado
dependentes de nutrientes, considerando-se que permanecem no organismo
por toda a vida do hospedeiro (Guimaraes e cols., 2007). Ha de se considerar a
existéncia coordenada dos dois fluxos. Essas sao indagacdes que ficaram em
aberto, criando a perspectiva de novas abordagens e induzindo a busca de
ferramentas que possam esclarecer esses pontos. Um detalhe que nao se
pode perder de vista, € a “construcdo” da membrana do vacuolo: a membrana
se invagina e o folheto interno da membrana da célula hospedeira passa a ser
a face externa da membrana do vacuolo. Teoricamente, como a PS é pela sua
natureza localizada nesta face da membrana, essa “poderia” ser uma sugestao
do porque que a parede do cisto, que advém da membrana do vacuolo,

contenha PS na sua superficie...

Ainda outro aspecto que poderia ser discutido é a questdo da
recrudescéncia dos cistos em processos de imunossupressao do hospedeiro.
Fica a pergunta se essa ‘reativacdo” da fase aguda implicaria sempre no
rompimento dos cistos e liberacdo dos bradizoitos com diferenciacdo
intracelular em taquizoitos ou esses cistos com expressdo de PS seriam
diretamente fagocitados, “facilitando”, assim a manutencao da infec¢do cronica,

com baixo gasto energético da maquinaria dos parasitos durante a conversao.

A importancia de se estudar a fosfatidilserina no contexto desta
dissertacdo tem origem da sua exposicdo em patdogenos e em células
apoptéticas e pelo fato de que os dois séo fagocitados. Em ambos 0s casos, 0
processo de fagocitose tem uma diferenca crucial: enquanto o patdégeno ativa a
resposta inflamatoria protetora do hospedeiro, as células apoptéticas induzem
a uma resposta nao inflamatdria (Torchinsky e cols., 2010; revisto em El-Hani e
cols., 2012). Em modelos utilizando Leishmania amazonensis foi evidenciado
que as diferentes origens dos hospedeiros poderiam modular essa expresséo
dependente do sistema imunolégico do mesmo. Amastigotas isoladas de
lesbes de camundongos BALB/c (suscetiveis a leishmaniose), expdem
significativamente mais PS na superficie que quando isoladas de camundongos
C57BL/6 (resistentes a doenca) (Wanderley e cols., 2006; 2009) enquanto as

amastigotas de L. major apresentam exposicdo de PS baixa e constante ao
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longo das semanas de infeccédo (Deolindo, 2008). O mesmo grupo também
demonstrou que diferentemente do que acontece com amastigotas, que as
promastigotas expondo PS sédo células nao viaveis, nao-infecciosas, morrendo

por apoptose (Wanderley e cols., 2009).

Assim, a estratégia nesta dissertacdo foi buscar identificar PS na superficie
de dois diferentes estagios infectivos de T. gondii de uma cepa tipo Il (ME-49),
uma abordagem que se diferencia do que vem sendo estudado por outros
autores (Seabra e cols., 2004, DaMatta, 2006), tendo em vista que esta
apresenta alta capacidade de estabelecer a cistogénese em sistemas in vivo e
in vitro (revisto em Weiss e Kim, 2000; Guimaréaes e cols., 2008). Os isolados
de T. gondii séo identificados por trés genotipos: tipos I, 1l e Il e as diferencas
ocorrem guanto a viruléncia e epidemiologia. Linhagens do tipo I, como a RH,
séo altamente virulentas, formam menos cistos em cultura e em animais, e tém
sido frequentemente associadas com a toxoplasmose ocular em pacientes
imunocomprometidos (Boothroyd e Grigg, 2002; Kim e Weiss, 2004). As
linhagens do tipo Il, como a ME49, sdo cepas menos virulentas e cistogénicas.
A maioria das cepas do genotipo 11l € isolada de animais e sdo moderadamente
virulentas (Howe e Sibley, 1995; revisto em Weiss e Kim, 2000; Ajzenberg e
cols., 2002; Montoya e Liesenfeld, 2004). As analises da exposi¢cao de PS em
T. gondii tem se limitado ao uso de taquizoitos, forma proliferativa do parasito,
da cepa RH (Seabra e cols., 2004; Dos Santos, 2011). Assim, aqui
empregamos inicialmente taquizoitos da cepa ME-49 do T. gondii a partir da
infeccdo de células Vero com bradizoitos obtidos do cérebro de camundongos
C57/BL6 infectados. Apds 4-5 dias de infeccdo de células Vero, o
sobrenadante foi recolhido e as analises por citometria e microcopia confocal
foram realizadas. Nossos ensaios experimentais analisando a superficie de
taquizoitos da cepa ME-49, ja traz dados novos, mostrando que esses
taquizoitos oriundos de cultura de células apresentam cerca de 69% dos
parasitos positivos para PS, contra os cerca de 52% dos taquizoitos da cepa
RH obtidos do peritdnio de camundongos sui¢os (Seabra e cols., 2004). Entao,
embora o Toxoplasma s6é tenha uma espécie, este apresenta trés genotipos
com caracteristicas peculiares, como j& citados. Neste caso, a exposicéo de PS

também difere entre as cepas. O aspecto comportamental bioldégico (como
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viruléncia, mortalidade, patogenia e etc) dessas cepas estudadas ja € uma
hipotese que tem que ser considerada, como uma forte candidata a geracéo
dessas diferengcas. Entdo, os taquizoitos oriundos da cepa tipo Il, ME-49
geneticamente estdo destinados a encistar e parte desses taquizoitos poderéo
realizar o ciclo litico e expandir a infec¢éo quer no sistema in vivo como in vitro.
A maior exposi¢cao destes parasitos ao sistema imune aumenta a chance de
serem fagocitados e garantirem as duas vias de desenvolvimento intracelular.
Ja os taquizoitos de RH, mesmo sendo menos fagocitados, pela sua alta
capacidade multiplicativa estariam aptos a desenvolver com sucesso seu ciclo
litico e expansdo da infeccdo em novas células. Além disso, os taquizoitos
obtidos de cultura celular apresentam maior exposicdo de PS, o que poderia
ser explicado pela inexisténcia de fatores imunologicos que poderiam suprimir
a expressdo de PS, como previamente sugerido por Wanderley e cols. (2009)

para Leishmania.

Outro dado inédito deste trabalho foi a evidenciacdo de que formas
bradizoitas também expbem PS na sua superficie numa taxa de quase 60%
dos parasitos isolados do cérebro de camundongos infectados. Considerando-
se que a transmissdo do protozoario tem como uma das principais fontes de
infeccdo a ingestdo de carne crua ou mal passada contendo cistos de T. gondii,
se apos a digestdo da parede cistica, esses parasitos sao rapidamente
sequestrados por macréfagos ou penetram em células intestinais para
cumprirem seu papel de difusores da infeccéo in vivo ou no estabelecimento da
infecc@o crénica por meio do encistamento, ndo é de se surpreender que o
mimetismo apoptético, também esteja favorecendo a fagocitose desses
bradizoitos.

A presenca de PS em outros protozoarios vem sendo explorada por
Varios grupos que apontam alguns elementos bioldégicos que merecem ser
apresentados aqui (Balanco e cols, 2001; Wanderley e cols., 2006; Wanderley
e Barcinski, 2010), para o entendimento geral da proposta do tema e do
entendimento dos resultados obtidos no presente trabalho. A exposicao de PS
é também o que melhor caracteriza uma célula em processo de morte
apoptética (Fadok e cols., 1998), sendo também a que define o0 mimetismo por

apoptose. A exposicao de PS desempenha um papel importante nas etapas de
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reconhecimento celular e englobamento no processo de fagocitose. Nos
altimos, anos a busca por um receptor especifico para expor PS perdeu forca
(Fadok e cols., 2000; Henson e cols., 2001) e hoje em dia é quase
consensualmente aceito que varias diferentes moléculas, em profissional e
nao-profissional fagécitos, sdo capazes de reconhecer PS diretamente ou
serem opsonizadas por fatores soluveis (Bratton e Henson, 2008).

Esses mecanismos de mimetismo apoptético tem sido incorporados a
biologia de alguns protozoarios, como inicialmente estudados em Trypanosoma
cruzi (Ameisen,1995), Trypanosoma brucei (Welburn,1996) e Leishmania
amazonensis (Moreira e cols., 1996). Estudos mais recentes apontam que em
L. amazonensis 0s mecanismos de evasao pela exposicdo de PS estdo
envolvidos no processo de internalizacdo pelos macrofagos induzindo a
desativacdo microbicida dessas células, por meio da inducdo da secrecao de
TGF- B 1, aumento da sintese da interleucina (IL)-10 e inibicdo da producao de
NO (Barcinski e cols., 2003; Balanco e cols., 2001; Wanderley e cols., 2006;
Wanderley e Barcinski, 2010). De particular ainda, temos a introducao de célula
nao fagocitica profissional, como a célula muscular esquelética nessas
abordagens, o que amplia o leque da investigacao do papel da PS em outros
sistemas, que ndo exclusivamente macréfagos e também seu papel na
cistogénese.

Os estudos com T. gondii conduzidos prioritariamente pelos grupos de
DaMatta e de Seabra tem investigado 0s mecanismos que operam na evasao
de subpopulacdes de taquizoitos de cepa tipo |, virulenta, frente a resposta
microbicida de macréfagos. Assim como em outros protozodrios, os estudos
com T. gondii mostram que a invasdo dos parasitos ativamente nas células
inibe a producdo de NO, permitindo sua persisténcia intracelular, levando ao
aumento da producédo de TGF-B que € dependente da exposicdo de PS, com
destaque pelos macréfagos infectados por parasitos que expdem PS (Seabra e
cols., 2004). Esses estudos demonstraram que o T. gondii imita 0 mecanismo
de evasdo utilizado por L. amazonensis, e também da resposta anti-
inflamatoéria evocada por células apoptéticas, a semelhancga dos descritos para
Leishmania (Barral-Netto e cols., 1992) e Trypanosoma cruzi (Ming e cols.,
1995), considerando-se que todos tem TGF- B 1 como a molécula central de

inducao da desativacédo de macrofagos.
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E interessante notar que como a Leishmania, o T. gondii mimetiza células
em apoptose, exibindo subpopulacdes de parasitos expondo na sua superficie
PS, independente da cepa e da forma infectiva empregada, como demonstrado
agui com as formas taquizoitas e bradizoitas da cepa ME-49. Ha de se
ressaltar que diferencas existem no porcentual de positividade, que como ja
discutido anteriormente, pode estar relacionado com as propriedades genéticas
de cada cepa. De qualquer forma, como proposto por Balanco e cols. (2001),
Barcinski e cols. (2003) e Moreira e cols. (2004), a exposicdo de PS néo
necessariamente procede a morte celular por apoptose, mas pode, para muito
mais além, corresponder a um mecanismo de adaptagéo conservado usado por
protozodarios parasitos intracelulares e células tumorais para escapar de
macrofagos ativados. E especulada também, a possibilidade de que a infeccéo
por T. gondii também interfira com a sinalizacdo do macrofago por vias
independentes do TGF- B.

Foi observado que populagbes que expdem PS invadem ativamente
macrofagos e aquelas que nao expdem, entram por processo fagocitico, ndo e
nad sao capazes de entrar em célula ndo fagocitica (Dos Santos, 2011).
Macrofagos sdo células diferenciadas do sistema mononuclear fagocitico e
fazem parte da primeira linha de defesa do sistema imunoldgico (Loose e Van
de Wiele, 2009). Em estudos ultraestruturais envolvendo outras células
fagociticas profissionais, os neutrdfilos, ficaram evidenciados trés processos
diferentes de penetracdo do T. gondii nessas células, que inclui a formacgao de
projecdes na superficie da célula hospedeira, sua invaginacdo e também a
formacao de tunel (MacLaren e cols., 2004). A célula muscular esquelética ndo
€ uma ceélula fagocitica profissional, no entanto dados do nosso grupo apontam
que esta célula apresenta 0s mesmos aspectos estruturais durante a
penetracdo do T. gondii que foram descritos em neutroéfilos (Ferreira-da-Silva e
cols, 2009). Os dados apresentados no presente estudo mostram que a
populacdo negativa foi capaz de penetrar na célula muscular e se proliferar. A
hipotese de que somente os parasitos que invadem as células por penetracdo
ativa, seriam viaveis contrapde os resultados descritos neste trabalho, onde
nossos dados indicam que parasitos que nado expdem PS foram capazes de
penetrar, proliferar e até encistar em CME. Os mecanismos moleculares que

participam desta interacdo € um campo ainda em aberto.



61

A exposicdo de PS em bradizoitos e taquizoitos da cepa ME-49, de
acordo com o que tem sido proposto para macrofagos, tornaria esses parasitos
mais infectivos ou mais “fagocitaveis”, como proposto por Dos Santos e cols.
(2011) no sistema in vivo. Neste contexto, nossos resultados mostram que a
populacgéo total e a subpopulagdo PS* foram competentes em invadir e encistar
em CME. No entanto, a relagdo parasito-célula hospedeira utilizada neste
trabalho, em particular com as formas bradizoitos em funcédo de restricbes
técnicas para obtencdo de parasitos em grandes quantidades, minimizou o
namero de ceélulas infectadas, mas as diferencas inerentes a cada
subpopulacdo e a populacao total, foi bastante perceptivel. Estudos anteriores
utilizando taquizoitos da cepa RH a propor¢do parasito/célula foi de 10:1. O
namero de bradizoitos de ME49 nesta proporcao € limitado, pois a passagem
pela coluna para isolar as subpopulacées mostra que menos de 5% dos
parasitos sdo recuperados. No caso da populagdo PS™ o indice de recuperacdo
€ ainda menor, chegando a menos de 1% do total de parasitos submetidos a
passagem na coluna magnética. Para reverter essas dificuldades foi utilizado
proporcao parasito/célula de 1:10 que corresponde a 10x menos do que com
taquizoitos e via de regra € a propor¢ao utilizada para se estudar a cistogénese
in vitro, tendo em vista que a utilizacdo de proporcdo muito superiores a essa
poderia favorecer o desenvolvimento do ciclo litico do parasito (De Muno e
cols., 2014), reduzindo a cistogénese neste sistema. A maior proporcao
parasito/célula utilizada foi em infec¢cdes com taquizoitos de ME-49, que séo
consideravelmente mais faceis de obtengdo. Em experimentos com taquizoitos
de ME-49 foi utilizado a proporcdo parasito/célula 1:1, que foi a proporcéo
maxima para que as culturas se sustentassem por periodos mais longos, pois
havia o interesse de se avaliar a cistogénese. No entanto, essas culturas,
apesar de sua viabilidade por periodos longos de infec¢cdo, ndo apresentaram
cistos teciduais. Ha de se considerar que a inducéo de formacao de cistos (com
pH alcalino ou com droga) nao foi aplicada em nenhum dos experimentos aqui
apresentados.

Devido as baixas proporc¢des parasito/células utilizadas, essas culturas
mantiveram baixos niveis de infeccdo. No entanto, as diferencas de
infectividade entre as subpopula¢gdes puderam ser avaliadas. A subpopulacdo

PS* de bradizoitos apresenta um indice de infec¢éo maior que a populagdo PS
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e o indice de infec¢éo da populagdo PS™ também se apresentou muito proximo
ao da populacdo total, ndo demonstrando diferenca significativa. Em
taquizoitos de ME-49 a diferenca entre a populacdo total e as subpopulacdes
se mostrou ainda maior, em funcdo da infeccdo com uma proporcéao
parasito/célula maior. A populacdo total de taquizoitos apresentou um
percentual de células infectadas maior que as supopulacdes e essa diferenca
foi significativa tanto na comparacdo com PS*, quanto na comparagéo com PS'.
Na comparagcdo entre as subpopulagcdes, o percentual de células infectadas
ndo apresentou diferenca significativa entre as populagdes PS e PS*. Quando
analisados os indices de infec¢do, a populacdo total também apresentou um
indice maior que as subpopulac¢des. Apds 6 dias de interagdo com populacdo
total, esse indice ficou muito proximo ao do PS™ e nos demais dias a diferenca
foi significativa. Os indices de infeccdo com a populacdo PS™ se mostrou muito
menor que a populacio total e PS™ e mostrou diferenca significativa. Esses
dados nos indicam que a subpopulac¢des de taquizoitos da cepa ME-49 tem
menor capacidade de infectar as células, mas quanto a capacidade
proliferativa, a subpopulacdo PS® foi mais competente em se multiplicar na
célula que os PS'. Esses dados estdo coerentes com o0s apresentados da
infeccdo com taquizoitos em macréfagos. Neste sistema, as subpopulacdes
apresentaram um indice de infec¢do menor que a populacéo total, sendo a PS*
a mais infectiva entre as subpopulacdes, sugerindo que ocorra um sinergismo
entre as subpopulagdes (Dos Santos e cols., 2011). No entanto, esses dados
se mostram diferentes dos apresentados por bradizoitos, onde a subpopulacao
PS* apresentou indices de infec¢ido proximos ao da populagéo total. Talvez a
baixa proporcdo parasito/célula tenha sido um fator interveniente nesses
resultados, reduzindo a proposta de que ocorra sinergismo entre as
subpopulacdes, principalmente porque bradizoitos tendem ao encistamento
espontaneo em ceélulas musculares esqueléticas, enquanto taquizoitos tendem
a se multiplicar e estabelecer o ciclo litico.

As células musculares foram escolhidas para avaliar a capacidade
destes parasitos quanto ao encistamento. Esse modelo vem sendo utilizado
pelo nosso grupo e se mostrado capaz de reproduzir a cistogénese
espontaneamente, sem qualquer inducdo quimica ou fisica (revisto em

Ferreira-da-Silva e cols., 2008). Nos experimentos aqui apresentados, as
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culturas infectadas com Dbradizoitos foram capazes de encistar
espontaneamente. Para acompanhamento da cistogénese foi utilizada a
marcagdo com DBA e o anticorpo anti-SAG e a quantificacdo foi realizada pela
contagem do numero total de cistos nas laminulas, identificando os vacuolos
marcados contendo cistos e taquizoitos. Esses dados mostraram que a
populacgéo total e a populacdo PS™ de bradizoitos ndo apresentaram diferencas
significativas na capacidade de formar cistos, enquanto a populagdo PS™ gerou
cistos cerca de 3x menos do que a populacdo total e 2,5x menor que a
subpopulacdo PS* nestas culturas.

O conjunto de dados apresentado aqui aponta que as subpopulagées PS*
e PS juntas e as PS" foram mais eficazes na infeccdo e também no
estabelecimento da cistogénese em células musculares esqueléticas,
exclusivamente frente a infeccdo com bradizoitos. Os mecanismos moleculares
gue governam esses eventos de reconhecimento celular e o destino intracelular
de T. gondii que expdem ou ndo PS em células musculares esqueléticas abre
novas perspectivas de investigacdo. Considerando-se as peculiaridades destas
células fora da missdo primordial de vigilantes do sistema imune, mas com
respostas celulares, promovendo o aumento da producdo de citocinas como,
INF-gama e IL-12 indicadores inflamatoérios, aumentados durante a infeccdo de
T. gondii nessas células, como demonstrado em Gomes e cols. (2014). O
controle e resposta celular frente & invaséo pelo T. gondii devem contribuir para
0 estabelecimento e manutencdo da fase cronica da infecgcdo na célula

muscular.
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6. CONCLUSOES

a) A revelacdo de que cistos teciduais de T. gondii expdem PS na parede
cistica e no seu interior poderia explicar a eficiéncia da manutencdo da
infeccdo durante a recrudescéncia dos cistos, garantindo sua manutencao no
organismo;

b) Bradizoitos e taquizoitos de ME-49 s&o diferentes quanto a exposi¢do de PS
(59% e 69%, respectivamente) o que pode ser explicado pela diferenca

genotipica e comportamento bioldgico entre esses estagios.

c) As subpopulacdes PS’ de taquizoitos e bradizoitos foram capazes de
infectar CME em indices semelhantes a populacdo total, enquanto os PS
apresentaram menor capacidade de invasdo. Essas diferencas podem estar
relacionadas ao mimetismo da apoptose desenvolvida por esses parasitos,
garantindo o sucesso da infeccéo.

d) A alta eficiéncia da subpopulagdo PS™ de bradizoitos em invadir e formar
cistos em CME sugere que essa subpopulacéo seja a principal protagonista do

estabelecimento da cistogénese, in vitro.
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