Ministério da Saude
Fundacéo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

Curso de P6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

Toxoplasma gondii - células epiteliais de felinos: novos

aspectos do ciclo enteroepitelial  in vitro

por

Renata Morley de Muno

Rio de Janeiro
Outubro de 2015

Ministério da Saude



Fundacéo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

Curso de P6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

Toxoplasma gondii - células epiteliais de felinos: novos

aspectos do ciclo enteroepitelial  in vitro

por

Renata Morley de Muno

Tese apresentada com vistas a obtencao do Titulo de Doutor em Ciéncias na area
de Biologia Celular e Molecular
Orientadora: Dra. Helene Santos Barbosa

Rio de Janeiro
Outubro de 2015



Ministério da Saude
Fundacgéo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

Curso de P6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

Esta tese intitulada:

Toxoplasma gondii - células epiteliais de felinos: novos aspectos

do ciclo enteroepitelial in vitro

Apresentada por:

Renata Morley de Muno

Foi avaliada pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Dra. Claudia Masini d"Avila Levy - Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz - Presidente

Dra. Lais de Carvalho - Instituto de Biologia /JUERJ

Dra. Rossiane Claudia Vommaro — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho - UFRJ

Dr. Rubem Figueiredo Sadok Menna Barreto - Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz

(revisor e suplente)

Dra. Andrea Henriques Pons - Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz (suplente)



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomédicas/ ICICT / FIOCRUZ - RJ

M967 Muno, Renata Morley de

Toxoplasma gondii - células epiteliais de felinos: novos aspectos do
ciclo enteroepitelial in vitro / Renata Morley de Muno. — Rio de Janeiro,
2015.

xiii,139 f. :il. ; 30 cm.

Tese (Doutorado) — Instituto Oswaldo Cruz, P6és-Graduagéo em

Biologia Celular e Molecular, 2015.
Bibliografia: f. 120-139

1. Toxoplasma gondii. 2. Células epiteliais. 3. Felinos. 4. Ciclo
enteroepitelial. 5. Esquizontes in vitro. I. Titulo.

CDD 616.936




Esta tese foi desenvolvida sob orientacdo da Dra. Helene Santos Barbosa no
Laboratorio de Biologia Estrutural do Instituto Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo
Cruz, RJ, Rio de Janeiro teve o apoio financeiro das seguintes entidades:

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ)

Fundacdo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de
Janeiro (FAPERJ)

Programa Estratégico de Apoio a Pesquisa em Saude - PAPES VI (Fiocruz)

Pronex 2010 - Programa de Apoio a Nucleos de Exceléncia- CNPg/FAPERJ

Instituto Oswaldo Cruz — Fundacao Oswaldo Cruz

Data da matricula no Programa de Doutorado em Biologia Celular e Molecular
do Instituto Oswaldo Cruz: Outubro de 2011.



“Tenho a impresséao de ter sido uma crian¢a brincando a beira-mar,
divertindo-me em descobrir uma pedrinha mais lisa ou uma concha mais
bonita que as outras, enquanto o imenso oceano da verdade continua

misterioso diante de meus olhos”. (Isaac Newton)

Vi



Dedico esta tese

a minha familia que sempre me apoia
e a0 meu amor, Ricardo,

Eu amo vocés.

Vii



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pois com certeza Ele abriu os caminhos para
que eu chegasse a Fiocruz e conhecesse a Dra. Helene. E uma honra ter concluido
0 mestrado e agora o doutorado nessa instituicdo de pesquisa tao respeitada.

Helene, tenho muito orgulho de té-la como minha orientadora e agradeco MUITO
a Deus pela sua vida. Espero que ainda possamos trabalhar juntas por muitos anos!
Tenho muito a Ihe agradecer: por ser tdo paciente, exigente, atenciosa, um exemplo
de profissional e de orientador. Nunca deixa seus alunos “na mao”. Vocé tem todo
meu respeito e admiracdo. Serei eternamente grata.

A minha familia, minha mae, meu exemplo de tudo, meu pai por todo carinho,
meu irméo, por ser tdo coruja, minha avo, tia e tios, primas...vocés sdo a minha
base, minha fortaleza, amo muito todos vocés!!

Ao meu amor, meu marido, meu companheiro de todas as horas, Ricardo, muito
obrigada por vocé ser tdo presente, sempre me encorajando, me dando suporte
emocional. Muito obrigada pela compreensdo e paciéncia, e, principalmente pelo
seu amor. Espero poder retribuir em dobro. Eu te amo!!

Aos meus amigos, principalmente amigas queridas que souberam entender a
minha auséncia durante este tempo e nunca deixaram de torcer por mim. Vocés sao
importantes demais na minha vida!

Ao Dr. Marcos Moura, famoso Marquinhos, obrigada pelas dicas, ideias,
franqueza e constante estimulo, mesmo a distancia.

Ao amigo e revisor, Rubem, obrigada por ser sempre acessivel e disposto a
ajudar!

As amigas que fiz no LBE e no LUC, Cintia e Tati, obrigada pela torcida em
todos 0s momentos, vocés estardo sempre comigo NO mMeu coragdo, NOSSO0S
almocos serdo inesqueciveis e espero que nunca terminem!

A todos do LBE, mas em especial aqueles que sempre me acompanharam
desde o mestrado, Sandra, e Erick, muito obrigada! Daniel, muito obrigada por toda
disponibilidade, pelo apoio e por todas as dicas de PCR. Mariana, nosso contato foi
pequeno mas suficiente pra notar seu apoio. Liandra, gostaria de ter acompanhado
mais vocé, obrigada por ter cuidado tdo bem das nossas filhas (rsrs), tenho muito
orgulho de vocé. E a mais novata, mas ndo menos importante, Natassia, SO posso

Ihe agradecer toda forca num dos momentos que mais precisei.

viii



N&o poderia deixar de agradecer aos meus companheiros do Instituto de
Pesquisas Biomédicas. Obrigada a todos vocés que sempre me apoiaram desde
que cheguei no Instituto, em especial ao meu chefe, Dr. Leal, obrigada pela
compreensao e incentivo.

Ao CNPg e FAPERJ pelo auxilio financeiro.

Ao I0C/ Fiocruz por toda estrutura profissional e académica.

Ao Programa de Pds-Graduacdo de Biologia Celular e Molecular do Instituto

Oswaldo Cruz -Fiocruz



INDICE

RESUMO
ABSTRACT
l. INTRODUCAO
1. Consideracdes gerais
2. Toxoplasma gondii
2.1. Formas infectivas
2.1.1. Taquizoitos
2.1.2. Bradizoitos e cistos teciduais

2.1.3. Esporozoitos

2.2. Ciclo biolégico
2.2.1. Ciclo enteroepitelial ou sexuado
2.2.1.1. Esquizonte do Tipo A
2.2.1.2. Esquizonte do Tipo B
2.2.1.3. Esquizonte do Tipo C
2.2.1.4. Esquizonte do Tipo D
2.2.1.5. Esquizonte do Tipo E

2.2.1.6. Gametas e oocistos

3. Toxoplasmose: epidemiologia e patogenia
4. Linhagens clonais do T. gondii

5. Aspectos da interacao T. gondii-célula hospedeira

Xii

Xiii

01

01

03

03

03

04

05

07

09

12

13

13

13

14

14

16

18

19



6. Aspectos da diferenciagéo do T. gondii: estudos in vitro e in vivo 23

6.1. Cistogénese 23
6.2. Ciclo enteroepitelial 26
6.2.1. Linhagens celulares 26
7. Culturas primérias de células intestinais 28
II. OBJETIVOS 30
[ll. RESULTADOS 31
3.1. Artigo 1 31
3.2. Interagéo culturas primérias de células epiteliais intestinais de 39
felinos - T.gondii
3.3. Capitulo de livro 57
3.4. Resultados complementares 71
IV. DISCUSSAO 81
V. CONCLUSOES 100
VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 101

Xi



RESUMO

Toxoplasma gondii, agente etiol6gico da toxoplasmose, é um parasito intracelular obrigatorio
gque infecta qualquer célula nucleada. Os felideos sdo os Unicos hospedeiros definitivos no
ciclo de vida deste parasito, e suas células epiteliais intestinais sdo o nicho exclusivo para o
desenvolvimento do ciclo sexuado do protozoario. A liberacdo de oocistos nas fezes de
felinos contaminam o meio ambiente e este é o principal fator que explica a distribuicao
mundial da toxoplasmose. A infeccdo dos hospedeiros intermediérios por oocistos, como
aves e mamiferos de sangue quente, incluindo o homem, leva a formacdo de cistos
teciduais, ampliando a transmisséo do parasito, por meio do consumo de carne crua ou mal
cozida. Os mecanismos que regem a diferenciagdo do T. gondii em células epiteliais e 0
conhecimento limitado do ciclo sexuado do parasito sdo as principais justificativas para o
desenvolvimento desta tese. O emprego de células de felinos para o estudo da interacéo do
T. gondii € pioneiro, criando novos campos de investigacdo sobre os aspectos da interacdo
do parasito no hospedeiro definitivo. Assim, linhagens celulares oriundas do epitélio renal de
felinos (CRFK) e de macaco verde (Vero), epitélio intestinal de ratos (IEC-6) e cultura
primaria de enterdcitos de felinos (CEIF) foram utilizadas como modelo experimental da
infeccdo pelo T. gondii. O desenvolvimento intracelular do parasito variou com a origem da
célula epitelial e também com a relacdo parasito:célula hospedeira utilizada nos ensaios in
vitro. As células de felino, CRFK, foram mais susceptivel a infec¢@o por bradizoitos do que
as linhagens epiteliais de outras origens. A formacdo de cistos in vitro foi observada nas
células CRFK e Vero ao se utilizar a relacdo de 1:10 (bradizoito:célula hospedeira). Culturas
de CEIF tiveram sua natureza epitelial revelada pela presenca de citoqueratina, expressao
de fosfatase alcalina intestinal, presenca de microvilosidades e juncdes intercelulares. A
infeccdo de CEIF com bradizoitos de T. gondii cepa ME49 demonstrou que a carga
parasitéria foi decisiva para o destino intracelular do parasito: a relagdo de 1:5 favoreceu a
proliferagdo de taquizoitos e o ciclo litico; 1:10 foi determinante para o estabelecimento da
cistogénese; e estruturas semelhantes a esquizontes foram identificadas quando a carga de
1:20 foi utilizada. A analise morfolégica da infec¢do por periodos de 1 a 9 dias apontou
diferentes estagios do parasito em células intestinais de felinos, semelhantes aos
observados em estudos in vivo. Explorar esta nova linha de pesquisa, num campo ainda
limitado aos ensaios de infeccdo experimental de gatos e preencher as lacunas no
conhecimento da biologia do T. gondii em enterdcitos de felinos € inovador e desafiador.
Novas perspectivas se abrem, nos estudos dos aspectos moleculares que possam governar
esta interacdo, contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias de intervencao de

uma das principais rotas de disseminacao da toxoplasmose.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii, the etiologic agent of toxoplasmaosis, is an obligate intracellular parasite
that infects any nucleated cell. The felines are the only definitive hosts in the life cycle of this
parasite, being the intestinal epithelial cells, the unique niche for the development of
protozoan sexual cycle. The release of oocysts in the feces of cats contaminates the
environment and is the main factor explaining the worldwide distribution of toxoplasmosis.
The infection by oocysts of intermediate hosts, such as warm-blooded birds and mammals,
including man, leads to the formation of tissue cysts, promoting the increase in the parasite
transmission through the consumption of raw or undercooked meat. The mechanisms
involved in T. gondii differentiation in epithelial cells and the knowledge of the parasite sexual
cycle are still unclear, justifying the development of this thesis. The use of feline cells for
study the T. gondii interaction is pioneer, evaluating novel fields of research on aspects of
the parasite relationship in definitive host. Therefore, cell lines derived from feline epithelial
kidney (CRFK) and Green Monkey epithelial kidney (Vero), rat intestinal epithelial (IEC-6)
and primary cultures of feline intestinal epithelial cells (FIEC) were used as an experimental
model for T. gondii infection. The intracellular parasite development was dependent on the
epithelial cell source and on parasite: host cell used in in vitro assays. The feline cells,
CRFK, were more susceptible to bradyzoites infection than epithelium from other sources. In
vitro cyst formation was observed in CRFK and Vero cells by using the ratio 1:10 (bradyzoite:
host cell). CEIF cultures had their epithelial nature revealed by presence of cytokeratin,
intestinal alkaline phosphatase expression, presence of intercellular junctions and microvilli.
The interaction FIEC-T. gondii bradyzoites ME49 strain demonstrated that the parasite load
is crucial to definy the Apicomplexan intracellular destiny: a ratio of 1:5 favored the
tachyzoites proliferation and the Iytic cycle; 1:10 was crucial to the establishment of
cystogenesis; and schizont-like structures were identified when the load 1:20 was used.
Morphological analysis of the infection for periods of 1-9a days pointed to the different
parasite stages in the cats gut, as previous observed in in vivo studies. To explore this novel
research line, a still limited field for experimental infection to cats and to fill gaps in the
knowledge of T. gondii biology in cat’s enterocytes is exciting and poorly described. New
perspectives are open to study molecular aspects involved in this interaction, contributing to
the development of alternative intervention strategies of this crucial route of toxoplasmosis

spread.
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Introducdo

l. INTRODUCAO

1. Consideracdes gerais

Toxoplasma gondii foi descrito em 1908 simultaneamente por Nicolle e
Manceaux na Tunisia e por Splendore no Brasil (Nicolle e Manceaux, 1908;
Splendore,1908). Parasito intracelular obrigatorio pertence ao filo Apicomplexa,
agente causador da toxoplasmose, com distribuicdo cosmopolita. Apresenta
destacada importancia médica e veterinaria devido a sua alta capacidade de causar
abortos ou doencas congénitas nos seus hospedeiros (Tenter, 2000).

O ciclo de vida completo do T. gondii somente foi descrito em 1970 (revisto
por Dubey, 2008, 2009; Ferguson, 2009), quando o oocisto foi identificado nas fezes
de gatos e caracterizado o desenvolvimento sexuado do parasito no intestino dos
felinos. Assim, gatos domeésticos e outras espécies de felinos foram introduzidos ao
ciclo biolégico do parasito como hospedeiros definitivos exclusivos do T. gondii,
capazes de infectar ampla variedade de hospedeiros intermediarios, como aves e a
maioria dos mamiferos de sangue quente, inclusive o Homem (Elmore e cols., 2010;
Jones e Dubey, 2010). Em humanos, a infec¢do de individuos imunocompetentes é
geralmente assintomatica, entretanto, em alguns casos, 0 parasito traz sérias
consequéncias, principalmente para individuos imunossuprimidos e em criangas
cujas maes tiveram contato com o parasito durante a gravidez (Hill e Dubey, 2002;
Montoya e Liesenfeld, 2004).

Com relacdo a multiplicagdo do T. gondii, dois processos séo observados:
nos hospedeiros intermediarios e definitivos, através dos estagios infectivos,
taquizoitos e bradizoitos, a reproducdo assexuada (Black e Bootrhoyd, 2000) e
exclusivamente no epitélio intestinal dos felideos, a reproducdo sexuada, que
envolve os processos de esquizogonia, gametogonia, € esporogonia resultando na
formacao de oocistos imaturos que sao eliminados juntamente com suas fezes no
ambiente (Frenkel e Dubey, 1972; Dubey e Frenkel, 1973; Dubey, 2002).

A alta disseminacdo do parasito na natureza se deve aos principais
mecanismos de sua transmissdo: (i) ingestdo de bradizoitos contidos em cistos
presentes em carne crua ou mal cozida; (ii) infeccdo com taquizoitos pela sua

transmissao vertical da mae para o feto, podendo resultar na toxoplasmose
1
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congénita, (iii) pela ingestdo de leite ndo pasteurizado contaminado com estas
formas (Tenter, 2009); (iv) através de tecidos infectados em transplantes e
transfusdes de sangue (Hill e Dubey, 2002) ou pela recrudescéncia dos parasitos de
pacientes cronicamente infectados, que pela terapia de imunossupressao
desenvolvem a toxoplasmose encefélica, que na maioria dos casos é fatal; e ainda,
(v) pela ingestdo de esporozoitos contidos em oocistos liberados juntamente com as
fezes de felideos que contaminam alimentos, 4gua e o solo (Dubey e cols., 2004).

Salvo raras excecOes, as principais fontes de contaminacdo para o Homem
sdo os animais. O numero de felideos infectados é um importante fator de
transmissdo, uma vez que permite a persisténcia de oocistos no ambiente. Um Gnico
felino é capaz de liberar mais de 100 milhdes de oocistos ndo esporulados para o
meio ambiente. A prevaléncia de gatos ndo domésticos com soropositividade para
toxoplasmose € geralmente alta aproximando-se de 100%. Enquanto a
soroprevaléncia em gatos domésticos varia entre 30-40% (EImore e cols., 2010). Os
oocistos tém sido relatados como principais fontes de contaminagcdo em mulheres
gravidas no Brasil (Dubey e cols., 2012). Além disso, as infeccfes causadas por esta
via parecem ser mais severas do que as induzidas por cistos teciduais (via ingestéo
de carne contendo cistos) (Remington e cols., 1995).

O conhecimento especifico do ciclo entérico do T. gondii em felideos esta
restrito a alguns poucos artigos que abordam a caracterizacdo morfolégica da
diferenciacdo em modelos in vivo (Frenkel e Dubey, 1972; Dubey e Frenkel, 1972;
Ferguson e cols., 1974; Ferguson, 2004; Speer e Dubey, 2005; revisto em Ferguson,
2009). A caréncia de modelos celulares que possibilitem explorar o ciclo entérico do
parasito no hospedeiro definitivo foi a motivacao para o desenvolvimento desta tese.
A introducado de culturas primarias de células intestinais de felideos, como modelo
celular para o estudo da interacdo do T. gondii, abre novas perspectivas para o
desenvolvimento de estratégias que possam interferir na disseminagdo dos oocistos
na natureza, assim como, fornecer dados para o esclarecimento do seu ciclo

entérico.
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2. Toxoplasma gondii

A classificacdo do T. gondii no filo Apicomplexa, subclasse Cocciidia, foi
baseada principalmente pela presenca de um complexo apical onde se localizam as
organelas secretdrias especializadas, como réptrias e micronemas, bem como

elementos do citoesqueleto, os anéis polares e condide. (Dubey e cols.,1998).

2.1. Formas infectivas

O T. gondii apresenta trés formas evolutivas responsaveis pela transmissao

da toxoplasmose: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos (Figura 1).

2.1.1. Taquizoitos

O termo taquizoito (taqui = rapido em grego) é devido a alta atividade
multiplicativa deste estagio em praticamente qualquer célula nucleada. Os
taquizoitos possuem forma alongada com tamanho de aproximadamente 6 por 2 um,
apresentando a regido anterior pontiaguda e regiao posterior arredondada (Dubey e
cols., 1998). Taquizoitos se replicam a cada 6-8h, no interior de um compartimento
intracelular denominado vacuolo parasitéforo, em um processo de divisdo conhecido
por endodiogenia (revisto em Halonen e Weiss, 2013). Apos vérias replicacdes, 0s
parasitos evadem da célula hospedeira e se disseminam, via hematdgena, para
varios tecidos (Dobrowolski e Sibley, 1996; Dubey e Frenkel, 1998). O estagio
taquizoito é responsavel pela fase aguda da infeccdo, causando forte inflamacéo,
destruicdo tecidual e as manifestacdes clinicas da doenca (Schlitter e cols., 2014).

Ultraestruturalmente, os taquizoitos apresentam: pelicula (revestimento
externo), anéis preconoidal e apicais polares, o condide, cinco a oito réptrias,
micronemas, microporo, mitocondria Unica e ramificada, arranjo de microtibulos
subpeliculares, reticulo endoplasmatico, Golgi, acidocalcissomos, muitos granulos
densos e raros ou ausentes granulos de amilopectina, apicoplasto e nucleo
localizado na regido central do corpo do parasito (de Souza e Souto-Padrén, 1978;
Dubey e cols., 1998; Morrissette, 2015).
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2.1.2. Bradizoitos e cistos teciduais

Bradizoito (bradi = lento em grego) € a forma encontrada no interior de cistos
teciduais, caracterizando a fase cronica da doenca. Reproduz-se lentamente por
endodiogenia, pois a maioria desses estigios se encontra na fase GO do ciclo
celular com taxa de divisdo mais baixa quando comparados com taquizoitos (Radke
e cols., 2003).

Os bradizoitos medem aproximadamente de 7 por 1,5 um (Mehlhorn e
Frenkel, 1980). Ultraestruturalmente apresentam as mesmas organelas encontradas
nos taquizoitos, entretanto, roptrias em menor quantidade e mais eletrondensas,
maior numero de micronemas e também grande quantidade de granulos de
amilopectina, destacam-se dentre as principais diferencas. Nesta forma do parasito,
0 nucleo se localiza na regido posterior (Jacobs e cols., 1960). Devido, a presenca
dos granulos de amilopectina, os bradizoitos séo reativos a marcacédo pelo acido
periodico de Schiff (PAS*) (Guimarées e cols., 2003). Presume-se que os bradizoitos
alterem a composi¢do da membrana do vacuolo parasitéforo, constituindo a parede
cistica, dando origem aos cistos teciduais, responsaveis pela fase cronica da doenca
(Dubey, 1998a; Tenter e cols., 2000).

Cistos teciduais variam de tamanho, os jovens podem medir cerca de 5 pm
de didametro, com apenas dois bradizoitos no interior, até cistos mais maduros, que
podem conter centenas de parasitos, alcancando cerca de 60 pm (Dubey e
Carpenter, 1993; Dubey e cols., 1998). O tamanho do cisto depende de sua idade,
do tipo da célula hospedeira e da cepa de T. gondii (Weiss e Kim, 2000). No cérebro,
0s cistos sdo muitas vezes de formato esferoidal e raramente alcangam um diametro
de 70 um, enquanto 0s cistos intramusculares sdo alongados e podem chegar até
100 pm de comprimento (Dubey e cols., 1998).

A parede cistica tem sua origem de moléculas da célula hospedeira e do
parasito (Ferguson e Hutchison, 1987) e é rica em agucares e outros polissacarideos
(Speer e cols.,1998; Weiss e Kim, 2000; Guimaréaes e cols., 2003). Embora possam
ser encontrados em diversos tecidos, 0s cistos sdo mais prevalentes no sistema
neuronal e muscular, ou seja, cérebro, olhos, musculo esquelético e cardiaco
(Dubey e cols., 1998; Tenter e cols., 2000).



Introducdo

Cistos intactos provavelmente ndo causam leséo tecidual e podem persistir
durante toda a vida do hospedeiro, sem causar resposta inflamatéria (Dubey e
Welcome, 1988; Dubey e cols., 1998; Hill e Dubey, 2002). Acredita-se que a parede
do cisto possa conferir resisténcia evitando ruptura do cisto, protegendo os
bradizoitos de condicbes ambientais hostis, incluindo a resposta imunoldgica do
hospedeiro. Recentemente, a proteina de parede cistica CST1 foi identificada e com
papel crucial na integridade da parede, resisténcia contra 0 estresse mecanico e

também para a persisténcia dos bradizoitos (Tomita e cols., 2013).

2.1.3. Esporozoitos

Esporozoitos sdo as formas infectivas do T. gondii encontradas no interior
dos oocistos. Cada oocisto possui dois esporocistos com quatro esporozoitos cada.
Apds o processo de replicacdo sexuada, os oocistos sdo produzidos no epitélio
intestinal superficial dos felideos e eliminados ainda imaturos para o meio ambiente
juntamente com suas fezes. Em condi¢cbes adequadas de umidade e temperatura,
0s occistos sofrem maturacdo, tornando-se infectivos para diversos hospedeiros
(Dubey e Frenkel, 1972; 1973; Tenter e cols., 2000; Hill e Dubey, 2002; Dubey,
2008; 2009; Ferguson, 2009; Elmore e cols., 2010).

Ultraestruturalmente, os esporozoitos representam a forma intermediaria
entre taquizoitos e bradizoitos, considerando-se a quantidade de algumas organelas
(Speer e cols., 1998). Esses estagios apresentam numero intermediario de
micronemas, numerosos granulos densos semelhantes aos taquizoitos e quantidade
de granulos de amilopectina semelhante aos bradizoitos (Speer e cols., 1998).
Corpusculos lipidicos sdo numerosos nos esporozoitos, raro em taquizoitos e

ausentes em bradizoitos (Dubey e cols., 1998).
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Figura 1. Ultraestrutura das formas infectivas de T. gondii . Reproduzido e
adaptado de Dubey e cols. (1998).
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2.2. Ciclo biologico

Um dos pontos chave para a melhor compreensao da biologia do T. gondii e
da relevancia clinica da toxoplasmose € a alta complexidade do ciclo de vida do
parasito, tendo os felideos como hospedeiros definitivos exclusivos e uma grande
variedade de hospedeiros intermediarios, incluindo os proprios felideos e 0 Homem
(Dubey e Welcome, 1988; Dubey e cols., 2004; Schltter e cols., 2014).

Os hospedeiros se contaminam com este parasito principalmente através da
ingestao de cistos teciduais contidos em carnes cruas ou mal cozidas, de oocistos
presentes em alimentos ou agua ou ainda, pela transmissado congénita (Hill e Dubey,
2002). As vias de infeccdo também podem ocorrer por meio de tecidos
transplantados, transfusdes de sangue; e ingestéo de leite ndo pasteurizado (Tenter
e cols., 2000) (Figura 2).

A infeccdo via consumo de carne contaminada crua ou mal cozida (Dubey e
cols., 2005; Hill e cols., 2010), se estabelece quando apds a ingestdo do cisto sua
parede é digerida por enzimas proteoliticas no estbmago e intestino e os bradizoitos,
resistentes a essas enzimas, sao liberados. Ao alcancarem a lamina propria do
intestino, se diferenciam em taquizoitos, se multiplicam e em poucas horas se
disseminam para outros tecidos, por meio do sangue ou da linfa.

Os felinos adquirem a toxoplasmose principalmente pelo carnivorismo, por se
alimentarem de presas infectadas (aves e roedores). Quando infectados estabelece-
se o ciclo enteroepitelial, que corresponde a replicacado sexuada, culminando com a
producéo de oocistos (Dubey e cols., 1970). Em condi¢cdes adequadas de umidade e
temperatura, oocistos esporulam e se tornam infectivos dentro de 1-5 dias, podendo
sobreviver por anos no meio ambiente. Dependendo da cepa de T. gondii, a
ingestao de apenas 10 oocistos esporulados pode causar infeccdo em hospedeiros
intermediarios e também como fonte de infeccdo dos hospedeiros definitivos (revisto
em Tenter e col., 2000). Apos a ingestao de oocistos por novos hospedeiros, atraves
da agua, alimentos e solo contaminados, da mesma forma que 0s cistos, 0s oocistos

sofrem acdo das enzimas proteoliticas no estdmago liberando os esporozoitos, que
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a depender do hospedeiro, ira estabelecer o ciclo sexuado ou assexuado do
parasito.

A transmiss&o congénita ocorre durante a fase aguda da doenca em mulheres
gravidas soronegativas, quando o0s taquizoitos encontram-se no sangue, e
atravessam a placenta e infectam o embrido ou feto (Montoya e Remington, 2008). A
fase da gestacdo em que a toxoplasmose € adquirida pela gestante é um importante
fator nos indices de transmissdo do parasito e na severidade da infec¢do congénita.
O risco de infeccao fetal aumenta com a idade gestacional, mas a severidade dos
sintomas clinicos diminui ao longo do tempo. Durante o primeiro trimestre, a
transmissdo € relativamente baixa (<20%) mas, se aproxima de 80% no ultimo
trimestre (Jones e cols., 2003; Ortiz-Alegria e cols., 2010; revisto em Schliter e cols.,
2014).

Desta forma, podemos observar que o ciclo do T. gondii, além de complexo, é
também dindmico considerando-se que o0 parasito pode ser transmitido do
hospedeiro definitivo para o intermediario e vice-versa, bem como entre os

hospedeiros definitivos e entre os hospedeiros intermediarios (Tenter e cols., 2000).
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Figura 2. Ciclo de vida do T. gondii: Ciclo biolégico ilustrado mostrando as vias de

transmissao entre os hospedeiros intermediarios e definitivos (Moura e cols., 2009).
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2.2.1. Ciclo enteroepitelial ou sexuado

Os gatos domésticos podem excretar milhdes de oocistos apos ingerir qualquer
um dos trés estagios infectantes do T. gondii: taquizoitos, bradizoitos e
esporozoitos. O tempo de pré-paténcia (correspondente ao periodo da ingestédo até
a liberacdo dos oocistos no ambiente) e a freqiéncia da liberacdo destes oocistos,
dependem da forma infectante ingerida (revisto em Dubey, 1998a; Dubey, 2002;
2006). Desta forma, a liberac&o de oocistos pelos gatos pode ocorrer de 3 a 10 dias
apos a ingestao de cistos teciduais (Dubey, 2006), de 11-17 dias apés a ingestao de
taquizoitos (Dubey, 2002) e 18 ou mais dias ap0s ingestdo de oocistos (Dubey,
2001, 2005; Dubey e Frenkel, 1972, 1976).
Paralelamente, o ciclo assexuado ocorre também nos felinos gerando lesdes
semelhantes aquelas observadas no quadro clinico dos hospedeiros intermediarios
(Dubey e Frenkel, 1972). ApGs a ingestdo dos cistos teciduais ou oocistos pelos
gatos, a parede do cisto e do oocisto é destruida por enzimas proteoliticas do
estbmago e intestino delgado, liberando os bradizoitos e esporozoitos,
respectivamente, que penetram na parede intestinal. De acordo com Ferguson
(2004), os esporozoitos intracelulares se diferenciam em taquizoitos, enquanto o0s
estagios bradizoitos serdo os Unicos competentes para iniciar o ciclo enteroepitelial,
gerando entdo os merozoitos, dando inicio ao ciclo sexuado do T. gondii no
hospedeiro definitivo (Figura 3). Os taquizoitos e merozoitos proliferam-se
rapidamente dentro de um hospedeiro. A diferenca entre estes estagios € que
taquizoitos proliferam indiscriminadamente em todas as células nucleadas e se
disseminam para todos os tecidos do hospedeiro, enquanto os merozéitos tem a
proliferacdo limitada a algumas geracdes (2-4) dentro dos enterécitos do intestino
felino. O papel de bradizoitos e esporozoitos € transmitir a infeccdo entre
hospedeiros e para tal, estas formas do parasito tém que sobreviver aos rigores do
ambiente externo e/ou do trato digestivo do novo hospedeiro. Nos enterdcitos que
contem bradizoitos, se inicia o desenvolvimento de varias geracdes de T. gondii
(Dubey e Frenkel, 1972), que se caracterizam por cinco tipos de T. gondii
morfologicamente distintos, esquizontes ou estagios enteroepiteliais (tipos: A, B, C,
D e E). Os esquizontes se multiplicam exclusivamente nas células superficiais
intestinais (enterocitos) dos felinos e apdés a replicacdo por endopoligenia déo

origem aos merozoitos (Dubey e Frenkel, 1972; Frenkel e Dubey, 1972). Os
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merozoitos maduros liberados sdo capazes de invadir novos enterocitos e se
diferenciar em estagios sexuados, tanto microgametécito quanto macrogametécito
(Ferguson, 2009) (Figura 4).

Os fatores envolvidos no destino dos merozoitos sdo desconhecidos, entretanto
sabe-se que o0s ciclos assexuados iniciais S40 necessarios para aumentar a
densidade de parasitos no intestino seja devido ao desenvolvimento sexuado bem
sucedido, onde os gametas, masculino e feminino, devem se encontrar; ou ainda
devido a cada macrogameta produzir apenas 1 oocisto, existindo a demanda de
milhares de merozoitos capazes de se diferenciar em macrogametas para produzir
uma grande quantidade de oocistos (milhdes) como tem sido observado nas fezes
de felinos (Ferguson, 2009).

A gametogénese do T. gondii ocorre nas células superficiais do intestino
delgado, mais comumente na regiao jejuno-ileal. Tem sido proposto que 0s gametas
masculinos biflagelados ou microgametas evadem das células da parede intestinal,
alcancam a luz intestinal e sdo atraidos pelos gametas femininos ou macrogametas
no interior dos enterocitos (revisto por Speer e Dubey, 2005; Ferguson, 2009). Ao
invadirem as células contendo os macrogametas ocorre a fecundacao, dando origem
ao ovo ou zigoto com a formacdo da parede do oocisto. As células epiteliais
infectadas se rompem e 0s oocistos imaturos alcangam o limen intestinal (Dubey e
Frenkel, 1972), que séo liberados junto com as fezes do felino no ambiente.

Existem hipoteses de que o ciclo sexuado deste parasito deva ser orquestrado e
modulado por moléculas presentes nos enterécitos de felideos que induzem as
fases citadas acima, ja que estas formas ocorrem exclusivamente nesse hospedeiro
(Moura e cols., 2009).

10
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Taquizoitos < — /dizoitos
MeroIoitos
Formas sexuadas
Oocistos
Esporozoitos

Figura 3. Linhas de diferenciacdo do T. gondii. O diagrama mostra as linhas de
desenvolvimentos e estagio-conversdes que ocorrem entre as diferentes formas
infectivas durante o ciclo de vida do Toxoplasma gondii. As setas inteiras
representam as conversdes ja estabelecidas, enquanto as cruzes representam as

conversdes que provavelmente ndo ocorrem (Ferguson, 2004).
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Figura 4. Ciclo enteroepitelial do  T. gondii: Estagios enteroepiteliais do ciclo do
Toxoplasma gondii nas células epiteliais superficiais do intestino delgado do gato
doméstico. Criacdo e adaptacdo por M. Moura e H. S. Barbosa (2009) com base
principalmente nos artigos de Ferguson (2004) e Speer e Dubey (2005).

2.2.1.1. Esquizonte do Tipo A
E o primeiro estagio de desenvolvimento observado no intestino dos gatos, a

partir de 12 h de infec¢do. Possuem nucleo centralizado, podem ser corados pelo
Giemsa e nao sédo reativos ao acido periédico de Shiff (PAS). Esse estagio é
observado em enterdcitos superficiais e as vezes na lamina prépria intestinal (Dubey

e Frenkel, 1972).
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2.2.1.2. Esquizonte do Tipo B

Ocorre de 12 a 54 h poés-infeccdo. A divisdo destes organismos ocorre por
endodiogenia (Dubey e Frenkel, 1972). Localizam-se em um grande vacuolo
parasitéforo (VP) de membrana delgada, constituido por uma rica rede de
membranas tubulovesicular (RMT) (Dubey e Frenkel, 1972). Ultraestruturalmente
sdo muito similares aos taquizoitos, porém ocorrem exclusivamente em enterocitos
felinos, medindo 5,8x2,9 um. Possuem poucos e pequenos granulos de amilopectina
e roptrias pouco definidas (Dubey e Frenkel, 1972). Muitos esquizontes do tipo B
permanecem no mesmo VP ap0ls varias divisbes e formam estruturas grandes
multinucleadas. Estas formas multinucleadas apresentam numerosos Ccorpos
lipidicos e mitocondria com matriz eletrondensa moderada (Dubey e Frenkel, 1972;
Speer e cols., 1998; Speer e Dubey, 2005).

2.2.1.3. Esquizonte do Tipo C

Os esquizontes do tipo C se desenvolvem a partir de 24 h no interior do VP em
forma de roseta. Individualmente sdo alongados com o nucleo subterminal (Dubey e
Frenkel, 1972) e medem cerca de 6,0x1,5 um, multiplicando-se no interior de
enterécitos ou linfécitos intraepiteliais por endopoligenia. Ultraestruturalmente, os
esquizontes do tipo C contém poucos micronemas, poucos granulos densos, muitos
corpos lipidicos e pequenas mitocondrias (Speer e Dubey, 2005). A forma
intermediaria do esquizonte do tipo C apresenta varios ndcleos com nucléolos
evidentes. O VP ndo contém RMT e a membrana do VP é intimamente associada a
membrana do esquizonte. Eventualmente, 0os merozoitos brotam na superficie do
esquizonte formando um corpo residual medindo aproximadamente 2x3 um,
contendo residuos de mitocondria, ribossomos, reticulo endoplasmatico e granulos

de amilopectina (Speer e cols., 1998; Speer e Dubey, 2005).

2.2.1.4. Esquizonte do Tipo D
A partir de 32 horas a 15 dias pos-ingestéo de cistos teciduais, 0s esquizontes
do tipo D sédo observados em grande quantidade nas células epiteliais da base das
vilosidades intestinais e medem cerca de 5,8x1,3 um. Ultraestruturalmente, os
esquizontes do tipo D apresentam roptrias eletrondensas e vacuolos preenchidos
com material granular localizados acima do complexo de Golgi (Speer e Dubey,

2005).
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2.2.1.5. Esquizonte do Tipo E

A partir de 3 a 15 dias pos-infeccédo sédo observados esquizontes do tipo E, que
medem cerca de 4,5x1,1 um e surgem a partir de esquizontes do tipo D que
migraram para células vizinhas e se replicaram por endopoligenia. Embora
compartilhem caracteristicas morfolégicas com estagios anteriores, esquizontes do
tipo E e merozoitos apresentam caracteristicas distintas: nas fases inicial e
intermediaria exibem forma angular com numerosas mitocondrias proeminentes.
Durante a fase tardia de endopoligenia, merozoitos emergem de um corpo residual
localizado no centro do esquizonte. Possuem réptrias eletrondensas, mitocéndrias
grandes e diversos corpos granulares (Speer e Dubey, 2005).

As fases evolutivas, tipos A, B, C, D e E, parecem ser exclusivas do ciclo do T.
gondii, uma vez que em estudos com outros coccideos, estes tipos nunca foram
observados (Dubey e Frenkel, 1972). Os tipos A, B e C acontecem de forma
sequencial, ou seja, o tipo A conduz a formacéao dos tipos B e C, estes amadurecem
rapidamente e desaparecem conforme vao surgindo as formas do tipo D. Os
gametoécitos s6 sdo observados na auséncia dos tipos A, B e C. Os tipos D e E
ocorrem simultaneamente com 0s gametas, sugerindo que estas fases sejam
precursoras dos gametas ou variantes do mesmo estagio bioldgico evolutivo (Dubey
e Frenkel, 1972).

2.2.1.6. Gametas e oocistos

Gametas e oocistos estdo presentes de 4 a 6 dias apos a infeccao e se
desenvolvem exclusivamente nos enterocitos. Os merozoitos maduros formados por
endopoligenia sé&o liberados, podem invader novos enterdcitos e entrar em repetidos
ciclos de replicacdo assexuada ou se diferenciarem em estagios sexuados, tanto
microgameta como macrogameta. Os microgametas (5,7x3,5 pum) possuem o nucleo
pequeno, citoplasma mais claro, comparando-se com 0s esquizontes tipos D e E,
além de dois flagelos (Dubey e Frenkel, 1972). Apresentam uma unica mitocondria,
nacleo eletrondenso e complexo membranar interno com aproximadamente 12
microtubulos. O VP que envolve o microgameta € preenchido por material
eletronlucente (Speer e Dubey, 2005).
Os termos microgameta e microgametécito sdo sindbnimos. O desenvolvimento se

inicia com uma fase proliferativa de divisbes nucleares repetidas, seguida do
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deslocamento dos nucleos para a periferia com marcada condensacdo de cromatina
periférica. O microgameta é formado por brotamentos de uma regido do citoplasma
contendo dois corpos basais, dos quais crescem dois longos flagelos, com uma
regido eletrondensa onde se visualizam o nucleo e a mitocéndria (Ferguson e cols.,
1974; Dubey e cols., 1998; revisto por Ferguson, 2009). Os microgametas maduros
sdo destacados do citoplasma residual e surgem como estruturas alongadas com
nacleo eletrondenso anterior a mitocdndria e aos corpos basais dos dois flagelos.
Devido a semelhanca com o espermatozodide o uso do termo gameta masculino foi
adotado. Ferguson e cols. (2008) mostraram o0 primeiro marcador de microgametas,
a proteina MORNL1, localizada na regido anterior deste estagio.

Assim como em microgametas, oS termos macrogameta e macrogametocitos
também sdo sinbnimos onde a maturacdo da origem a um Unico macrogameta. Os
macrogametocitos tém duas fungcdes muito importantes de sintetizar e estocar todos
0S nutrientes necessarios para a esporulagcdo do oocisto no meio ambiente e
sustentar a viabilidade dos esporozoitos por longos periodos, além de sintetizar
componentes especificos necessarios para formacao da parede do oocisto. Por este
motivo, durante o desenvolvimento, ndo ocorre divisdo nuclear, mas a medida que o
parasito cresce, grande quantidade de granulos de amilopectina e corpusculos
lipidicos séo sintetizados e armazenados no citoplasma. Estruturas especificas que
estardo envolvidas na formacéo da parede do oocisto podem ser identificadas nos
macrogametas: grande quantidade de granulos densos, bem como precipitados
eletrondensos no interior do reticulo endoplasmatico denominados corpos
formadores de parede do tipo 2 (WFB2) (Ferguson e cols., 1975; Dubey e cols.,
1998).

Speer e Dubey (2005) observaram a formacdo de uma parede eletrondensa
constituida por quatro membranas e o desaparecimento da MVP durante o
desenvolvimento do oocisto. Os oocistos ndo esporulados tém a forma sub-esférica
e quando esporulados, maduros, possuem dois esporocistos com quatro
esporozoitos em cada (revisto em Dubey e cols., 1998). A parede do oocisto &
composta por uma bicamada, sendo a camada externa mais fina do que a camada
interna (Speer e cols., 1998). Estas camadas nédo séo intimamente ligadas entre si,
uma vez que a camada externa pode ser facilmente retirada com o uso de
hipoclorito de sédio (Mai e cols., 2009; Fritz e cols., 2012; Dumetre e cols., 2013). A
parede do oocitos é composta em mais de 90% de proteinas (Fritz e cols., 2012).

Como essas proteinas sdo processadas na formacdo da parede ainda ndo esta
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esclarecido (Dumetre e cols., 2012). Estudos recentes sugerem forte contribuicdo de
ligagdo cruzada de proteinas ricas em tirosina na formacdo e enriqguecimento da
parede do oocisto em T. gondii e outros coccideos (Belli e cols., 2006; Dumétre e
cols., 2012) resultando no desenvolvimento de sua tipica autofluorescéncia azul (AF)
sob excitacdo UV (Fritz e cols., 2012). Esta organizacdo complexa também sugere
robustez da parede do oocisto que é importante em termos de mecanica (Belli e
cols., 2006; Dumetre e cols., 2012). Assim, a medi¢cdo de propriedades mecanicas
da parede do oocisto parece ser relevante durante a investigacdo da estrutura e
composicdo quimica de cada camada da parede do oocisto na resisténcia global do
oocisto a varios agentes fisicos e quimicos (Dumetre e cols., 2012). Dumetre e cols.
(2013) abordaram aspectos estruturais e quimicos da parede pela combinagdo de
tratamentos da sua superficie, imagens de fluorescéncia, microscopia eletrdnica e
medicdes de suas caracteristicas mecanicas por meio de microscopia de forca
atbmica. Estes estudos sugerem um papel chave da biologia mecéanica da parede do
oocisto na manutencdo da sua integridade no ambiente ou na resisténcia a

desinfetantes, e, assim, na sua alta infectividade para os seres humanos e animais.

3. Toxoplasmose: epidemiologia e patogenia

A toxoplasmose € uma zoonose com alta prevaléncia no mundo e acomete
aproximadamente 25-30% da populacdo mundial (Black e Boothroyd, 2000; Tenter e
cols., 2000). A soroprevaléncia varia de 10-80% entre 0s paises e até mesmo entre
as regibes de um mesmo pais (Schliter e cols., 2014). Os indices mais altos sédo
observados na América Latina e em paises da Africa tropical (Robert-Gangneux e
Darde, 2012). No Brasil, a taxa de infeccdo varia de 50-80% da populagéao
dependendo do local de estudo (Dubey, e cols., 2012). Esta variacdo pode ser
explicada por diversos fatores, como a presenca e quantidade de felinos no local,
clima, cultura e habitos regionais (Halonen e Weiss, 2013).

Muitas das infec¢cdes em humanos sdo em decorréncia do consumo de carne
crua ou mal cozida (Tenter e cols., 2000; Dubey e cols., 2005). Entretanto, a
prevaléncia em populacbes que ndo consomem carne ou que a consomem bem
cozida, sugere que a transmissao via oocistos através do solo, agua e/ou vegetais
crus ou nao higienizados, € também de grande relevancia (Roghmann e cols., 1999;
Chacin-Bonilla e cols., 2001). Nao menos importante, a transmissao via taquizoitos

pode ocorrer em alguns casos, como pela ingestdo de leite contaminado né&o
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pasteurizado e pela transmissédo congénita da mae para o feto durante a gestacao.
Casos de taquizoitos em érgaos transplantados e de infeccdo durante a transfusao
de sangue também séao relatados (Tenter e cols., 2000; Hill e Dubey, 2002; Tenter,
2009).

Quando ocorre a ingestdo de cistos teciduais contendo bradizoitos ou de
oocistos contendo esporozoitos, estes se diferenciam em taquizoitos, estdgio em
gue o parasito se multiplica rapidamente, se disseminando para diversas células e
tecidos do hospedeiro, causando danos teciduais e ativando respostas inflamatorias.
O principal mecanismo de resisténcia ao T. gondii se deve ao tipo de resposta
priméria, mediada por células Th-1 que depende da produc¢éo de interleucina-12 (IL-
12) e interferon-y (IFN-y) (Gazzinelli e cols.,1994; Sher e cols., 2003). A sintese de
IL-12 é estimulada por células dendriticas, macréfagos e neutréfilos, que séao
infectados pelo parasito na fase inicial. Desta forma, a IL-12 induz a sintese de IFN-
y por células NK e linfécitos T. IFN-y leva a ativagcdo de varios mecanismos
microbicidas (intermediarios reativos de oxigénio, privacdo de triptofano, Oxido
nitrico, dentre outros) que limitam a proliferacdo de taquizoitos (Yarovinsky, 2014).
Frente a esses mecanismos de resposta, taquizoitos se diferenciam em bradizoitos,
iniciando um processo de replicacao lenta, acompanhada de uma reorganizacao na
membrana do vacuolo parasitoforo, induzindo a formacao da parece cistica.

Os cistos podem ser detectados entre seis a sete dias apos a infeccao (Dubey
e cols.,1998) e podem conter centenas de bradizoitos no seu interior. Essas formas
podem persistir por longos periodos em diversos tecidos de seus hospedeiros.
Entretanto, ndo sao totalmente estaveis e parecem liberar esporadicamente
bradizoitos que podem se converter a taquizoitos, invadir novas células adjacentes e
interconverter a bradizoito, formando novos cistos teciduais mesmo em hospedeiros
imunocompetentes. Os cistos sdo encontrados principalmente nos tecidos muscular
e nervoso, mas também ha relatos de identificacdo de cistos em Orgéos viscerais,
como pulmdes, figado e rins (revisto por Skariah e cols., 2010). Essas formas
caracterizam a fase crbnica da doenca. Acredita-se que a parede cistica forneca
estabilidade e protecdo aos parasitos contra a acédo efetora do sistema imune do
hospedeiro, facilitando a persisténcia dos cistos por longos periodos no organismo
(Weiss e Kim, 2000). Com a queda da resposta imune, como ocorre em pacientes
com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), ou em pacientes que
receberam drogas imunossupressoras, ocorre a reativacdo da infeccdo. Esta

reativacdo leva a liberacdo de bradizoitos e taquizoitos com rapida disseminacéo,
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resultando em destruicdo celular, provocando les6es em diversos orgaos, podendo
ocasionar pneumonias e encefalite aguda (Halonen e Weiss, 2013).

A infeccdo primaria adquirida durante a gravidez pode resultar em
toxoplasmose congénita e aborto. Como consequéncia da transmissao do parasito
durante a gravidez, as lesdes ocasionadas pela infeccdo do feto, incluem a
coriorretinite e retardo mental, que podem se tornar aparentes meses ou anos apos
0 nascimento. A incidéncia de toxoplasmose congénita foi avaliada em diferentes
paises e acredita-se que o indice seja de 3,3 a cada 10.000 nascimentos na Franca
e 1 a cada 3.000 nascimentos no Brasil (Neto e cols., 2000;. Villena e cols., 2010;
revisto em Schluter e cols., 2014).

Atualmente existem drogas que atuam efetivamente sobre as formas
taquizoitas, como a associacdo de sulfadiazina com pirimetamina (Montoya e
Liesenfeld, 2004). Esses medicamentos, no entanto, surtem pouco ou nenhum efeito
em bradizoitos no interior de cistos encontrados na fase cronica, além de
ocasionarem efeitos colaterais (de Souza, 2014). Estes fatores conduzem a
necessidade da introducdo de novos medicamentos a partir da geracdo de
conhecimento sobre a toxoplasmose, como por exemplo, com relagcdo aos
mecanismos moleculares envolvidos na diferenciagéo, nos diferentes tipos celulares

onde ocorre o ciclo de vida do T. gondii.

4. Linhagens clonais do T. gondii

A maioria dos isolados identificados na Europa e na América do Norte pertence
a um dos trés genotipos: tipos I, Il ou lll. As linhagens apresentam cerca de 1% de
variabilidade genética, sendo variacdes dentro de cada gendtipo consideradas raras
(Boothroyd e Grigg, 2002; revisto em Montoya e Liesenfeld, 2004).

Diferencas significativas quanto a viruléncia em camundongos foram
encontradas entre essas trés linhagens clonais. Linhagens do tipo I, como a RH, séo
altamente virulentas. As linhagens do tipo Il, como a ME49, sdo menos virulentas e
do tipo Il sdo moderadamente virulentas (Howe e Sibley, 1995; revisto em Weiss e
Kim, 2000; Ajzenberg e cols., 2002; Montoya e Liesenfeld, 2004). Pressupde-se que
o tipo clonal possa determinar a viruléncia do parasito em humanos (Boothroyd e
Grigg, 2002; Saeij e cols., 2005).

Estudos na Europa e Estados Unidos indicam que cepas pertencentes ao tipo Il

sdo encontradas com mais frequéncia em animais e humanos (Howe e cols., 1997;
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Fuentes e cols., 2001). Em contrapartida, Ajzenberg e cols. (2009) analisaram 88
isolados de T. gondii de pacientes imunocomprometidos e nao encontraram
diferencas especificas significativas. Os mesmos autores ndo encontraram cepas
tipo | em amostras de mais de 500 pacientes que apresentavam sinais clinicos
diferenciados da toxoplasmose (Ajzenberg, 2010), ainda ndo havendo evidéncias de
que sintomas especificos da doenca estejam associados com determinados
genatipos do T. gondii (Schliter e cols., 2014).

Algumas cepas pertencem a outros grupos distintos e foram denominadas cepas
atipicas, sendo mais frequentes em outras regides do mundo, como a Ameérica
Latina (Ajzenberg, 2010). Cepas atipicas sdo geradas a partir de cruzamento de
duas cepas distintas durante o ciclo sexuado do parasito no intestino de felideos
infectados, dando origem a esporozoitos com um perfil genético diferenciado.

Particularmente no Brasil, a populacdo de T. gondii tem sido descrita como
extremamente diversificada. Acredita-se que mulheres gestantes com imunidade
desenvolvida contra gendétipos classicos, podem ndo responder com eficacia as
novas infec¢cdes adquiridas causadas por essas cepas atipicas (Lindsay e Dubey,
2011). A interpretacao dos sintomas clinicos durante a toxoplasmose como indicador
de efeitos dependentes do tipo do parasito € ainda mais complicada, devido a
variedade de vias de transmissdo. A contaminacdo da 4gua potavel com oocistos
pode causar surtos locais de toxoplasmose (Jones e Dubey, 2010; Baldursson e
Karanis, 2011), como ja descritos no Canada (Bowie e cols., 1997), India
(Palanisamy e cols., 2006; Balasundaram e cols., 2010) e Brasil (Bahia-Oliveira e
cols., 2003; de Moura e cols., 2006; Vaudaux e cols., 2010).

5. Aspectos da interacdo T. gondii — célula hospedeira

Os membros do filo Apicomplexa sdo parasitos intracelulares obrigatérios que
tém a necessidade de invadir as células hospedeiras para se multiplicar e ainda,
migrar através dos tecidos. A invasdao é um processo rapido (menos de 1 min)
(Morisaki e cols., 1995; Drewry e Sibley, 2015), envolvendo as etapas de
reconhecimento, adesdo e penetracdo ativa na célula hospedeira (Carruthers e
Boothroyd, 2007). Como nao possuem pseudépodes, cilios ou flagelos, os
Apicomplexa utilizam um tipo de motilidade, conhecido como “gliding”, ou seja,
motilidade por deslizamento (Drewry e Sibley, 2015). De acordo com os modelos

atuais existentes, a forca gerada pela motilidade por deslizamento pode ser
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explorada para a movimentacao ao longo do substrato, para invasao de uma célula
hospedeira ou de barreiras bioldgicas, ou ainda para o egresso da célula hospedeira
(Sibley, 2011). A motilidade por deslizamento é impulsionada por um complexo
motor formado por actina e miosina, conhecido por glideossomo (revisto em Boucher
e Bosch, 2015).

A primeira etapa da invasao € o reconhecimento e adeséo a célula hospedeira,
etapa esta mediada pela secre¢cdo sequencial de proteinas dos micronemas,
predominantemente, adesinas (Carruthers e Sibley, 1997; Lebrun e cols., 2005;
Alexander e cols., 2005; Wang e cols.,2014). As adesinas irdo formar complexos
especificos de interacdo parasito-célula hospedeira sendo utilizadas para invadir
diversos tipos celulares. Uma vez secretadas, as MICs séo localizadas na superficie
de membrana do parasito para interagir com os receptores de superficie das células
hospedeiras (Carruthers e Tomley, 2008) através de dominios adesivos como
trombospondina tipo 1, EGF e integrinas (Anantharaman e cols., 2007). A conexao
entre as MICs e o complexo actina-miosina do protozoario em conjunto com
receptores ligantes de MICs da célula hospedeira permitem a entrada do parasito
(Sibley, 2011). A secrecédo de proteinas pelos micronemas também é regulada pelos
niveis citoplasmaticos de célcio, ions envolvidos na regulacdo de diversos processos
fisiol6gicos como, motilidade, extrusdo do condide e egresso do parasito (Caldas e
cols., 2010).

Logo apods a liberacdo das MICs, as réptrias secretam suas proteinas,
denominadas “rhoptry neck proteins” (RONSs). Este processo é critico para a
formacdo de uma estrutura conhecida com juncdo movel (JM) (Boothroyd e
Dubremetz, 2008; Besteiro e cols., 2011). A JM permite o ancoramento do parasito a
célula hospedeira durante a sua entrada e, estabelecida a adesao, é através deste
ponto que 0s parasitos se constrigem e invadem a célula hospedeira (Besteiro e
cols., 2011; Shen e Sibley, 2012). A JM move-se do polo apical para o polo posterior
do protozoario, conduzindo-o para a internalizacdo. O parasito exporta a proteina de
micronema AMA1 para sua superficie e insere sua proteina de roptria RON2 e
outras RON, como receptores na superficie da célula hospedeira. Este evento facilita
o tropismo do T. gondii por diversos tipos celulares (Lebrun e cols., 2005; Alexander
e cols., 2005; Besteiro e cols., 2011; revisto em Shen e Sibley, 2012; revisto em
Frénal e Soldati-Favre, 2015).

Entretanto, durante todo esse processo, a membrana da célula hospedeira

também participa ativamente, sendo uma de suas fun¢des ativar respostas celulares
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aos sinais de invasao, atraveés de vias de sinalizacao intracelulares. InteracGes entre
antigenos de superficie do parasito com a membrana da célula hospedeira sugerem
gue o parasito possa regular a sinalizacdo envolvendo receptores de membrana do
hospedeiro. Essa hipdtese foi sustentada por Stutz e cols. (2012) que mostraram
mudancas na expressao génica de células nao infectadas, por fatores secretados
pelo parasito, principalmente aqueles secretados pelos micronemas (revisto por
Blader e Koshy, 2014).

Atualmente existem 19 tipos de MICs conhecidas: MIC1-12, AMA1l, M2AP,
SUB1, ROM1, SPATR, PLP1, E TLN4, sendo que 10 (TgMIC1-4, TgMIC6-9,
TgMIC12 e SPATR) contém diferentes dominios de adesdo semelhantes aos
encontrados em proteinas (integrinas, EGF, trombospondinas e lectinas) de
vertebrados que reconhecem receptores na superficie das diversas células
hospedeiras, como heparan sulfato, proteoglicanas e laminina. A existéncia destes
diferentes complexos sugere que interacbes moleculares estariam envolvidas na
movimentacdo do parasito através das barreiras biologicas, enquanto outros
estariam envolvidos na penetracdo na célula hospedeira, capacitando o parasito
para o reconhecimento de uma maior variedade de receptores, amplificando assim
sua gama de hospedeiros (revisto por Wang e Yin, 2015).

Wang e cols. (2014) reportaram pela primeira vez a interacdo de MIC2 de T.
gondii com duas proteinas da célula hospedeira, LAMTOR1 e RNaseH2B e
sugeriram que MIC2 possa desempenhar importante papel na modulacdo da
transducéo de sinais da célula hospedeira, bem como outros processos biolégicos
além da adeséao.

Outra proteina de micronema que tem despertado a atencdo € a MIC3. Esta
proteina pode se ligar a receptores de ampla variedade de hospedeiros atraves de
seu dominio ligante estrutural, por isso esta fortemente associada com o processo
de invasdo e com a viruléncia durante a infeccdo e é expressa em taquizoitos,
bradizoitos e esporozoitos demonstrando excelente resposta imunologica (Wand e
Ying, 2015).

Ao mesmo tempo que o T. gondii invade a célula hospedeira, seu VP é
formado. A JM é importante para propulsionar o parasito para o seu VP, mas
também parece estar envolvida na formacéo e definicAo da composicao bioquimica
da membrana do VP. O complexo molecular formado pelas proteinas da JM poderia
participar no processo seletivo de proteinas da membrana da célula hospedeira que

irdo se incorporar a membrana do VP. Por exemplo: proteinas transmembranas do
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tipo 1 sao excluidas, enquanto proteinas transmembrana ancoradas a
glicosilfosfatidilinositol compéem o vacuolo (Charron e Sibley, 2004, revisto em
Besteiro e cols., 2011). Essa composic¢ao ira contribuir para o desenvolvimento do
parasito e também prevenir a fusdo com os lisossomos da célula hospedeira
(Morisaki e cols., 1995; revisto em Besteiro e cols., 2011), uma vez que essa fusao
resultaria na degradacdo do PV mediada por autofagia (Ling e cols., 2006; revisto
em Bladder e Koshy, 2014).

A membrana do vacuolo parasitoforo (MVP) € bioquimicamente modificada
por intensa exocitose de moléculas das réptrias e granulos densos (Carruthers,
2002). As roptrias fornecem proteinas e lipideos, através de vesiculas, essenciais
para a formacdo da MVP. Estas organelas sao enriquecidas em colesterol e
fosfatidilcolina e descarregam seus conteddos durante o processo de invasao
(Coppens e Joiner, 2003). Durante o processo de multiplicacdo do parasito, ocorre
aumento significativo da extensdo da MVP. Alguns autores atribuem este aumento a
incorporacao de moléculas provenientes de organelas do hospedeiro como o reticulo
endoplasmatico, mitocéndria e lipidios (de Melo e de Souza, 1997; Sinai e cols.,
1997; Gomes e cols., 2014). Ensaios farmacologicos, nos quais 0 colesterol da
membrana plasmatica da célula hospedeira foi depletado antes da infecgao,
revelaram reducéo na taxa de invaséo e formacao do VP (Sehgal e cols., 2005).

As proteinas dos granulos densos (GRA) também participam da modificacéo
do VP, bem como da parede cistica derivada do VP e sdo secretadas logo apés a
interiorizacdo dos parasitos (Mercier e Cesbron-Delauw, 2015). As GRA sao
exocitadas tanto durante quanto apds a invasdo e podem permanecer no limen do
VP ou estarem associadas tanto a MVP quanto a rede de membranas
tubulovesiculares no VP (revisto em Nam, 2009; Mercier e Cesbron-Delauw, 2015).

Apés serem secretadas, a localizagdo das GRA tanto no VP quanto na parece
do cisto, em conjunto com resultados obtidos de andlises fenotipicas de parasitos
silenciados para diversos genes de GRA, tém sugerido que as proteinas GRA séo
importantes na modificagdo do VP em um compartimento metabolicamente ativo e
na sua subsequente transformacdo em parede cistica (Lebrun, 2013; revisto em
Mercier e Delauw, 2015).

Nos ultimos 10 anos, 16 genes para GRA (GRA1l, GRA2, GRA3, GRA4,
GRA5, GRA6, GRA7, GRA8, GRA9, GRA12, GRA14, GRA19, GRA20, GRAZ21,
GRA23, GRA25, e suas proteinas codificadas foram caracterizados (Mercier e cols.,

2005; 2010; Mercier e Delauw, 2015). Apesar dessas proteinas ndo apresentarem
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homologia entre si ou com outras proteinas de funcdes conhecidas, elas foram
definidas como da familia GRA, com base na sua co-localizagdo nos granulos
densos. Entretanto, o proteoma total dos granulos densos depende da purificacéo
destas organelas, ndo tendo sido acessado at¢é o0 momento em nenhum
apicomplexa.

Com excecdo da GRAL, que foi descrita como proteina soluvel (Cesbron-
Delauw e cols., 1989), todas as GRA apresentam um curioso comportamento duplo,
por serem parte sollveis e parte associadas a membrana do VP, ou seja, se
localizam direta e indiretamente com: (i) a membrana do VP (GRA3, GRA5, GRA7,
GRAS8, GRA14, GRA19, GRA20, GRA21, GRA23) e suas longas e finas extensdes
gue emergem para o citoplasma da célula hospedeira (Hsiao e cols., 2013; Masatani
e cols., 2013); (ii) as estruturas vacuolares da célula hospedeira (GRA7) (Coppens e
cols., 2006); ou (ii) a rede de membranas nanotubulares intravacuolares que
conectam os parasitos a MVP (GRA2, GRA4, GRA6, GRA9, GRA12) (Mercier e
Delauw, 2012). Dentre as proteinas GRA descritas e caracterizadas, a sua maioria é
expressa em grande quantidade em taquizoitos e bradizoitos, contribuindo para o
desenvolvimento de um VP funcional e para a formacdo da parede cistica.
Localizadas na interface parasito-célula hospedeira, algumas dessas proteinas
parecem estar envolvidas na modulacdo de respostas da célula hospedeira, como
recém demonstrado para as GRA6 e GRA7 (Ma e cols., 2014; Alaganan e cols.,
2014; revisto em Mercier e Delauw, 2015).

Outras proteinas GRA, que podem ser secretadas preferencialmente durante o
desenvolvimento de esporozoitos ou durante todo ciclo celular do T. gondii, parecem
ser secretadas para o VP antes de serem direcionadas para o nucleo da célula
hospedeira. Essas proteinas podem contribuir com outras funcdes essenciais, como
a reprogramacdao da célula hospedeira.

Em outro estudo, Okada e cols. (2013) identificaram uma nova GRA, a
GRA22. Parasitos que foram silenciados para esta proteina egressaram da célula
hospedeira antes do que a populacdo controle, sugerindo que a GRA22 esta

envolvida na regulacdo do egresso do T. gondii.

6. Aspectos da diferenciacdo do T. gondii: estudos in vitro e in vivo

6.1. Cistogénese
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A persisténcia de estagios latentes (cistos) em animais € fator chave de
transmissdo da doenca para humanos. A persisténcia do parasito envolve pelo
menos 3 processos: (i) diferenciagdo dos estdgios multiplicativos rapidos
(taquizoitos) em estagios mais lentos metabolicamente (bradizoitos) em um
processo conhecido como estagio conversao; (ii) formacéo de cistos intracelulares e,
(i) longa sobrevivéncia dos cistos em hospedeiros imunocompetentes (Schliter e
cols., 2014). A diferenciagdo em organismos unicelulares € um fenbmeno temporal,
frequentemente associado a alteracdo das condicbes ambientais. Para muitos
protozoarios parasitos, a diferenciacdo € um processo obrigatorio, com diferentes
estagios evolutivos dentro do seu ciclo de vida, necessarios para 0 sucesso da
transmissao entre hospedeiros (Dzierszinski e cols., 2004).

Dada a importancia do desenvolvivento de cistos teciduais nos hospedeiros do
T. gondii como um dos principais mecanismos de persisténcia da infeccdo, diversos
trabalhos tém concentrado atencdo no desenvolvimento de métodos para melhor
compreensao da diferenciacdo em bradizoitos, embora as bases moleculares para o
desenvolvimento desta modificacdo ainda sejam desconhecidas (White e cols.,
2014).

A estagio conversao é associada com a regulacao positiva e negativa de varios
genes expressos em estagios especificos (Behnke e cols., 2008; Naguleswaran e
cols., 2010) que codificam varias proteinas de superficie, proteinas de choque
térmico, enzimas em especial da via glicolitica, proteinas secretoras/excretoras,
proteinas de parede cistica, fatores de transcricdo e outros (Manger e cols., 1998;
Radke e cols., 2005; Naguleswaran e cols., 2010).

Cepas de T. gondii avirulentas do tipo Il (VEG, ME49; Beverley, Prugniaud e
NTE), produzem cistos teciduais espontaneamente in vitro com mais frequéncia
(Lindsay e cols., 1993; McHugh e cols.,, 1993) e em maior niumero quando
comparadas as cepas virulentas do tipo | (cepa RH e BK) (Bohne e cols., 1994;
Bohne e cols., 1999). Os cistos formados in vitro S&0 menores e em menor
guantidade do que aqueles obtidos in vivo (Tomavo e cols., 1991; Bohne e cols.,
1994; Gross € cols., 1996).

Alguns estudos sobre a estagio conversao taqui<bradi propéem que o tipo
celular néo influencia na formacéo de cistos teciduais (Lindsay e cols., 1991). Esta
proposta € sustentada por resultados mostrados em varios estudos onde a
interconversdo pode ser induzida in vitro por mudancgas na temperatura ou no pH do

meio (Soéte e cols.,1994), por citocinas pro-inflamatérias ou inibidores de
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mitocondria (Bohne e cols.,1994), ou delecdo de nutrientes do meio (Fox e cols.,
2004). Soéte e cols. (1994) detectaram antigenos especificos para bradizoitos
(BAG-1) e formacdo de estruturas cisticas em culturas celulares das linhagens Vero
e HFF infectadas com T. gondii (cepa RH), quando submetidas a estresse fisico e
metabdlico.

Ferreira e cols. (2009a,b) empregando células musculares esqueléticas
sugeriram que fatores inerentes ao tipo celular possam ser determinantes na
formacao de cistos. As culturas primarias de células musculares esqueléticas foram
infectadas com taquizoitos de cepa virulenta tipo | (RH) e verificou-se a conversao
de taquizoito para bradizoito na auséncia de estimulos exdgenos de estresse. Além
disso, linhagens de células musculares mostram ser mais eficientes na capacidade
de conversdo de taquizoitos para bradizoitos quando comparadas as culturas de
fibroblastos, reforcando a idéia de que o fendmeno de conversdo do T. gondii esta
certamente associado a outros fatores, como por exemplo, o nicho celular onde a
infeccéo se estabeleca (Ferreira-da-Silva e cols., 2008, 2009a,b).

Células HeLa e células L (fibroblastos), infectadas com taquizoitos de T. gondii
cepas RH e Beverley, demonstraram a conversdo espontanea para bradizoitos e
formacao de cistos teciduais. E ainda, estes cistos foram infectivos para gatos
jovens, levando a producdo de oocistos. Esses resultados indicam que cistos
teciduais produzidos in vitro sdo biologicamente iguais aos produzidos in vivo
(Matsubayashi e Akao, 1963).

A descoberta de antigenos estagio-especifico, e consequente producdo de
anticorpos contra esses antigenos, favoreceram os estudos da cistogénese in vitro,
com cepas avirulentas (tipos Il e Ill) de T. gondii (Weiss e Kim, 2000) e dos
mecanismos de conversao in vitro do parasito (Bohne e cols., 1993; Lindsay e cols.,
1993; McHugh e cols., 1993; Soete e cols., 1993; Bohne e cols., 1994; Gross e
Bohne, 1994; Soete e cols., 1994; Gross e cols., 1996, Sahm e cols., 1997;
Guimaraes e cols., 2008).

O emprego do anticorpo CC2 especifico para parede cistica possibilitou
identificar cistos teciduais em cultura de astroctios e de neurbnios de tecido de feto
humano, com a cepa ME49 (Halonen e cols., 1996). Em sistemas in vivo, quando
bradizoitos sédo inoculados em camundongos por qualquer via, o periodo minimo
para formacdo de cistos teciduais biologicamente funcionais é de 6 dias pos-
infeccdo (Dubey e Frenkel, 1976). Outros ensaios in vivo demonstraram que todos

os bradizoitos convertem para a forma taquizoita apds 18 horas pos infeccdo e
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foram negativos para o antigeno BAG-5, que reconhece especificamente antigenos
de bradizoitos, 48 horas pos infeccdo (Dubey, 1997).

Weiss e colaboradores (1995) usaram o anticorpo anti-BAG5 e observaram a
formacao de cistos trés dias pos-indculo de estagios bradizoitos da cepa ME49 em
fibroblastos humanos. Os autores sugerem neste artigo que alguns bradizoitos
formem cistos teciduais diretamente sem conversao transitéria em taquizoito, como
também descrita por Guimaraes e colaboradores (2008, 2009), empregando células
musculares esqueléticas.

Weilhammer e cols. (2012) ao demonstrarem a formacao de cistos in vitro em
fibroblastos HFF e células Vero, mostraram a influéncia da célula hospedeira no
processo de encistamento. Paredes-Santos e cols. (2013) observaram que células
epiteliais LLC-MK2 ap0s 4 dias de infecgdo com taquizoitos da cepa EGS formaram
cistos de forma espontdanea em maior quantidade quando comparadas com

fibroblastos HSFS e linhagem de células da glia.

6.2. Ciclo enteroepitelial

A inducéo do ciclo sexuado por bradizoitos in vivo foi bem estudada, sendo
descrito que os felinos que ingeriram cistos teciduais desenvolveram o0s estagios
enteroepiteliais e formaram oocistos (Dubey e Frenkel, 1972; Hill e Dubey, 2002). Os
estudos desenvolvidos por Dubey e Frenkel (1998) indicam que o ciclo sexuado é
mais curto e a quantidade de liberacdo de oocistos é maior quando os felinos
ingerem cistos teciduais ou bradizoitos. Estudos prévios mais recentes
demonstraram o desenvolvimento de formas estruturais com caracteristicas
semelhantes as formas esquizontes de T. gondii em culturas de enterdcitos de
felinos in vitro, observadas por microscopia optica (Moura e cols., 2009). Essa
lacuna na biologia do parasito se reflete diretamente na auséncia de medidas de
controle da toxoplasmose em felideos. Além do pouco conhecimento a respeito do
ciclo enteroepitelial do parasito, os mecanismos moleculares que regulam a sua
diferenciagdo durante seu ciclo sexuado ainda n&do estdo bem esclarecidos. O
desenvolvimento de um modelo celular para o estudo do ciclo sexuado do T. gondii,

ainda é um grande desafio.

6.2.1. Linhagens celulares
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Nas Ultimas décadas, a utilizacdo de linhagens celulares representou um
grande avan¢o mundial em varios aspectos: no custo dos experimentos, rapidez na
obtencdo dos resultados e ainda, evitando sacrificio de animais (Balls, 2007). H&
uma caréncia de linhagens celulares de animais de grande porte, animais silvestres
e domeésticos, quando comparado as linhagens de animais de laboratério, mais
especificamente quando se considera linhagens de origem intestinal (Golaz e cols.,
2007).

Nos ultimos anos, culturas celulares epiteliais de colon, oriundas de neoplasias,
tém sido consideradas como os sistemas intestinais mais favoraveis para o cultivo,
pois podem ser mantidas por um longo periodo de tempo (3-4 meses). No entanto,
alguns processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos do intestino grosso in vivo, hdo sao
mimetizados nestes sistemas (Bartsch e cols., 2004). Objetivando reproduzir 0s
eventos celulares que ocorrem in vivo foram estabelecidas culturas primarias de
células epiteliais diferenciadas (adultas) de coélon de camundongos (Booth e
cols.,1995; Tabuchi e cols., 2000), ratos (Ahnen e cols.,1988; Traber e cols.,1991;
Schorkhuber e cols.,1998) e homem (Whitehead e cols.,1987; Baten e cols.,1992;
Stauffer e cols.,1995; Pedersen e cols., 2000). A principal limitacdo de culturas
primarias de células intestinais é o curto periodo de cultivo (na maioria dos casos 7 a
14 dias) (Bartsch e cols., 2004).

Alternativamente, uma série de linhagens celulares derivadas de adenomas de
colon (Paraskeva e cols.,1984; Van Mouwerik e cols.,1987) e carcinomas (Leibovitz
e cols.,1976; Fogh e cols.,1977) tornaram-se disponiveis. Porém, em funcdo dessas
linhagens serem derivadas de tumores, sdo ainda portadoras de diversas alteragbes
genéticas que impossibilitam varios estudos comparativos in vitro, como por
exemplo, as linhagens intestinais de adenocarcinoma de colon humano (HT29,
Caco-2, T84) (Bartsch e cols., 2004).

Linhagens de epitélio de intestino delgado de ratos, provenientes de amostra
fetal, como IEC-6, IEC-18 e RIE-1 foram estabelecidas ha pelo menos trés décadas.
Estas linhagens apresentam caracteristicas morfofisiologicas preservadas do epitélio
intestinal in vivo, trazendo varios avancos nos estudos in vitro da fisiopatologia
intestinal (Quaroni e cols.,1979; Quaroni, 1986; Browning e Lees, 1994). Sendo
assim, a introducéo dessas linhagens epiteliais intestinais de origem n&do neoplasica
representou um avanco nessa linha de pesquisa, pois aléem da manutencdo das
caracteristicas do tecido original, apresentam um taxa de apoptose inferior as

linhagens derivadas de células do intestino grosso (Potten e Grant, 1998).
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Apesar de varios estudos relacionados a producédo de vacinas e cultivos virais
em linhagens celulares de felinos (Lehmann e cols.,1992a; Lehmann e cols.,1992b),
poucas estao disponiveis para uso em pesquisas. Podemos destacar as linhagens
de macréfagos FCWS-4 (Jacobse-Geels e Horzinek, 1983); linfoblastos: NCE-F161
(Allison e Gregoriadis, 1990), FeLV-3281 (Donahue e cols.,1988), MYA-1 (Miyazawa
e cols.,1992) e FL74-UCD-1 (Pedersen e cols.,1979); linfécitos T: FeT-J e FeT-1c
(Yamamoto e cols.,1998); células da glia: PG-4 (S+L-); astrdcitos G355-5 (Haapala e
cols.,1985) e fibroblastos Fc3Tg (Nelson-Rees e cols.,1972). Na auséncia de
linhagens intestinais de felinos disponiveis em bancos de células, linhagens
epiteliasis sdo o0s modelos mais préximos para estudos comparativos
morfofisiopatoldgicos intestinais, e para isso temos disponivel duas linhagens:
epitélio hepatico AK-D (Cantin e Woods, 1993) e epitélio renal CRFK (Crandell e
cols.,1973).

Os aspectos ultraestruturais da interacdo taquizoitos e bradizoitos de T.
gondii e a célula hospedeira, assim como, aspectos comparativos entre essas
interacbes frente as células epiteliais de diferentes origens, poderdo fornecer
subsidios para o melhor entendimento do seu ciclo entérico em felideos. A revelacéo
do comportamento dessas duas formas infectivas frente as células de origens
distintas pode confirmar ou ndo se o tipo celular tem um papel decisivo neste

processo.

6. Culturas primarias de células intestinais

Culturas primarias de células intestinais permitem estudar os mecanismos
envolvidos nas patologias intestinais, incluindo as causadas por agentes infecciosos
gue afetam a integridade celular (Evans e cols., 1994). Recentemente, alguns
trabalhos relataram o estabelecimento e a caracterizacdo de cultivos primarios
intestinais de animais domeésticos (Follmann e cols., 2000; Birkner e cols., 2004;
Rusu e cols., 2005; Kaushik e cols., 2008; Weng e cols., 2005; Golaz e cols., 2007;
Badylak e cols.,1998; Lindberg e Badylak, 2001; Desmarets e cols., 2013; Worliczek
e cols., 2013). Em linhas gerais, estas culturas sdo de dificil obtencdo, pois essas
células dependem fundamentalmente da interacdo célula-célula e/ou célula-matriz,
além de diversos fatores de crescimento (Aldhous e cols., 2001). Porém, varios
pesquisadores ja desenvolveram métodos de cultivo de células intestinais de

diversas espécies animais, a partir de células primarias normais (Rusu e cols.,
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2005). Algumas estratégias tém sido utilizadas na tentativa de se estabelecer um
cultivo intestinal homogéneo em monocamadas, empregando células intestinais
obtidas de fragmentos de animais adultos (Macartney e cols., 2000; Aldhous e cols.,
2001) ou células fetais (Quaroni, 1985a; Perreault e Jean-Francois, 1996; Sanderson
e cols., 1996). A principal dificuldade com cultivos celular de animais adultos € que
apos a remocdo das células da membrana basal adjacente, o processo de apoptose
é iniciado dentro de poucas horas, inviabilizando estudos de longa duragéo (Potten e
cols., 1994; Strater e cols., 1996).

A introducdo de fatores de crescimento (EGF, insulina, hidrocortisona,
aminoacidos ndo essenciais) ou a interacdo desses sistemas com a matriz
extracelular permitiu o desenvolvimento de técnicas experimentais para estudar in
vitro da diferenciagdo das células em cultura (revisto em Simon-Assmann e cols.,
2007; Chopra e cols., 2010; Desmarets e cols., 2013). Em culturas primarias de
epitélio intestinal obtidas de fetos de ratos de 14 a 15 dias foram observadas células
epiteliais cubdides, com localizagdo basal do nucleo e a presenca de vilos em uma
das faces do limen (Kedinger e cols., 1987). Areas de especializacdo de membrana
foram identificadas com formacdo de conexdes do tipo zbnulas de oclusdo e de
adesdo além de desmossomos na regido subluminal e microvilos que se projetavam
na face do limen, indicando que as células em cultura mantinham a capacidade de
absorcdo (Fukamachi, 1992). Fragmentos pequenos (1-4 mm?) de explantes de
tecidos de fetos de varias espécies podem ser mantidos por até 3 semanas,
permitindo a investigacdo do crescimento, diferenciagéo e transporte de ions atraves
do epitélio (Chopra e cols., 2010). Esses avancos permitiram a aplicacdo de culturas
de enterdcitos para estudos de interagdo com enteroparasitos in vitro (Evans e cols.,
1994; Desmarets e cols., 2013), como o T. gondii (Moura e cols., 2009).

Os mecanismos que regem a diferenciacdo do T. gondii em células epiteliais, as
lacunas no conhecimento do ciclo sexuado e a auséncia de modelos celulares in vitro
que permitam explorar o ciclo entérico desse parasito no hospedeiro definitivo, os

felinos, direcionaram os objetivos desta tese que serdo apresentados a seguir.

29



Objetivos

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar a interagdo do Toxoplasma gondii e células epiteliais de felinos in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar comparativamente a suscetibilidade de epitélio renal de felinos
(CRFK), epitélio intestinal de ratos (IEC-6), epitélio renal de macaco (Vero) e
cultura primaria de enterdcitos de felinos (CEIF) a infeccao por bradizoitos
de T. gondii (cepa ME49) com diferentes cargas infectivas (Artigo 1, topico
2 e Resultados complementares );

2. Caracterizar o destino intracelular de bradizoitos de T. gondii (cepa ME49)
em células epiteliais de diferentes tecidos e origens (Artigo 1, topico 2 e
Resultados complementares );

3. Caracterizar a CEIF morfoldgica e funcionalmente (Tépico 2 );

4. Estabelecer in vitro o ciclo enteroepitelial do T. gondii (Capitulo de livro e

Topico 2).
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3.1. ARTIGO 1

O artigo “Spontaneous cystogenesis of Toxoplasma gondii in feline

epitelial cells in vitro” foi resultado do desenvolvimento dos objetivos 1 e
2:

1. Avaliar comparativamente a suscetibilidade de epitélio renal de felinos
(CRFK) e epitélio intestinal de ratos (IEC-6) a infeccdo por bradizoitos

de T. gondii (cepa ME49) com diferentes cargas infectivas;

2. Caracterizar o destino intracelular de bradizoitos de T. gondii (cepa

ME49) em células epiteliais de diferentes tecidos e origens.
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Abstract: Toxoplasma gondii Nicolle et Manceaux, 1908 is an obligate intracellular parasite with the ability to infect mammals and
birds. The only definitive hosts for T. gondii are felids, as the parasites form immature oocysts that are shed in the faeces. Here we
introduce cat cells as a model for the study of experimental toxoplasmosis. We selected epithelial cells derived from cat kidneys
(CRFK) as a target to determine the intracellular fate of bradyzoites of the 7. gondii ME49 strain. In parallel, we compared this infec-
tion using epithelial cells from the rat intestine (IEC-0), considering the enteroepithelial development that occurs in the cat. Different
ratios of parasites to host cells were assayed over the course of a 14-day-infection. The intracellular development of T, gondii was
dependent on the source of the epithelial cells and also on the parasite/host cell ratio. Cystogenesis was well established in the CRFK
cell line at a ratio of 1 : 10 after 10-14 days of infection. This cellular model system opens a new field of investigation into the mo-
lecular aspects of the interactions between 1. gondii and feline epithelial cells. The CRFK cell line appears to be a potential cellular
model for large scale cyst production /i1 vitro, which would allow a reduction in the number of animals used and/or replacement of

animals by in vifro cultures.

Keywords: bradyzoites, felids cells, tachyzoites, tissue cysts in vifro, toxoplasmosis

1oxoplasma gondii Nicolle et Manceaux, 1908, an in-
tracellular apicomplexan parasite, infects different spe-
cies of mammals and birds (Dubey 1998). Asexual repro-
duction of the parasite takes place in these animals, which
serve as intermediate hosts (Black and Boothroyd 2000,
Lehman et al. 2000). Cats and other felids are the only
hosts that directly spread 7. gondii in the environment and
are responsible for the enteroepithelial stage of the para-
site (Dubey et al. 2004). These animals are considered
definitive hosts and the processes of schizogony, game-
togony and sporogony take place in their intestinal epi-
thelia, resulting in the formation of immature oocysts that
are eliminated with their faeces (Dubey and Frenkel 1972,
1973, Dubey 1973, Dubey et al. 1998). The mechanisms
by which the enteroepithelial cycle in felids is induced are
still unknown.

The morphological characterization of the coccidian
cycle of T0 gondii in the gut of neonatal cats has been
undertaken in in vivo systems (Dubey and Frenkel 1972,
Ferguson et al. 1974, 1975, Speer and Dubey 2005,
Ferguson 2009), and several molecular aspects of this
process have been explored (Ferguson 2004). Due to the
difficulty of using cat as an experimental model, these
studies have not progressed very far, and alternative
models will have to be introduced to facilitate further
investigations.

Recently, our group has developed a protocol for ob-
taining feline enterocytes from primary cultures and their
subsequent maintenance (Moura et al. 2009). This system
provides a potential alternative approach for the study of
T! gondii-host cell interactions. Our initial studies found
intracellular parasites that were very similar to the sch-
izonts of 7. gondii that have been described in vivo. This
first step opened up the possibility that the enteroepithe-
lial development of 7. gondii could also be explored in
Vitro.

Feline intestinal cell lines in cell banks are absent and
there are only two felid epithelial cells lines: AK-D liver
epithelium (Cantin and Woods 1930) and renal feline kid-
ney cells (CRFK line) (Crandell et al. 1973). Intestinal
epithelial cells lines, such as the IEC-6 isolated from rats,
are alternative cellular models for parasite life cycle stud-
ies, and they can be employed for comparisons with the
feline epithelial CRFK cells. The morphological aspects
of the bradyzoite-host cell interactions and the use of epi-
thelial cells from different sources may provide a basis for
a better understanding of the intracellular development of
1. gondii in these cells. We are pioneering the use of cat
cells, specifically the CRFK cell line, to study its interac-
tion with bradyzoites of 7" gondii. The introduction of this
cell line has the potential to contribute new insights into
our understanding of the cell biology of Toxoplasma.

Address for correspondence: H.S. Barbosa, Laboratdrio de Biologia Estrutural, Instituto Oswaldo Cruz, Fundacio Oswaldo Cruz, Av. Brasil 4365,
Rio de Janeiro, RJ, 21040-361, Brazil. Phone: 0055 21 25621026; E-mail: helene(@ioc.fiocruz.br
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MATERIALS AND METHODS

The experiments were carried out in accordance with the
guidelines established by the Fundacdo Oswaldo Cruz, Com-
mittee of Ethics for the Use of Animals, resolution 242/99, by
license CEUA LW 10/10, and by the Guidelines on the Care
and Use of Animals for Experimental Purposes and Infectious
Agents (NACLAR).

Epithelial cell lines

CRFK from normal epithelial tissue from the renal cortex of
Felis catus Linnaeus, 1758 (domestic cat) (BCRJ N° CR0268)
and IEC-6 from normal epithelial tissue from the intestines of
rats (BCRJ N° AP003) were used. The cells were acquired from
the Rio de Janeiro Cell Bank (http://www.bcr).hucftufr).br).

CRFK and IEC-6 were plated at a concentration of 1.0 x
10° cells/ml in 25 cm’ bottles (Gibco BRL, Paisley, UK) in
DMEM/Hams F12 medium (1 : 1) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) containing a 1% antibiotic solution (Sigma-Aldrich) and
10% bovine fetal serum. The cells were incubated at 37°C in
a 5% CO, atmosphere. Every two days, half of the medium was
discarded and the same volume of fresh medium was added. The
cells were cultivated until they reached approximately 80% con-
fluence. At this point, the cells were treated for 10 min at 37°C
with dissociation solution (PBS with 0.01% EDTA and 0.25%
trypsin). After dissociation, the cells were placed in culture me-
dium at 4°C with 10% bovine fetal serum to inhibit the action
of trypsin, centrifuged for 7 min at 650 g at 4°C and grown in
24-well plates on coverslips (8 x 10 cells/well).
Isolation of tissue cysts and bradyzoites

Toxoplasma gondii cysts from the ME-49 strain (Type 1)
were inoculated intraperitoneally into C57BL/6 female mice
(15-18 g) with 50 cysts/animal. After 4 and 12 weeks post-in-
fection, the mice were sacrificed and the brain cysts were iso-
lated as described previously (Freyre 1995, Popiel et al. 1996;
Guimardes et al. 2007, 2008). Bradyzoites were obtained from
the isolated tissue cysts (Guimardes et al. 2008).

Interaction of T. gondii-epithelial cell lines

Confluent CRFK and IEC-6 cultures were infected with
T. gondii bradyzoites. The assays were performed at ratios of
1:5,1:100r I :20 (parasite-host cell) for periods ranging from
1 to 4 days to analyse the course of infection and also to evaluate
the parasites’ intracellular fate. After the interaction periods, the
cells were washed in PBS and further processed for subsequent
experiments. The ability of 7. gondii bradyzoites to infect host
cells in virro was analysed after fixation in Bouin’s solution and
Giemsa staining. The percentual of infection was quantified af-
ter 24-96 h using 400 cells per coverslip, in three independent
experiments, each one performed in duplicate and analysed by
two independent observers. The analysis was performed using
an Axioplan 2 Zeiss microscope. The quantitative data were ex-
pressed as the mean + standard error and the results were sta-
tistically analysed using the Student-Newman-Keuls test. The
differences were considered statistically significant when the
p values were < 0.05.

Characterization of T. gondii stages by immunolabeling
CRFK cells infected with T gondii bradyzoites (1 : 10 para-
site-host cell ratio) were used for this analysis. The differentia-
tion of intracellular parasites was monitored using stage-specific
antibodies and lectin. Tachyzoites were identified by immu-
nostaining with anti-SAG-1 antibodies and cysts of 7. gondii
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were identified with lectin DBA conjugated to TRITC (Sigma-
Aldrich, L6533), which binds to N-acetyl-galactosamine groups
(Zhang et al. 2001). Initially, the cultures were fixed with 4%
PFA in PBS for 10 min at 4 °C on different days (1-4, 6, 10, 11
and 13), washed three times for 10 min in PBS and then, were
incubated for 30 min in 50 mM ammonium chloride to block
free aldehyde radicals.

After these steps, the cells were permeabilized for 20 min
with a PBS solution containing 0.05% Triton X-100 (Roche, Rio
de Janeiro, Brazil) and 4% BSA (Sigma-Aldrich) to block non-
specific binding.

For the indirect immunofiuorescence assays, the host cells
were incubated for 2 h at 37°C with an anti-SAG-1 primary
antibody diluted 1 : 200 in PBS/BSA. After this incubation, the
cells were washed with PBS containing 4% BSA and incubated
for 1 h at 37°C with the secondary antibody at a dilution of
1: 1000 (anti-mouse IgG conjugated with FITC-F5262).

For direct fluorescence, the cells were incubated for 1 h at
room temperature with DBA lectin-TRITC (1 : 200 dilution)
in PBS. Next, the cultures were washed 3 times for 10 min in
PBS, incubated for 5 min in 0.1 pg/mL with 4°,6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI, which intercalates in DNA, Sigma-
Aldrich) and diluted 1:10000 in PBS. After the PBS wash, the
coverslips were mounted on slides with a solution of 2.5% DA-
BCO(1,4-diazabicyclo-[2,2,2]-octane-triethylenediamine, anti-
fading, Sigma-Aldrich) in PBS containing 50% glycerol, pH 7.2.
Controls were performed by omission of the primary antibody,
and for DBA, a competitive reaction with the addition of 50 mM
N-acetyl-galactosamine (GalNAc) was carried out.

The samples were examined with a confocal laser-scanning
microscope (CLSM Axiovert 510, META, Zeiss, Germany) us-
ing a 543 Helium laser (LP560 filter), 488 Argon/Krypton la-
ser (Ar/Kr) (filter LP515) and a 405 Diiod laser (LP 420 filter).
The analysis of the cystogenesis establishment was carried out
monitoring a total of 100 infected cells per coverslip of three
independent experiments, in duplicate, at interaction times of
24 h to 13 days using a Zeiss microscope Axio Imager A2, This
methodology is based on labeling of infected cells with DBA,
which has high affinity for cyst wall protein.

Ultrastructural analysis

For ultrastructural studies, CRFK cell cultures infected with
I" gondii bradyzoites (1 : 10 parasite-host cell ratio) were used.
This parasite-host cell ratio increased the incidence of intrac-
ellular cysts in vitro as demonstrated by kinetic studies. Both
the cells and supernatants obtained from 3 to 14 days of infec-
tion were washed 3 times for 10 min with PBS and fixed for
1 h at 4°C in 2.5% glutaraldehyde diluted in a 0.1 M sodium
cacodylate buffer containing 3.5% sucrose and 2.5 mM CaCl,
(pH 7.2). After fixation, the cells were washed in the same buffer
and then post-fixed for 30 min at room temperature in 1% o0s-
mium tetroxide diluted in a 0.1 M cacodylate buffer.

For transmission electron microscopy (TEM) analysis, the
cells were washed in the same buffer, scraped from the plastic
dish at4°C and centrifuged for 5 min at 10000 g. The cells were
then dehydrated in graded acetone and embedded in an epoxy
resin (PolyBed 812). Thin sections were stained with uranyl ac-
etate and lead citrate and then examined under a transmission
electron microscope (Jeol JEM1011).

For scanning electron microscopy (SEM), the infected cell
cultures were fixed for 30 min at room temperature with 2.5%
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glutaraldehyde in 0.1 M Na-cacodylate buffer (pH 7.2) and post-
fixed for 30 min at room temperature with a solution of 1% 0sQO,

containing 2.5 mM CaCl, in the same buffer. The cells were de-
hydrated in an ascending acetone series and dried by the critical

point method with CO, (CPD 030, Balzers, Liechtenstein, Swit-
zerland). The 11]0110]?1};8[’ was gently scraped with scotch tape

(Flood 1975) to expose the cytoplasmic face of the cells. The

scraped portion of the cells, which remained adhered to the tape.
was also observed. The samples were mounted on aluminum

stubs, coated with a 20 nm layer of gold and examined in Jeol

JSM6390LV and JSM 6490LV scanning electron microscopes

(Tokyo, Japan). The samples were analysed at the Electron Mi-
croscopy Platform of the Instituto Oswaldo Cruz and Centro

Universitario Estadual da Zona Oeste.

RESULTS

Infection of TEC-6 and CRFK cells with Toxoplasma
gondii bradyzoites of the ME-49 strain

Quantitative analysis of the interaction between 7. gon-
dii bradyzoites (ME49) and TEC-6 cells using an infective
load of 1 : 5 (parasite-cell) showed that the average number
of infected IEC-6 cells remained almost constant until 72 h
post-infection. After this period, there was a slight decline
in the number of infected cells. In contrast, analysis of the
CRFK line showed an increase in the average number of
infected cells, especially after 48 h of infection (Table 1).

Quantitative analysis of 7. gondii bradyzoites in IEC-6
and CRFK cultures using lower infective loads (parasite-
cell ratios of 1 : 10 and 1 : 20) also showed statistically
significant (p < 0.05) differences between the infections
of host cells (Table 1). The kinetic study of IEC-6 cells
during 48 h of infection showed several parasitophorous
vacuoles per cell with only one parasite inside (Fig. 1A).
After 72 h of infection, several cells contained intracel-

Fig, 1. IEC-6 cell culture infected with Toxoplasma gondii
bradyzoites of the ME49 strain. A — cells with parasitophorous
vacuoles (PV) containing few parasite in each PVs at 48 h of in-
fection (arrow). B, C — after 72 h, “cyst-like’ structures were ob-
served (arrowhead), but most of the structures were rosettes as
seen in C (thin arrow). D —after 96 h, parasites were observed in
couples inside the same cell (thick arrow). Scale bars =20 pm.

de Mundo et al.: 7. gondii-feline epithelial cells interaction

lular cyst-like structures (Fig. 1B), but the presence of
rosettes among infected cells during the same period was
more frequent (Fig. 1C). After 96 h, several cells showed
vacuoles containing only one parasite in a panel of only
a few infected cells, as illustrated in Figure 1D.

Table 1. Mean of proportion (in %) of IEC-6 and CRFK infected
with Toxoplasma gondii bradyzoites of the ME-49 strain using
different infection ratios.

Hours post infection

Infection
ratio  Cell line 24 48 72 96
s IEC-6 10.5+3.2" 127+£6.9" 148+28 88+54°
o CRFK 12.8+3.5 232+4** 558+ 11.8"% 84243]1.3*
110 IEC-6 48+075 112+6* 984194 127+52"
’ CRFK 63+12" 173£10"* 553+45% 68.7+ 13
120 IEC-6 69£13* 70+£21* 824£43° 9.6+2.1%
CRFK 08+05% 28+1.7"% 148+42% 33543 4%

"mean + SD of at least three independent experiments; * significant dif-
ference (p < 0.05) between IEC-6 and CRFK at the same conditions.

Fig. 2. Interaction of Toxoplasma gondii ME49 bradyzoites and
CRFK cells at an infection ratio of 1 : 10 (parasite-host cell).
A — formation of cystic structures 96 hpi stained with Giem-
sa and a few parasites in neighbouring cells; B — presence of
T gondii cysts revealed by lectin DBA-TRITC; the nuclei of
parasites are in blue due to the DAPI stain and tachyzoites are
in green as revealed by the anti-SAG-1 antibody; C—F — cysts of
1. gondii in CRFK cells after 13 days of infection: reconstruc-
tion and sectioning of the same cyst revealed by TRITC-DBA
lectin clearly showing the cyst wall and the nuclei of the para-
sites in blue (C,D); reconstruction and sectioning of other cysts
revealed by TRITC-DBA lectin and the nuclei of parasites and
the nuclei of the host cells in blue (E.F). Scale bars: A =20 um;
B=10um; C—F =5 pum.
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Fig. 3. loxoplasma gondii cysts from | to 13 days post infection.
A — percentage of infected CRFK and IEC-6 cells DBA' and
P307; asterisks indicate significant difference (p < 0.05) between
IEC-6 and CRFK at same conditions; B-D — cysts of 1. gondii
were confirmed in CRFK by DBA  staining. Scale bars =10 pm.

At an even lower infective load (1 : 20 parasite-cell
ratio), the average number of infected [EC-6 cells was
lower than the average observed with CRFK after 72 h
(Table 1). The analysis of the CRFK line, unlike the IEC-
6 cells, showed a trend of increasing infection during the
periods analysed, demonstrating that the differences in
susceptibility between these cell lines were independent
of the parasite-cell ratio used.

During the analysis of bradyzoite infectivity in CRFK
and 1EC-6 cells, parasitic structures similar to 7. gondii
cysts were observed. The CRFK cell line produced more
cyst-like structures than the TEC-6 cell line, especially af-
ter 72 h of infection (Fig. 2A).

Cystogenesis in CRFK cultures

Assays for the detection of cysts in CRFK and IEC-
6 lines were performed by incubation with the lectin
DBA-TRICT. CRFK line demonstrated cystogenesis af-
ter 72 h of infection with bradyzoites at a ratio of [ : 10
(Figs. 2B-F, 3A). Tachyzoites were identified using an
anti-SAG-1 primary antibody. There was a high inci-
dence of cells that had established the lytic cycle and of
parasites that had undergone conversion from bradyzoite
to tachyzoite (Fig. 3A). The presence of cells containing
cysts was spontanecous and was independent of chemi-
cal or physical maneuvers that induced cystogenesis. In

Fig. 4. Cysts of Toxoplasma gondii in CRFK cells at 13 days post
infection. A — intravacuolar structures of various sizes contain-
ing parasites with overlapping features such as cysts. B — Cyst
(CW) near the nuclei of host cell (NHC) containing parasites (P)
with a large number of amylopectin granules (Am). Scale bars:
A=5um;B=1 pm.

11-day-old cultures, incubation with the P30 antibody
revealed infected cells containing cysts, and some were
filled with tachyzoites arranged as rosettes (Fig. 2B). Fig-
ure 3B-D illustrates the cystogenesis of 7. gondii main-
tained for 13 days, showing CRFK line containing one or
more Ccysts.

Ultrastructural characterization of cystogenesis in
CRFK cells

CRFK cultures were processed for SEM and scraped
with scotch tape after 13 days of infection. These cells
showed intravacuolar structures of various sizes, which
contained parasites with overlapping features, such as
cysts, indicating that 7. gondii cystogenesis had spon-
taneously established itself (Fig. 4A). These structures
presented several characteristics similar to cysts, such as
the membrane modification forming the cystic wall and
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Fig. 5. A cyst of Toxoplasma gondii released into the superna-
tant culture after 14 days of infection. Abbreviations: Am — amy-
lopectin granules; CM — cystic matrix; CW — cyst wall. Scale
bar=1 um.

the high electron density of the cystic matrix. Intracystic
parasites presented a large amount of amylopectin gran-
ules (Fig. 4B).

After 14 days of infection, we were able to identify
1. gondii cysts containing several parasites with a large
quantity of amylopectin granules, characteristic of the
bradyzoite forms, and a thick electron-dense cyst wall

(Fig. 5).
DISCUSSION

This article presents two findings with respect to the
Toxoplasma gondii-host cell interaction: the use of a fe-
line cell lineage and of bradyzoite forms. The rationale for
utilizing bradyzoites as the source of infection of CRFK
and [EC-6 lines is that the natural route of transmission
of 1. gondii occurs through the consumption of raw meat
contaminated with cysts. Studies using in vitro bradyzoite
infections are not often used, likely because the isolation
and purification involve a long process and require a rea-
sonably large number of animals.

The difficulty in reproducing the in vivo morphological
characterization of the enteric cycle of 7. gondii in vitro
requires continued euthanasia of cats (today prohibited;
see Ferguson 2009 for review). New laws imposed to pro-
tect animals have led to the search for alternative models.

Most of the in vifro studies examining tachyzoite-
bradyzoite conversion in cell lines were developed
because of the ease of cell growth and their long sur-
vival time in monolayers. However, the cell type where
cystogenesis occurs /7 vivo has not been considered in
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this choice (Lindsay et al. 1991, McHugh et al. 1993). Re-
cently, our group employed skeletal muscle cells to target
the establishment of cystogenesis in vivo, and our data
strongly suggested that factors inherent in the cell type
may be crucial for cyst formation (Ferreira da Silva et al.
2008, 2009a,b).

‘When bradyzoite forms were used as a source of infec-
tion for CRFK and IEC-6, the CRFK line was statistically
more susceptible to infection by the bradyzoites than
the TEC-6 line suggesting that this characteristic may be
a function of the properties of an intestinal cell once these
cells produce pro-inflammatory cytokines.

Dubey (2006) compared the infectivity of oocysts and
bradyzoites in cats in vivo using different dosages of the
parasite stages. The results showed that bradyzoites were
more infective than oocysts regardless of the dose, dem-
onstrating that infection was stage-dependent. That study
also showed that bradyzoites were more pathogenic for
cats than for mice, suggesting that both the infective stage
and the intermediate host are determinants of the patho-
genicity of 7. gondii.

Our results using bradyzoites as the source of infec-
tion have shown that feline cells are more susceptible
to infection than rat cells, and they induce spontaneous
cystogenesis in vitro after 72 hours of infection. These
results suggest that the fate of intracellular parasites may
be modulated by the infective stage such as bradyzoites,
and also by the host cell, in this case feline cells.

[n addition, the formation of these cystic structures in
vitro was dependent not only on the parasite strain and cell
type but also on the infection load used. Previous studies
using primary cultures of feline enterocytes infected with
bradyzoites of the ME49 strain in vitro revealed that these
cells were more susceptible to infection than the CRFK
and [EC-6 cell lines, and enterocytes also showed a larger
number of cystic forms when infected at a parasite-cell ra-
tio of 1 : 10 (Moura et al. 2009). These data can be further
explained by the molecular and physiological characteris-
tics of the preserved tissue i vivo.

After 10 days of infection in CRKF cells, 1. gon-
dii cysts were identified by lectin DBA staining, which
binds specifically to the sugar N-acetyl-D-galactosamine
present in the cyst wall, as previously demonstrated by
Matsubayashi and Akao (1963), Weiss and Kim (2000)
and Dzierszinski et al. (2004). In addition, Toxoplasma
stage differentiation is largely viewed as a stress-related
response to environmental conditions, such as exogenous
stress factors, 1.e. alkaline pH, IFN-y and other proinflam-
matory cytokines, chemicals or drugs, heat shock and
deprivation of nutrients (reviewed in Ferreira da Silva et
al. 2008).

In contrast, some authors consider spontaneous
cystogenesis to be dependent on the strain of . gondii and
propose that avirulent strains, such as ME49, possess the
ability to form cysts naturally in mammalian cell cultures
(Darde et al. 1989, Lindsay et al. 1991, McHugh et al.
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1993, Fischer et al. 1997, Ferreira da Silva et al. 2009a,b).
This question has not been fully clarified. In a recent pa-
per, we reviewed data on /. gondii-skeletal muscle cell
interactions and presented compelling data suggesting
that the cell type is one of the factors determining the fate
of the intracellular parasite (Ferreira da Silva et al. 2008).

Toxoplasma gondii cysts were also seen by transmis-
sion electron microscopy, and the presence of cysts was
confirmed by the observation of parasites containing
large numbers of amylopectin granules and a high elec-
tron-dense membrane surrounding the parasites. These
structures were similar to those involved in the formation
of a cyst wall, especially after 10 days of infection. How-
ever, different results can be found in the literature, rang-
ing from 67 days (Shimada et al. 1974, Hoff et al. 1977),
20-21 days (Hogan et al. 1960) or up to 40-80 days as
described by Jones et al. (1986), depending on the method
used to evaluate the kinetics of in vifro cystogenesis.

These differences may be related to the virulence of
the strains and the infective stage of the parasite used in
the experiments. The rate of conversion between the in-
fective stages and the quantity of cysts generated in vitro
have been related to the strain of 7" gondii — McHugh et
al. (1993), Soéte et al. (1994). The low virulence strains
that are more efficient in cyst formation in mice, such as
the ME-49 strain, have a higher rate of cyst formation in
culture than the high virulence strains, such as RH (Soéte
et al. 1994). This has been confirmed using cells that rep-
resent a major niche for cystogenesis in vivo, such as
muscle tissue (Ferreira da Silva et al. 2009b).

After 14 days of infection, cysts with a well-preserved
ultrastructure indicative of cell viability were observed in
the supernatant ot infected cultures. These results are n
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3.2. Interacdo Culturas Primarias de Células Epitel iais Intestinais de Felinos — T.

gondii

Atendendo aos objetivos (1) “Avaliar a suscetibilidade de cultura primaria de
enterécitos de felinos (CEIF) a infecgdo por bradizoitos de T. gondii (cepa ME49) com
diferentes cargas infectivas; (2) “Caracterizar o destino intracelular de bradizoitos de T.
gondii (cepa ME49) em CEIF”; (3) “Caracterizar a CEIF morfologica e funcionalmente” e
(4) “Estabelecer in vitro o ciclo enteroepitelial do T. gondii” foram gerados os seguintes

resultados:

3.2.1. Materiais e métodos

3.2.1.1. Aspectos Eticos

Todos o0s procedimentos foram desenvolvidos de acordo com as normas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), pelo Comité
de Etica para o Uso de Animais da Fundagdo Oswaldo Cruz — Fiocruz (CEUA LW 50/14)
e pelo Guia de Cuidados para o Uso de Animais para Fins Experimentais e Agentes
Infecciosos (NACLAR).

3.2.1.2. Cultura Primaria de Enterdcitos de Felinos

Culturas primarias de células epiteliais intestinais de felinos (CEIF) foram obtidas de
fetos de 3 gatas prenhes clinicamente saudaveis (sem patologias gastrintestinais e
negativas sorologicamente para T. gondii, virus da imunodeficiéncia felina e virus da
leucemia felina). Amostras do intestino delgado correspondentes a regiao jejuno-ileal (~5
cm) foram coletadas assepticamente. As amostras foram removidas e mantidas em
solucdo tampao salina fosfato estéril (PBS) a 4° C com 10% de solucdo antibiotica
(Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, EUA) durante o transporte até o laboratério. Os tecidos
foram abertos longitudinalmente, lavados 3 vezes com PBS e mantidos nessa solucéo
com 10% de solucéo antibidtica por 60 minutos a temperatura ambiente. Os tecidos foram
divididos em fragmentos menores (1 cm?®) e lavados em PBS. Os fragmentos foram,

entdo, colocados em solucdo de dissociacdo ndo enzimatica (pH 7.2) contendo 1 mM
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EDTA (Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, EUA), 1 mM EGTA (Sigma-Aldrich- St. Louis, MO,
EUA), 0.5 mM de dithiothreitol (Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, EUA) e 10% de solucao
antibidtica por 20 minutos sobre agitacdo a temperatura ambiente. (Perreault and Jean-
Francois, 1996; Macartney et al., 2000; Aldhous et al., 2001; Rusu et al., 2005). Os
agregados celulares foram plagueadas em meio Eagle modificado por Dulbeco
(DMEM/Hams F12 - Sigma-Aldrich), suplementado com 1% de solucédo antibidtica, 1 mM
de glutamina, 5% de soro fetal bovino (Life Technologies, Sdo Paulo, SP, Brasil), 20 ng/ml
de fator de crescimento epidermal (Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, EUA) (Sanderson et al.,
1996; Aldhous et al., 2001), 0,1% de insulina humana (Humulin N — Lilly, Indianapolis, IN,
EUA), 100 nM de hidrocortisona (Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, EUA), 1% de aminoacidos
nao essenciais 100x (Life Technologies, Sdo Paulo, SP, Brasil), e 1 pg/ml de sal de sédio
3,3, 5-triiodo-L-thyronina (Ts) (Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, EUA) (Desmarets et al.,
2013). As culturas foram mantidas em estufa imida com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C

e a cada dois dias o meio de cultura era renovado.

3.2.1.3. Estudos de Manutencao e Viabilidade celular

Culturas de CEIF confluentes foram tratadas com solucdo de dissociacdo (PBS
com 0.01% de EDTA e 0.25% de tripsina) a 37° C por 5 minutos. Apos complete
dissociacao, foi adicionado meio de cultura a 4°C com 10% de soro fetal bovino para inibir
a acao da tripsina. Apoés dissociacdo, a suspensao celular foi adicionada meio DMEM
com 10% SFB a 4°C para inibir a acéo da tripsina e centrifugada durante 7 min a 650g a
mesma temperatura. Procedeu-se entdo, a quantificacdo das células em camara de
Neubauer e 0 seu cultivo em placas de 24 pocos sobre laminulas (densidade celular de 1
x 10° células/poco) ou em placas de 35 mm? (5,0 x 10° células/placa). As culturas foram
fixadas em solucdo de Bouin e coradas em solucdo de Giemsa e analisadas diariamente
sob microscopia de luz para avaliacdo da viabilidade, morfologia e proliferacdo com a
utilizagcdo de microscopio optico Zeiss Imager A2. As imagens foram capturadas com
auxilio de camera colorida AxioncamMRc e software Axio Vision 40 v.4.8.2.0 da Zeiss.
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3.2.1.4. Imunofluorescéncia

Alguns anticorpos monoclonais foram utilizados para realizar a caracterizacdo da
CEIF: anti-pan-citoqueratina clone PCK-26 (Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, C1801), anti-
vimentina clone VIM-13.2 (Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, V5255), anti- fosfatase alcalina
intestinal clone AP-59 (Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, A9549) e anti-desmina clone DE-U-
10 (Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, D1033). As culturas foram fixadas em 4% de
paraformaldeido diluido em PBS durante 10 min a 25° C, lavadas 3 vezes em PBS e,
entdo, incubadas em 50 mM cloreto de aménia por 30 min, para bloqueio dos radicais
aldeidos livres. Apds, as células foram permeabilizadas em solucdo de PBS contendo
0,05% Triton X-100 (Roche) e 4% de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich) por 20
min. Para o ensaio de imunofluorescéncia indireta, as culturas foram incubadas por 2 h a
37°C com os seguintes anticorpos primarios diluidos em PBS com 4% de BSA: anti-
vimentina (1:200), anti-citoqueratina (1:100), anti- fosfatase alcalina intestinal e and anti-
desmina (1:100). ApGs as incubacdes, Em seguida, as células foram lavadas com PBS
contendo 4% BSA e reincubadas por 1 h a 37°C com anticorpo secundario (IgG contra
camundongo conjugado com FITC ou TRITC) na diluicdo de 1:100 (Sigma-Aldrich- St.
Louis, MO, EUA). Para revelar os filamentos de actina, as células foram incubadas por 1 h
a 37°C com 4 ug/ml de Faloidina-FITC em PBS (Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, EUA).
Apbs a lavagem em PBS, as culturas foram incubadas por 10 min com 0.1 pg/MI de DAPI
(4’,6—diamidino—2—phenilindol, Sigma-Aldrich) diluido 1:1000 em PBS, lavadas novamente
em PBS e montadas em lamina com DABCO (1,4-diazabiciclo[2,2,2] octano-
trietilenodiamina - “antifading”, Sigma-Aldrich, em PBS contendo 50% de glicerol, pH 7.2).
Os controles das reacbes foram realizados na auséncia do anticorpo primario. As
amostras foram analisadas com o microscopio de varredura confocal a laser (LSM 510
META/AxioVert, Zeiss, Alemanha) usando o laser 543 Hélio (LP560 filtro), laser 488
Argonio / Krypton (Ar/Kr) (filtro LP515) e o laser 405 Diiod (LP 420 filtro).

3.2.1.5. Obtencao dos parasitos

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 pesando entre 15-18g foram
inoculados por via intraperitoneal com cerca de 50 cistos teciduais, previamente
infectados com T. gondii da cepa avirulenta ME49 (cedida pelo Dr. Ricardo T. Gazzinelli,
Laboratério de Imunopatologia, Instituto René Rachou, Belo Horizonte, MG, Brasil).
Assim, 4-8 semanas pos-infeccdo, os cistos teciduais foram isolados e purificados do
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cérebro dos camundongos para posterior utilizagdo nos ensaios experimentais e para
manutencdo da cepa (Guimardes e cols., 2008). Em resumo, o0s cérebros dos
camundongos foram isolados, lavados e homogeneizados em PBS, colocados em
gradiente de 25% de Dextran, para purificacdo, objetivando separar os cistos dos debris
celulares. Para obtencéo de bradizoitos, os cistos foram incubados sob agitagdo por 1-5
min a 37°C, numa solu¢do aquosa de pepsina acida diluida na propor¢cdo 1:5 (pepsina
acida: cistos) visando o rompimento da parede cistica. Para neutralizacdo da atividade
enzimatica foi utilizada a solugéo de 1% carbonato de sodio. Os parasitos foram lavados 3
vezes, em meio DMEM/Hams F12, e a quantificacdo dos parasitos isolados foi
determinada usando camara de Neubauer, para utilizacdo imediata nos experimentos de

interac&o T. gondii-célula hospedeira.

3.2.1.6. Interacao entre T.gondii e células epiteliais intestinais de felinos (CEIF)

Culturas de CEIF confluentes foram infectadas com bradizoitos de T. gondii da cepa
ME49. Os ensaios de interacdo foram realizados na propor¢cdo de 1:5, 1:10 e 1:20
(parasito-célula hospedeira) durante periodos que variaram de 1 a 9 dias pds-infeccéo.
Apos lavagem em PBS, as amostras controles (ndo infectadas) e as infectadas foram
fixadas e processadas de acordo com o0s ensaios a serem desenvolvidos. As culturas
celulares ap6s a interagdo parasito-célula hospedeira (24-96 h) foram fixadas em solucéo
de Bouin por 5 min, lavadas com agua destilada e coradas por 60 min em soluc¢do de 10%
Giemsa diluida em PBS. Apos a coloracao, as laminulas foram desidratadas em bateria
decrescente/crescente de acetona-xilol e montadas em resina Permount (Fischer
Scientific, Massachusetts - EUA). A analise quantitativa foi realizada a partir de trés
experimentos independentes, em duplicata, sendo quantificadas 400 células por laminula.
Os dados foram expressos em média + desvio padréo e os resultados foram analisados
estatisticamente com auxilio do teste Student-Newman-Keuls. As diferencas foram

consideradas significativas quando o p valor foi < 0,05.
3.2.1.7. Monitoramento dos estagios evolutivos de T. gondii

A diferenciacéo dos parasitos em culturas infectadas com bradizoitos, nas relagbes
de 1:5 e 1:10 (parasito: célula hospedeira), foi monitorada com anticorpo estagio
especifico contra SAGL1 (gentilmente cedido pelo Dr. José Roberto Mineo — Laboratorio de

Imunoparasitologia, Universidade Federal de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil). Cistos de
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T. gondii foram identificados com lectina DBA conjugada TRITC (Sigma-Aldrich- St. Louis,
MO, L6533), que se liga a grupos de N-acetyl-galactosamina (Zhang et al., 2001).
Inicialmente, as células nos periodos de 1 a 4 dias de infeccéo foram fixadas em 4% de
paraformaldeido diluido em PBS por 10 min a 25°C, lavados 3 vezes em PBS. Apés
incubacdo em 50 mM cloreto de aménia por 30 min, para bloqueio dos radicais aldeidos
livres, as células foram permeabilizadas em solucédo de PBS contendo 0,05% Triton X-100
(Roche) e 4% BSA (Sigma-Aldrich) por 20 min. Para o ensaio de imunofluorescéncia
indireta, as culturas foram incubadas por 2 h a 37°C com anticorpo primario contra SAG1
diluido 1:200 em PBS contendo 4% BSA. Em seguida, as células foram lavadas com PBS
contendo 4% BSA e reincubadas por 1 h a 37°C com anticorpo secundario (IgG contra
camundongo conjugado com FITC- F5262). Para fluorescéncia direta, foi utilizada a
lectina DBA-TRITC diluida 1:200 em PBS durante 1 h. Os controles das reacfes foram
realizados na auséncia do anticorpo primario e para a lectina DBA foi realizado um ensaio
de competicdo com a adicdo de 50 mM de N-acetil-galactosamina (GalNAc). As amostras
foram processadas e analisadas para microscopia de fluorescéncia como descrito

anteriormente.
3.2.1.8. Andlise Ultraestrutural

CEIF infectadas com T. gondii (ou ndo) foram fixadas por 1 h a 4°C com 2,5%
glutaraldeido diluido em 0,1 M de tampé&o cacodilato de sédio contendo 3,5% sacarose e
2,5 mM cloreto de calcio (pH 7.2). Apos a fixacdo, as culturas foram lavadas e pés-fixadas
numa solucao de 1% de tetroxido de 6smio, por 1 h, no mesmo tampao e lavadas. Para a
microscopia eletrbnica de transmissao (MET), as células foram destacadas do substrato
com auxilio de um raspador de células (“rubber policeman”) a 4°C e centrifugadas por 5
min a 10,000g. Posteriormente, as células foram desidratadas em concentracfes
crescentes de acetona e infiltradas em resina epoxi (Poly/Bed® 812 — Polysciences).
Cortes ultrafinos foram recolhidos em grades de cobre, contrastados em acetato de
uranila e citrato chumbo para analise ao microscopio eletrénico de transmissao Jeol JEM-
1011 da Plataforma Rudolf Barth de Microscopia Eletrénica do Instituto Oswaldo Cruz -
Fiocruz. Para a microscopia eletrénica de varredura (MEV), as CEIF foram fixadas, pos-
fixadas e desidratadas como descrito no item anterior. A secagem das amostras foi
realizada pelo método do ponto critico, sendo as laminulas montadas com cola de prata
em suportes de aluminio e revestidas com uma camada de ouro na espessura de 20 nm.

As amostras foram analisadas ao microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM-6390LV
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com aceleracdo de voltagem de 15 kV da Plataforma Rudolf Barth de Microscopia
Eletrénica do Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz. Técnica de retirada da membrana da
célula hospedeira com ajuda de fita adesiva, logo apds secagem pelo ponto critico, foi
empregada, a fim de visualizar o interior das células com alta resolucao pela MEV, o que
possibilitou a analise do destino intracelular do parasito ao longo da interacdo T. gondii-

célula hospedeira.

3.2.2. Resultados

3.2.2.1. Caracteristicas morfoldgicas das células epiteliais de felinos in vitro

A adeséao das células ao substrato foi observada ap6s 24 horas de cultivo. Apés 5
dias, as células apresentaram alinhamento e polarizacdo, com os nucleos localizados no
mesmo plano, semelhante ao observado em organizacdes colunares do tecido epithelial.
(Fig. 1A). Analises ultraestruturais por MEV mostraram as caracteristicas absortivas
destas células entre 24 — 96 horas de cultivo, com projecdes de membrane citoplasmatica
estabelecendo pontos de adeséo focal (Fig. 1B). Projecfes longas e finas eram visiveis
sobre a superficie da célula e, muitas vezes estabelecendo pontos de contatos célula-
célula, bem como areas extensas de contato, indicando a formacdo de areas de
membrana especializadas, como junc¢des celulares (Fig. 1B). Andlises por MET
demonstraram que as células epiteliais mantiveram muitas caracteristicas tipicas do
tecido epitelial intestinal, como a grande quantidade de microvilosidades, ou seja, borda
em escova na regiao apical das células (1C-D). Espacos intercelulares contendo material
eletrondenso e interdigitacdes laterais logo abaixo do complexo juncional foram
observados entre duas células adjacentes (Fig. 1C). As areas juncionais apresentaram
juncdes do tipo “tight” (zbnula ocludente), juncdes aderentes (zbnula aderente) e
desmossomos (Fig. 1D). Todas essas caracteristicas confirmaram a natureza epithelial
intestinal destas células em cultura. Os subcultivos da cultura primaria de CEIF
preservaram as as caracteristicas morfologicas de células epiteliais. Apdés a primeira
passagem, as células apresentaram monocamada homogenea com células alinhadas e
polarizadas (dados ndo mostrados). As células multiplicaram-se e mantiveram a
morfologia epitelial (com alinhamento dos nucleos), caracteristicas que puderam ser

visualizadas até a 6a passagem.



Resultados

Figura 1: Caracteristicas morfolégicas de células i  soladas do intestine delgado de
felinos. (A) Células com 24 h de cultivo apresentaram caracteristicas epiteliais, como
alinhamento e polarizacdo.Os nucleos das células localizaram-se no mesmo plano,
semelhante a organizagdo do epitélio intestinal. (B) Analises por MEV revelaram
projecdes citoplasmaticas longas e finas com pontos de adeséo focal ao substrato (seta
fina). Areas de contato célula-célula mostraram semelhancascom areas de juncdes
intercelulares (seta grossa). (C-D) Grande numero de microvilosidades (Mv) foram
observadas na regido apical da célula, bem como areas de do complex juncional (ZO =
zbnula ocludente; ZA = zbnula aderente; D = desmossomos) por MET. Interdigitacdes
laterais (ID) foram visualizadas abaixo do complex juncional. Barras: (A) 20 ym; (B) 5 ym;
(C) 0.5um; (D) 0.2 ym
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3.2.2.2. Expressédo de marcadores epiteliais intestinais em CEIF

Para confirmar a natureza epitelial da CEIF, foi utilizado anticorpo contra
citogueratinas que reconhece uma gama de citoqueratinas (1, 5, 6, 8 e 10) que constituem
os filamentos intermediarios de células epiteliais (Fig. 2Ab-g). As propriedades funcionais
foram avaliadas com base na expressédo da enzima fosfatase alcalina intestinal (Fig. 2B-
D). A microscopia de varredura confocal a laser mostrou que subcultivos da CEIF
preservaram caracteristicas morfologicas e funcionais de enterdcitos imaturos. As células
mantiveram forte expressao para citoqueratina concentrada ao redor do nucleo até duas
semanas de cultivo (Fig. 2Ae-g). A marcacédo para filamentos de actina nas mesmas
culturas, através da Faloidina conjugada a FITC, mostrou que houve pouca ou nenhuma
co-localizacao entre as duas proteinas de citoesqueleto (Fig. 2A). Os filamentos de actina
foram observados principalmente em areas da membrana com pontos de adeséao focal ao
substrato (Fig. 2Ae-g). A expressdo de fosfatase alcalina intestinal foi inicialmente
observada ap6s 5 dias de cultivo (Fig. 2B). A expressdo da enzima mostrou aumento
progressivo ao longo da cultura, concentrando-se proximo ao nucleo, principalmente entre
7-9 dias de cultivo (Fig. 2C-D). As analises da expressdo de vimentina e desmina nao
mostraram marcacao positive ao longe de 15 dias de cultivo (dados ndo mostrado), como

esperado para células epiteliais intestinais.
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Figura 2: Expressdo de citoqueratina e fosfatase al calina intestinal. (A) Culturas
secundérias de CEIF com morfologia epitelial revelada pela dupla marcacgéo:
citoqueratina-TRITC em vermelho e filamentos de actina em verde. (Ab-d) A Expressao
de citoqueratina foi observada ao redor do nucleo (Ae-g) A organizagéo dos filamentos de
actina revelados pela faloidina mostrou a morfologia da CEIF e a concentracdo desta
proteina nos pontos de adesdo focal. (B-D) A reacdo positive para fosfatase alcalina
intestinal na CEIF demonstrou aumento progressivo da Expresséo desta enzima ao longo
do cultivo cellular (5-9 dias). (B) 5 dias; (C) 7 dias e (D) 9 dias pés-cultivo. Barras: 20 um.
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3.2.2.3. Interacao bradizoitos de T. gondii-CEIF in vitro

Moura e cols. (2009) descreveram o comportamento de bradizoitos durante a
interacdo com CEIF. Na presente tese, andlises quantitativas e qualitativas foram
realizadas com cargas infectivas de 1:5, 1:10 e 1:20 (parasite: célula hospedeira). O
namero de células infectadas foi analisado entre 24 a 96 horas de interagdo entre o
parasite e a célula hospedeira, como demonstrado na Figura 3. Os dados mostraram a
influéncia da carga parasitaria no numero de enterdcitos infectados ao longo do tempo
estudado, com 7,3% de células infectadas apos 24 h de interagdo e 42,4% de células
infectadas ap6s 96 h quando a carga de 1:5 foi utilizada. As cargas de 1:10 e 1:20
resultaram em menor quantidade de enterdcitos infectados, como esperado. As
diferencas foram significativas (p<0,05), principalmente quando a carga de 1.5 foi
comparada com 1:10 e 1:20. A principal diferenga entre as cargas 1:10 e 1:20 foi a
ocorréncia de estruturas semelhantes a cistos (cisto-like) ou esquizontes (esquizonte-like).
As estruturas cisto-like ocorreram com maior frequencia quando a carga de 1:10 foi
utilizada, ja a carga de 1:20 apresentou estruturas esquizontes-like apos 48 h de infeccao
(Tabela 1).
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Figura 3: Numero médio de CEIF infectadas com bradizoitos de T. gondii cepa ME-49
usando cargas infectivas de 1:5, 1:10 e 1:20 (parasito-célula hospedeira). *p< 0.05
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Table 1: Andlise quantitativa de formas cisto-like e esquizonte-like durante o curso de

infeccdo de CEIF por bradizoitos T. gondii da cepa ME49.

Horas de Relacdo Parasito: célula Células Cisto- Esquizonte-
interacéo hospedeira infectadas (%) like (%) like (%)
1:5 7.32 0a 0a
1:10 5.62 0a 0a
24h
1:20 2.82 0a 0a
1:5 1752 0.92 0a
1:10 11.42 95a 0.72
48h
1:20 7.42 12.02 5.6 a
1:5 26.32% 2.82 0a
1:10 24.82 32.3a 0.72
72h
1:20 11.02 2412 13.4 a*
15 42.4 %a 0.782 0a
96h 1:10 19.2a 52.6 a* 0a
1:20 13.72 15.72 7.9 a

aMédia + Desv Pad de pelo menos trés experimentos independentes.
*Asteristicos indicam diferencas significativas (p< 0,05) entre as diferentes relacdes
parasito: célula hospedeira sob as mesmas condi¢des.
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As andlises da interacdo parasito-CEIF com a carga infectiva de 1:5 mostrou parasitos
em duplas durante as primeiras 24 horas de interacdo, sugerindo que nesse periodo a
replicacdo ocorreu por endodiogenia (Fig. 4A). Culturas infectados por 48 horas
mostraram vacuolos parasitéforos com parasitos em rosetas, caracterizando o processo
de divisdo celular realizada por taquizoitos (Fig. 4B) sugerindo a conversédo de bradizoitos
em taquizoitos (Fig. 4C). Ap6s 96 horas de interacdo, os parasitos foram observados no
meio extracellular, caracterizando o ciclo litico do T. gondii, com proliferagdo de

taquizoitos, confirmados pela marac¢ao positiva para SAG 1 (Fig. 4D-E).

Figura 4: Enterocitos de felinos infectados com bra dizoitos de T. gondii (1:5
parasito:célula hospedeira). (A) Parasitos em duplas apos 24 h de infeccdo indicando
replicacdo por endodiogenia (seta). (B, C) Vacuolos parasitoforos mostraram parasitos em
rosetas classsicas, indicando interconversdo de bradizoitos para taquizoitos (cabeca de
seta) como observado por imunomarcacao para SAG1 (vermelho) e filamentos de actina
(verde). (D, E) O estabelecimento do ciclo litico foi observado com 96 h (seta) realizado
por proliferacéo de taquizoitos (vermelho). Barras: 20 pm.
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O estabelecimento da cistogénese do T. gondii foi confirmado com a carga de 1:10,
como mostrado na figura 5. Estruturas intracelulares “cisto-like” foram observadas nos
enterocitos apos 72 h de interacdo, por microscopia de contraste de fase (Fig. 5A) e
coloragédo de Giemsa (Fig. 5B). Andlises por citoquimica, com a utilizacdo da lectina DBA
(reconhece parede cistica) conjugada a TRITC, resultou em reac¢des positivas com 72 h,
confirmando o estabelecimento da cistogénese in vitro (Fig. 5C). Além disso, enterdcitos
infectados e incubados simultaneamente com anticorpo contra-SAG1, sob as mesmas
condi¢cbes experimentais, mostraram que estagios taquizoitos estavam presentes no
interior de alguns destes cistos, caracterizando-os como cistos mistos. Este resultado foi
também observado em cortes seriados obtidos por microscopia confocal (Fig. 5Ca-f) e por

analise ultraestrutural (Fig. 5D-E).
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Figura 5: Cistos de T. gondii em CEIF infectada com carga de 1:10 (parasite: célu la
hospedeira). (A-B) Contraste de interferéncia diferencial (DIC) e coloracdo de Giemsa
mostraram estruturas semelhantes a cistos com 72 h de infecgcéo. (C) Confirmacao da
cistogénese in vitro pela incubagdo com a lectina BDA-TRITC (vermelho). (Ca-f) Cortes
seriados obtidps por microscopia de varredura confocal a laser mostrando a presenca de
alguns taquizoitos (verde) no interior do cisto. (D-E) Cistos de Toxoplasma gondii
revelados por MET com a presenca de parede cistica (CW) by TEM with the cyst wall
(CW) e parasitos contend granulos de amilopectina (Am), caracterizando os bradizoitos.
Barras: (A-D) 20 um, (D) 0.5 ym, (E) 1 pm.
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Como ja descrito durante as analises quantitativas, formas esquizontes de T. gondii
foram observadas em CEIF, quando a carga infective de 1:20 foi utilizada (Tabela 1).
Inicialmente, com 48 h de interacdo, as culturas coradas com Giemsa mostraram grandes
vacuolos parasitéforos (VP) contendo diversos parasitos que formavam uma grande
massa multinucleada (Fig. 6 A-E). Foi possivel comparar essas estruturas com as
previamente descritas em sistemas in vivo durante a infeccdo de gatos e que foram
caracterizadas como formas de esquizontes do tipo B (Fig. 6 A-E). Sob as mesmas
condi¢des, parasitos intracelulares foram observados em arranjos periféricos no interior
do VP apo6s 72 h de infeccdo, semelhante a morfologia dos esquizontes do tipo C,
também descritos previamente em intestinos de felinos (Fig. 7A-D).

Figura 6 : Estruturas esquizontes-like de  T. gondii cepa ME49 apos 48 h de infeccéo
(A-E) CEIF infectadas mostraram grandes vacuolos parasitéforos contend diversos
parasitos em uma grande massa multinucleada que se assemelharam aos esquizontes do
tipo B (cabecas de seta). (D) Algumas células mostraram vacuolos com parasitos em
duplas como produto de divisdes celulares por endodiogenia (setas) adjacentes as
massas multinucleadas (cabeca de seta). Barras: 10 um.
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Figura 7: Estruturas esquizontes-like de  T. gondii cepa ME49 ap0s 72 h de infeccdo
(A-D) Vacuolos parasitoforos morfologicamente menores e parasitos com arranjo
periférico no interior desses VP com ou sem a presenca de um grande corpo residual (rb)
como descrito para esquizontes do tipo C (cabecas de seta). Outros VP com parasitos em
diferentes estagios de desenvolvimento puderam ser observados em células vizinhas ou
dentro de uma Unica célula (setas). Barras: 10 um.
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O tipo de esquizonte tipo C se mostrou distinto de rosetas de taquizoitos observadas
durante o ciclo litico do T. gondii. Este resultado foi confirmado por MET, onde culturas
infectadas de CEIF mostraram VP com parasitos de morfologia muito semelhante aos
estagios enteroepiteliais de T. gondii encontrados em felinos. As micrografias eletronicas
mostraram células com pelo menos 3 VP contend parasitos multinucleados (Fig. 8A)
semelhantes aos observados previamente pela coloracdo de Giemsa (Fig. 6A-E). Esses
estagios de T. gondii apresentaram grande quantidade de granulos densos, grandes
corpusculos lipidicos e numerosas e pequenas mitocondrias, além da presenca de uma
rede de membranas tubulovesiculares bem desenvolvida no interior do VP (Fig. 8 A-E).
Imagens em maiores aumentos mostraram parasitos muito semelhantes aos esquizontes
do tipo D com alguns merozoitos emergindo de um grande corpo residual (Fig. 8 B-E). Foi
possivel enconrtrar parasitos com as mesmas caracteristicas em outras células da

mesma cultura ( merozoitos do tipo D e parasitos entre os estagio C e D) (Fig.8 F-H).
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Figura 8: Esquizontes de T.gondii in vitro apos 9 dias de infec¢cdo . (A) Um Unico
enterécito com pelo menos 3 VP contendo parasitos multinucleados com caracteristicas
de esquizontes. (B-E) Maiores aumentos mostram parasitos muito semelhantes aos
esquizontes do tipo D, com alguns merozoitos (m) emergindo de um corpo residual (RB).
Estas formas de T. gondii apresentaram grande quantidade de granulos densos (DG),
grandes corpusculos lipidicos (Li) e numerosas e pequenas mitocéndrias (Ml). A matriz do
vacuolo mostrou a presenca de uma rede de membranas bem desenvolvida. (F-H)
Diversas células infectadas apds 10 dias revelaram esquizontes em diferentes estagios de
replicacdo por endopoligenia com merozoitos (m) formados semelhantes aos tipos C e D.
Barras: (A) 2um; (B-H) 1um.
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3.3. Capitulo de Livro

O capitulo “O Ciclo Evolutivo ” da obra Toxoplasmose e Toxoplasma gondii foi
resultado do desenvolvimento do objetivo n® 4 “Esta belecer in vitro o ciclo
enteroepitelial do T. gondii”.
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2043

O Ciclo Evolutivo

Helene Santos Barbosa « Renata Morley de Muno « Marcos de Assis Moura

BREVE HISTORICO

mbora a identificacdo do 7oxoplasma gondii tenha ocorrido em 1908, sua transmissdo permaneceu um
Emistério durante trinta anos. Em 1939 houve a primeira evidéncia da transmissao congénita. Ainda assim,
o ciclo evolutivo, a explicagdo de sua ampla distribui¢do geografica e as vias de transmissdo permaneceram na
obscuridade até 1970. A evidéncia de que o toxoplasma € um parasita intracelular obrigatério, por exemplo, sé foi
demonstrada experimentalmente em 1937 por Sabin e Olitsky. Na década de 1950, uma das principais questdes entre
os cientistas era explicar como tantos animais e seres humanos se infectavam com 7 gondii. Inimeras foram as
tentativas de demonstrar o envolvimento de artrépodes nessa transmissao, devido a presenga do parasita no sangue
dos hospedeiros, sem sucesso. O conhecimento dos estagios infecciosos, de taquizoitas e de cistos teciduais levou a
hipétese de que o carnivorismo pudesse ser um mecanismo de infeccdo (Weinman & Chandler, 1954). A demonstracao,
em 1960, por Jacob e colaboradores, da resisténcia de bradizoitas derivados de cistos teciduais (presentes em carne
crua ou malcozida) as enzimas proteoliticas permitiu a Desmonts, Couvreur e Ben Rachid (1965) testarem esta
hipédtese, confirmando que esta era uma das vias de transmissdo do parasita. Esses dados conflitavam com a alta
incidéncia de infecgdo entre os herbivoros e vegetarianos. Esse quadro de ddvida foi elucidado por Hutchison (1965),
que identificou o oocisto como a forma resistente do parasita. Assim, nos anos 1970 o ciclo de vida do toxoplasma
foi desvendado quase simultaneamente por varios grupos (revisto em Dubey, 2008; 2009; Ferguson, 2009): o estagio
oocisto presente nas fezes de gatos era derivado do desenvolvimento sexual do parasita no intestino dos felinos. Esse
conhecimento permitiu a incorporacao do gato ao ciclo evolutivo do toxoplasma, como seu hospedeiro definitivo,
e animais de sangue quente, como hospedeiros intermedidrios. Assim, as vias de transmissdo do parasita foram
estabelecidas por duas rotas principais: congénita e infeccao oral por diferentes estdgios infecciosos — cistos teciduais
por carnivorismo, pela ingestao de carne crua ou malpassada e pela ingestdao de oocistos presentes em alimentos, no
solo ou na agua, o que justifica a sua alta incidéncia entre os vegetarianos e herbivoros (revisto em Jones e Dubey,
2010). Na Figura 1, representa-se o ciclo de transmissdao do toxoplasma.
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Toxoplasmose e Toxoplasma gondii

Figura 1 — Ciclo bioldgico de Toxoplasma gondii: vias de transmisséo entre os hospedeiros intermediarios e definitivos
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Fonte: Moura, Amendoeira & Barbosa, 2009.

FORMAS INFECTANTES

As formas evolutivas do 7. gondii responsaveis pela infeccao dos hospedeiros intermedidrios e definitivos
sao: cistos teciduais (contendo bradizoitas) presentes em carnes e visceras de organismos infectados; taquizoitas
encontrados em diversos tecidos e fluidos corporais e os esporozoitas encontrados no interior de oocistos eliminados
pelas fezes dos hospedeiros definitivos (Dubey, Lindsay & Speer, 1998; Dubey, 2002). Existem, entretanto, diferencas
quanto a infectividade de cada uma dessas formas de acordo com o hospedeiro. Das trés formas infectantes, o cisto
tecidual, contendo os bradizoitas, parece ser a forma mais efetiva para infeccao de felideos, resultando, apds a
sua ingestdo, na liberacdo de oocistos nas fezes de quase todos os animais testados. Em contrapartida, oocistos e
taquizoitas, quando ingeridos por felideos, levam a producdo de oocistos em menos de 30% dos animais infectados
(Ferguson, 2009). A formagao de oocistos parece ser uma etapa natural do ciclo de vida do 7 gondii em felideos, ndo
estando relacionada ao estado imunoldgico do hospedeiro (Dubey, 2009).

Taquizoitas

O termo ‘taquizoita’ (faqui- = ‘rapido’ em grego) foi criado por Frenkel (1973) para descrever o estdgio evolutivo
do parasita, que se multiplica rapidamente dentro de muitos tipos celulares do hospedeiro intermedidrio e nas
células epiteliais ndo intestinais do hospedeiro definitivo. Taquizoitas também tém sido chamados de trofozoitos,
endodiozoitos ou endozoitos, que sao termos mais antigos (revisto em Dubey, Lindsay & Speer, 1998). Os taquizoitas
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possuem formato eliptico (4-8 um x 2-4 um) e sdo obrigatoriamente intracelulares de todas as células nucleadas.
Invadem as células preferencialmente por penetracao ativa, sao encontrados no interior de vactolos parasitéforos
e, eventualmente, sdo intranucleares (Dubey, 2002; Barbosa et /., 2005; Jones & Dubey, 2010). A multiplicacao dos
parasitas intravacuolares ocorre por endodiogenia, que € a forma especializada de multiplicacao assexuada, onde duas
células-filhas se formam no interior da célula-mae (De Souza, 1974). Cessada a replicacdo, os taquizoitas completam
seu ciclo lftico: deixam o vactiolo e alcangam o meio extracelular pelo rompimento da membrana plasmatica da célula
hospedeira, disseminando-se pela via hematogénica ou linfdtica para varios tecidos (Dubey, 1998). Os taquizoitas
sdo o estagio responsavel pela fase aguda da infeccao. As caracteristicas ultraestruturais das formas evolutivas serao
tratadas no Capitulo 3.

Cistos Teciduais

Depois de um nuimero desconhecido de divisdes e mecanismos ainda ndo bem esclarecidos, os taquizoitas de 7
gondii do interior das células dao origem a outro estagio evolutivo denominado bradizoita. Essa forma infecciosa
tem como principal caracteristica biolégica a capacidade de se reproduzir lentamente (bradi- = lento, em grego).
O termo foi criado por Frenkel (1973) e € também conhecido como cistozoita (revisto em Dubey, Lindsay & Speer,
1998). Os bradizoitas medem aproximadamente 7um x 1,5 um (Weiss & Kim, 2000). Os eventos que se seguem apds
a diferenciacao dos bradizoitas sdo as alteracoes morfoldgicas da membrana e da matriz do vactiolo parasitéforo,
constituindo a parede cistica e dando origem ao cisto tecidual, estrutura caracteristica da fase cronica da infec¢ao
(Weiss & Kim, 2000; Guimaraes et a/., 2007). Cistos teciduais variam de tamanho: os jovens podem medir cerca de
5 um de diametro e conter somente dois parasitas, enquanto os mais velhos podem conter centenas de organismos,
alcancando em média 60 um de didmetro. Embora os cistos teciduais se desenvolvam em diversos érgaos como
pulmoes, figado e rins, eles sao prevalentes nos tecidos muscular e nervoso, incluindo o cérebro, olhos e musculos
esquelético e cardfaco (Speer, Clark & Dubey, 1998; Weiss & Kim, 2000; Jones & Dubey, 2010). Cistos teciduais no
cérebro sdo frequentemente esféricos e raramente alcancam 70 um de didmetro, enquanto cistos intramusculares sao
alongados e podem atingir 100 um de tamanho (Dubey, 1998).

Os cistos teciduais podem permanecer latentes por toda a vida do hospedeiro sem causar uma resposta
inflamatéria ou imunoldgica, evitando, assim, sua destruicao (Hill & Dubey, 2002). Durante o curso da infeccao,
os cistos teciduais podem romper-se, e com a diferenciagdo de bradizoitas em taquizoitas (conversao), reinvadem
outras células hospedeiras e se rediferenciam em bradizoftas (interconversao), formando um novo cisto tecidual
(Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000).

A parede dos cistos teciduais € rica em agtcares e outros polissacarideos, eldstica e pouco densa (< 0,5 um de
espessura), e € constituida por uma membrana e pela regido granular (localizada na face interna dessa membrana).
A regido granular é formada por um material elétron-denso granuloso que também preenche os espagos entre os
bradizoitas (Weiss & Kim, 2000; Guimaraes, Carvalho & Barbosa, 2003; Guimaraes et al., 2007). E bem aceito na
literatura que a parede cistica tenha sua origem molecular na célula hospedeira e/ou no produto de secre¢ao do
parasita intravacuolar. A parede cistica e a matriz cistica provavelmente promovem uma barreira fisica contra o
sistema imune do hospedeiro (Weiss & Kim, 2000).

Em alguns estudos, demonstra-se a existéncia de tropismo maior para formacao de cistos cerebrais em pequenos
roedores, independentemente da cepa de 7 gondii, enquanto para grandes mamiferos como bovinos, ovinos e caprinos
o0s cistos sao predominantemente musculares (Dubey & Jones, 2008).
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Oocistos

Oocistos contém formas infectantes de 7 gondii e sao produzidos no epitélio intestinal dos felideos (hospedeiros
definitivos) e eliminados, ainda imaturos, junto com as fezes no meio ambiente, onde sofrem maturagdo (Tenter,
Heckeroth & Weiss, 2000). Esse processo de maturagao ou esporulagdao, que ocorre fora do corpo do hospedeiro,
pode durar de um a 21 dias, sob a influéncia da oxigenagao, umidade e temperatura adequadas (Hill & Dubey, 2002;
Dubey, 2004). Os oocistos ndo esporulados tém forma ovalada e dupla membrana. Os oocistos esporulados sao
elipticos, contém dois esporocistos e cada esporocisto possui quatro esporozoitas. Os esporozoitas medem cerca de
6-8 um x 2 um. Morfologicamente, representam a forma intermedidria entre taquizoitas e bradizoitas, considerada
a quantidade de determinadas organelas: nimero intermedidrio de micronemas, um niimero superior de granulos
densos em relacao aos taquizoftas e muitos granulos de amilopectina como os bradizoitas. Caracterizam-se pela
presenca de muitos granulos lipidicos, que parecem ser uma exclusividade dos esporozoitas (Dubey, Lindsay & Speer,
1998; Speer, Clark & Dubey, 1998; Ferguson, 2004; Speer e Dubey, 2005).

A formacao de oocistos ocorre mediante reproducdao sexuada ou ciclo enteroepitelial exclusivo de gatos
domésticos e outros felideos, nos quais se observam (no epitélio intestinal, mais precisamente na regido jejunoileal
do intestino delgado) os processos de esquizogonia, gametogonia e esporogonia (Hill & Dubey, 2002; Ferguson,
2009; Jones & Dubey, 2010).

O ciclo sexuado de 7 gondii pode-se iniciar por qualquer forma infectante do parasita: bradizoitas dos cistos
presentes em carnes, taquizoitas em diversos tecidos e fluidos corporais e esporozoitas em oocistos esporulados
(Dubey, 2004; Jones & Dubey, 2010). O tempo de pré-paténcia e a frequéncia da liberagao de oocistos dependem da
forma infectante ingerida: de trés a dez dias apds ingerir cistos teciduais ou bradizoitas, maior ou igual a 13 dias
apds a ingestao de taquizoitas e de 18 ou mais dias apds ingestdo de oocistos (Dubey, 2004; Dubey & Jones, 2008).
Ap6s a ingestao dos cistos teciduais pelos gatos, a parede cistica é destruida por enzimas proteoliticas do estdbmago
e do intestino delgado. Os bradizoitas sdo liberados e penetram na parede intestinal, iniciando o desenvolvimento
de varias geragoes de 77 gondii. Ocorrem cinco estdgios enteroepiteliais, ou esquizontes distintos, tipos A, B, C, D e E
(Ferguson, 2004; Speer & Dubey, 2005; Dubey, 2009; Ferguson, 2009).

Os esquizontes se localizam entre a superficie interna e o nucleo dos enterdcitos (Ferguson, 2004; Speer &
Dubey, 2005). Os estdgios enteroepiteliais ocorrem de maneira sequencial e sao morfologicamente semelhantes aos
demais tipos infecciosos de 77 gondii (Dubey & Frenkel, 1972) como representados na Figura 2. A diferenciacao mais
acentuada fica restrita a estrutura do vactolo parasitéforo (VP) que, neste caso, € repleto de uma rede de membranas
tubulovesiculares (RMTV) (Ferguson, 2004; Speer & Dubey, 2005). O ciclo enteroepitelial se inicia pelo esquizonte do
tipo A, que € observado nos enterdcitos superficiais e as vezes na lamina prépria intestinal dos gatos, apds 12 a 18
horas da ingestao de cistos. Possui ntcleo centralizado, pode ser corado pelo Giemsa e € negativo para o dcido periddico
de Shiff (PAS). O esquizonte do tipo B ocorre de 12 a 54 horas pés-infeccao e se multiplica por endodiogenia, enquanto
os demais se multiplicam por endopoligenia (forma especializada de multiplicagoes assexuadas em que vdrias células-
filhas se formam no interior da célula-mae) (De Souza, 1974). Apresenta nucleo centralizado e alguns granulos
situados na periferia citoplasmatica sdao positivos para PAS. A divisao destes organismos € pleomérfica, existindo
organismos com trés ou mais nucleos (Dubey & Frenkel, 1972). No interior de enterdcitos, localizam-se em um grande
vactolo parasitéforo, cuja matriz € rica em RMTV (Dubey & Frenkel, 1972). Esquizontes multiplicam-se exclusivamente
por endodiogenia e ultraestruturalmente sdo muito similares aos taquizoitas, porém ocorrem exclusivamente em
enterdcitos felinos, medindo 5,8 um x 2,9 um. Possuem poucos e pequenos granulos de amilopectina e réptrias pouco
definidas (Dubey & Frenkel, 1972). Muitos esquizontes do tipo B permanecem no mesmo VP apds vdrias divisoes
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e formam grandes estruturas multinucleadas, que possuem numerosos corpos lipidicos e mitocondria com matriz
elétron-densa moderada (Dubey & Frenkel, 1972; Speer, Clark & Dubey, 1998).

O esquizonte do tipo C se desenvolve entre 24 e 32 horas no interior do vactolo parasitéforo de enterdcitos,
multiplicando-se por endopoligenia em forma de roseta (Dubey & Frenkel, 1972). Individualmente é alongado com o
nucleo subterminal, fortemente positivo para PAS e mede 6,1 pm x 1.5 pm (Dubey & Frenkel, 1972). Os esquizontes
do tipo C contém poucos micronemas e granulos densos, muitos corpos lipidicos e pequenas mitocondrias (Speer &
Dubey, 2005). A forma intermedidria do esquizonte do tipo C apresenta varios nucleos com nucléolos evidentes. O
vactolo parasitéforo ndo contém RMTV e sua membrana é intimamente associada a membrana do esquizonte. Os
esquizontes intermedidrios se desenvolvem por endopoligenia. O VP em torno dos esquizontes do tipo C maduros
contém pequenos agregados de material granular, a RMTV e a membrana do vactiolo parasitéforo sao intimamente
associadas a membrana do esquizonte do tipo C, que apresenta duas mitocondrias proeminentes, roptrias elétron-
densas e granulos de amilopectina (Speer & Dubey, 2005). Eventualmente, durante a multiplicacdao ocorre a formacao
de um corpo residual medindo aproximadamente 2 um x 3 um, contendo residuos de mitocéndria, ribossomos, reticulo
endoplasmatico e granulos de amilopectina (Speer, Clark & Dubey, 1998; Speer & Dubey, 2005).

Figura 2 — Estagios enteroepiteliais do ciclo de Toxop/asma gondii nas células epiteliais superficiais do intestino delgado do gato doméstico

Ciclo enteroepitelial de Toxoplasma gondii
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Fonte: Moura, Amendoeira & Barbosa, 2009.
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Entre 32 horas e 15 dias pds-ingestdo de cistos teciduais, sdo observados os esquizontes do tipo D, que sao
abundantes nas células epiteliais da base das vilosidades intestinais, e apds quarenta horas comecam a dividir-se em
multiplos ntcleos. Por meio de divisao nuclear assimétrica, geram organismos de varios aspectos morfoldgicos (Dubey
& Frenkel, 1972; Ferguson, 2004; Speer & Dubey, 2005). Ultraestruturalmente, os esquizontes do tipo D (5,8 pm x
1,3 um) apresentam réptrias elétron-densas, preenchidas com material granular e localizadas acima do complexo de
Golgi (Speer & Dubey, 2005).

Finalmente, a partir de trés até 15 dias pds-infeccao ja se observam os estdgios pré-gametogénese caracterizados
pela presenca do esquizonte do tipo E, que apresenta um corptsculo residual com parasitas em forma de roseta (Dubey
& Frenkel, 1972; Ferguson, 2004; Speer & Dubey, 2005). Os esquizontes do tipo E surgem a partir de esquizontes
do tipo D que escaparam para células vizinhas. Assim, esse tipo celular apresenta caracteristicas ultraestruturais
distintas, como membrana do vactolo parasitdéforo (MVP) elétron-densa, numerosas e proeminentes mitocondrias
situadas logo abaixo da pelicula do esquizonte do tipo E (4,5 um x 1,1 um), apresentam roptrias elétron-densas e
diversos corpos granulares e medem cerca de 300 nm a 600 nm de didmetro (Speer & Dubey, 2005).

Os tipos A, B e C ocorrem de forma sequencial, ou seja, o tipo A conduz a formagdo dos tipos B e C, e estes
amadurecem rapidamente e desaparecem conforme vao surgindo as formas do tipo D (Dubey & Frenkel, 1972). Os
gametdcitos s6 sao observados na auséncia dos tipos A, B e C. Os tipos D e E ocorrem simultaneamente com os
gametas, sugerindo que estes sejam precursores dos gametas ou variantes do mesmo estdgio bioldgico evolutivo
(Dubey & Frenkel, 1972; Speer & Dubey, 2005).

As fases evolutivas dos tipos A, B, C, D e E parecem ser exclusivas do ciclo do toxoplasma, uma vez que, em estudos
com outros coccideos, estes tipos nunca foram observados (Dubey & Frenkel, 1972). Durante a gametogénese, ocorre a
formacao dos microgametas (5,7 um x 3,5 um), que possuem o ntcleo bastante pequeno e dois flagelos longos, uma
Unica mitocéndria, ntcleo elétron-denso e complexo membranar interno com aproximadamente 12 microttibulos. O
VP € preenchido por material elétron-lucente (Speer & Dubey, 2005). Os macrogametas (8,1 pm X 6,0 um) contém
todas as organelas comuns ao género, além de corpos formadores de parede de tipos I e II, corpos lipidicos e granulos
de amilopectina. O VP contém material levemente granular, moderadamente elétron-denso e com poucos vactiolos
granulares (Dubey, Lindsay & Speer,1998; Ferguson, 2004; Speer & Dubey, 2005).

Os microgametas, quando saem das células da parede intestinal, caem na luz intestinal e sdo atraidos por
quimiotaxia até os macrogametas (Dubey & Frenkel, 1972; Speer & Dubey, 2005). A fecundacao ocorre nas células
intestinais, dando origem ao ovo ou zigoto, que apds formar sua parede se diferencia para oocisto imaturo e rompe
os enterdcitos, sendo liberado juntamente com as fezes dos felideos no meio ambiente, onde ocorrerd a esporogonia
(Dubey & Frenkel, 1972; Speer & Dubey, 2005).

Gatos domésticos podem excretar milhoes de oocistos imaturos apds ingerirem apenas um bradizoita ou um cisto
tecidual (Dubey, 1998a; Dubey, Lindsay & Speer, 1998). Geralmente, menos de 1% da populacdo de gatos pode ser
encontrada liberando oocistos. Os oocistos sao liberados por apenas um curto intervalo de tempo (de uma a duas
semanas) na vida do gato (Jones & Dubey, 2010).

Um estudo recente revela que em condigdes naturais os gatos domésticos podem eliminar oocistos depois de uma
primoinfecgdo por até trés semanas, principalmente na primeira semana (Jones & Dubey, 2010). Em condigoes de
laboratério, gatos com bom estado imunitdrio podem reeliminar oocistos quando alimentados com cistos teciduais
seis dias apds a primeira infeccao (Dubey, 1995). Infeccoes concomitantes, desnutricdo e imunossupressao também
podem favorecer uma nova liberacao de oocistos (Dubey, 1995; Dubey, Lindsay & Lappin, 2009).
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Desta forma, os felideos — principalmente os gatos domésticos — fazem o papel de disseminadores do parasita e
hospedeiros definitivos, e liberam no ambiente uma grande quantidade de oocistos, que, quando esporulados, podem
permanecer vidveis por muitos meses ou anos, contaminando o solo, dgua e alimentos (Dubey & Frenkel, 1972; Speer,
Clark & Dubey, 1998; Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000; Hill & Dubey, 2002; Dubey, 2004; Jones & Dubey, 2010).

A quantidade e o nimero de vezes que os gatos eliminam naturalmente oocistos na natureza ainda nao estao
bem esclarecidos. Essa questao apresenta algumas dificuldades: além do nimero baixo de animais que eliminam
oocistos em investigacdes parasitolégicas (< 1%), a deteccao de oocistos nas fezes apresenta varios problemas
técnicos, incluindo a baixa sensibilidade dos testes imunoldgicos utilizados; semelhanga morfolégica com oocistos
de Hammondia hammondi (e outros coccideos); e os diagndsticos moleculares ainda apresentam reatividade cruzada
com outros protozodrios, além do elevado custo (Jones & Dubey, 2010).

Devemos ressaltar também que oocistos de 7. gondii sdo altamente resistentes ao meio ambiente e suas influéncias,
incluindo o congelamento, podendo permanecer até 54 meses vidveis na dgua fria (Dubey, 1998). Oocistos também
nao sao inativados pelos tratamentos fisicos e quimicos tradicionais em estagdes de tratamento de dgua, incluindo a
cloracao, o tratamento de 0zo6nio e os raios ultravioleta (Jones & Dubey, 2010).

CICLO DE VIDA DE TOXOPLASMA conpir

A transmissao da toxoplasmose pode ocorrer basicamente por duas vias: horizontal, pela ingestao oral de oocistos
liberados no ambiente junto com as fezes de gatos, ou de cistos teciduais encontrados em carne crua ou em visceras
cruas ou malcozidas dos hospedeiros intermedidrios; e pela via vertical, por transmissdo transplacentaria dos
taquizoitas. 7 gondii € disseminado por praticamente todos os animais de sangue quente, como aves e mamiferos,
incluindo os seres humanos, em cujo organismo ocorre apenas a reproducao assexuada do parasita, atuando como
seus potenciais hospedeiros intermedidrios e reservatérios. Em muitos hospedeiros os taquizoitas podem também
ser transmitidos pelo leite. Assim, o parasita circula do hospedeiro definitivo para o intermedidrio ou vice-versa,
bem como entre os hospedeiros definitivos e entre os hospedeiros intermedidrios (Dubey, 2002; Hill & Dubey, 2002;
Dubey, 2004). De qualquer modo, a prevaléncia da infec¢do nao € confinada exclusivamente a presenca do hospedeiro
definitivo, fazendo que seu ciclo de vida continue por meio da transmissao de cistos teciduais entre os hospedeiros
intermedidrios (Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000).

Além disso, as vias de transmissao sdo as mais amplas possiveis, envolvendo a dgua, solo e ar e potencialmente
veiculos de disseminacdo como insetos e vermes (Jones & Dubey, 2010).

Nas tultimas décadas, a infeccdo por 7 gondii por meio da dgua vem ganhando mais importancia. Um marco
desse registro € o relato de um surto no Brasil envolvendo 155 pessoas que consumiram dgua de um pogo artesiano
contaminada com fezes de gatos (Moura et al., 2006). No Brasil, a falta de tratamento da dgua tem sido relatada
como uma importante fonte de infeccdo em regides com toxoplasmose endémica, entre a populagdo de classe
socioecondmica baixa (Bahia-Oliveira et al., 2003). Além disso, a cada ano aumentam os relatos de mamiferos
aquaticos apresentando toxoplasmose, indicando a contaminacao e veiculagao do parasita pela dgua, inclusive do
mar (Dubey & Jones, 2008).

Para melhor compreensao das vias de transmissdo de 7’ gondii, os ciclos bioldgicos serdao apresentados com base
nas formas de transmissao predominantes.
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Transmissao Ambiental

O ciclo ambiental ou fecal-oral de 7 gondii se desenvolve logo apds a ingestao de oocistos presentes no solo,
na dgua nao tratada, sobre frutas e verduras mal lavadas ou veiculados por insetos, aves e/ou pequenos roedores
sinantrépicos (Dubey, 2004; Jones & Dubey, 2010).

No estdmago, enzimas proteoliticas destroem a parede do oocisto, liberando os esporozoitas na luz intestinal, os
quais invadem ativamente as células intestinais epiteliais superficiais. No interior das células, localizam-se sempre
em vactolos parasitéforos, e no seu interior se convertem imediatamente em taquizoitas iniciando sua reprodugao
rdpida, por endodiogenia (Speer & Dubey, 2005; Ferguson, 2009). Dessa forma, o parasita atravessa rapidamente as
células epiteliais intestinais e alcanga outros tipos celulares em diversos tecidos por meio da circulacdo sanguinea
e/ou linfatica, mantendo sua multiplicacao intracelular rapida por endodiogenia (Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000).

Amudanca no ritmo de multiplicacdao do parasita € provocada pela resposta imunoldgica do hospedeiro relacionada
a regulacdo na producdo principalmente das citocinas IL-10, TGF-B, IL27 e IL-12 pelos linfécitos TCD4 +, que modulam
a patogénese da toxoplasmose sistémica e local (Gaddi & Yap, 2007). O processo de endodiogenia passa a ocorrer de
forma lenta com interconversao dos taquizoitas em bradizoitas e formagao de cistos teciduais (Dubey, 1998; Gaddi &
Yap, 2007). Embora os fatores imunoldgicos do hospedeiro participem decisivamente da modulacao da multiplicagao
e interconversao de 7 gondii, estudos sugerem que ha uma base genética para a viruléncia do parasita, ou seja, cepas
do tipo I (virulentas) tendem a manter uma taxa de replicagao acelerada, enquanto cepas dos tipos Il e Il (avirulentas)
favorecem o encistamento e cronificagao da infeccao (Appleford & Smith, 2000).

Transmissao pelo Carnivorismo

Os cistos teciduais sao predominantes durante a infec¢ao cronica em todos os hospedeiros de 7. gondii, mas podem
comecar a ser produzidos ainda durante a fase aguda (Dubey, Lindsay & Speer, 1998; Dubey & Jones, 2008). Estes
sdo mais frequentemente encontrados no sistema nervoso central, na retina e na musculatura esquelética e cardiaca.
Entretanto, também podem ocorrer mais raramente em visceras como pulmao, figado e rins (Dubey, Lindsay & Speer,
1998; Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000; Dubey & Jones, 2008). Em alguns estudos, demonstra-se a existéncia de
tropismo maior para formacdo de cistos cerebrais em pequenos roedores, independentemente da cepa de 7 gondi?,
enquanto para grandes mamiferos ruminantes — como bovinos, ovinos e caprinos — os cistos sao predominantemente
musculares (Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000; Dubey & Jones, 2008).

Este ciclo é mais comum e bastante eficiente entre os carnfvoros e onfvoros que se infectam com cistos teciduais
de 7 gondii apds a ingestdo de carne crua ou malcozida (Ferguson, 2009). Da mesma maneira que ocorre com os
oocistos, a parede cistica sera digerida por enzimas proteoliticas estomacais, liberando bradizoitas que penetram
ativamente na mucosa intestinal ou sdo endocitados por células fagociticas, interconvertendo-se em taquizoitas,
desta forma acelerando a sua multiplicacdo, alcancando o leito vascular ou linfatico para sua disseminagdao pelo
organismo e novamente iniciando seu encistamento (Dubey, Lindsay & Speer, 1998; Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000;
Weiss & Kim, 2000; Hill & Dubey, 2002).

Transmissao Transplacentaria

A transmissao congénita ou transplacentdria da toxoplasmose € resultante da infec¢ao primdria materna durante
a gravidez ou perto do parto (Montoya & Liesenfeld, 2004). A infeccdo pode ocorrer pela ingestdo de oocistos ou
cistos teciduais, com a liberacdo de esporozoitas ou bradizoitas, respectivamente, e o desenvolvimento do ciclo
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intracelular dos parasitas que determinard sua conversdao em taquizoitas. Alcancando a circulacao materna, os
taquizoitas atravessam a barreira fetoplacentdria e proliferam irrestritamente nos tecidos fetais imunologicamente
imaturos (Kravetz & Federman, 2005). As consequéncias deste tipo de infeccdo irdo depender principalmente da idade
gestacional no momento da infeccdo, variando desde o aborto a lesdes neuroldgicas ou oculares no nascimento,
ou ainda pode ocorrer uma infeccdo latente, em que os sinais clinicos irdo se manifestar meses ou anos apdés o
nascimento (Montoya & Liesenfeld, 2004; Kravetz & Federman, 2005).

Qutras Formas de Transmissdo do Toxoplasma

Além das formas de transmissdo do toxoplasma ja citadas, € possivel relacionar algumas de pouco valor
epidemioldgico e que apresentam baixos riscos de transmissao. Estas vias estdo relacionadas a falta de cuidados com
a manipulagdo de material infectado ou ainda a acidentes laboratoriais.

0O leite materno, de vaca ou de cabra pode conter e eliminar taquizoitas durante uma infec¢ao aguda, sendo assim
potencialmente infectante. A transmissao também pode ocorrer por transfusdes de sangue, e transplantes de tecidos
e orgdos, quando cistos presentes nos tecidos transplantados sao provavelmente a fonte da infeccao (Hill & Dubey,
2002; Montoya & Liesenfeld, 2004). Outro tipo de transmissdo de pouca relevancia epidemiolégica esta relacionado a
infeccdo por acidentes laboratoriais, que ocorrem principalmente pela manipulagdo e ingestao de oocistos esporulados
em amostras de fezes de felinos ou através da inoculagdao ou contato direto com taquizoitas ou bradizoitas, isolados
de amostras animais, humanas ou de cultivos celulares (Herwaldt, 2001).

PERSPECTIVAS DO ESTUDO DO CICLO DE TOXOPLASMA conpi

Em estudos recentes, demonstra-se a possibilidade da reproducao parcial do ciclo enteroepitelial de 7 gondii
em culturas primdrias de enterdcitos felinos (Moura, Amendoeira & Barbosa, 2009). A relagdo parasita-célula
hospedeira é um aspecto crucial para o destino intracelular de 7 gondii nessas células. Por exemplo: a conversdo
bradizoita-taquizoita é observada 72 horas apds a infeccdo (h.p.i.) e os VPs apresentam exclusivamente taquizoitas,
como visualizados pela marcagao com anticorpo SAG-1 (Figura 3-A). Na revelacao de filamentos de actina (Figura
3-A), pode-se observar que os VPs adquirem a forma das culturas primdrias epiteliais intestinais de felino (CEIF)
sem comprometer seu alinhamento e polarizacao (Figura 3-A) e visto também por coloracdo de Giemsa (Figura
3-B). A utilizagdo da relagdo de 1:10 (parasita-célula hospedeira) mostra a formagdo de estruturas semelhantes a
cistos intracelulares com seis dias apés a infeccao (d.p.i.) (Figura 3-C). A andlise por microscopia de luz de culturas
coradas com Giemsa permitiu observar VPs morfologicamente diferentes, com estruturas no seu interior semelhantes
a sincicios (Figura 3-D). Nessas mesmas condigdes, por andlise ultraestrutural revelaram-se, pela primeira vez
in vitro, enterécitos contendo vactiolos com apenas um parasita na matriz vacuolar, repleta da rede membranar
tubulovesicular bem desenvolvida, como observado na Figura 4-A e em detalhe na Figura 4-B. Esta € uma forte
evidéncia de que a sinalizacdo ou modulagdo molecular estaria desencadeando a diferenciacdo de bradizoitas em
esquizontes do tipo A para o tipo B, a semelhanga do que tem sido descrito no intestino de gatos in vivo (Speer
& Dubey, 2005). Perfis de reticulo endoplasmadtico, mitocondrias e corpos lipidicos da célula hospedeira foram
sempre observados em associacdo com a membrana dos VPs (Figura 4-A). Além da caracterizagdo ultraestrutural de
esquizontes do tipo B, foi possivel a observagao de esquizontes em divisao do tipo endodiogenia assincronica, tipica
da fase assexuada dos estdgios enteroepiteliais (Figura 4-C e D). Os esquizontes desorganizados foram vistos no
interior de VPs sem a formacdo caracterfstica de rosetas tipicas, imersos na rede membranar tubulovesicular bastante
desenvolvida (Figura 4-C e D).
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Figura 3 — Interacdo de bradizoitas de Toxoplasma gondii cepa MEAS com culturas primérias epiteliais intestinais de felino
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Relacdo 1:5 parasita-célula hospedeira 72 horas apés infeccdo (h.p.i.). A — Nota-se a presenca do vactiolo parasitéforo contendo exclusivamente taquizoitas, confirmada pela
imunomarcagao com anticorpo anti-SAG-1/TRITC (vermelho). Filamentos de actina revelados com Faloidina-FITC (verde) e niicleos marcados com DAPI (azul). B — Coloragéo
por Giemsa mostra um vactiolo contendo taquizoitas. Interacao na relagéo 1:10 parasita-célula hospedeira. C — Formagéo de estruturas cisticas com 6 d.p.i. observadas por

microscopia interferencial. D — Coloragao por Giemsa — microscopia de luz. Nota-se, além da forma cistica, um vactiolo parasitdforo com parasitas em formacao sincicial
(cabeca de seta). Barra de 20 nm.
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A — Observa-se o vaclolo parasitoforo frouxo, repleto da rede membranar tubulovesicular (RMT). Nota-se a MVP associada a perfis de reticulo endoplasmatico (RE),
Mitocdndria (Mi) e lipidios (Li). B — Detalhe em grande aumento da caracteristica morfolégica do vactiolo parasitdforo apresentando RMT bem desenvolvida no seu interior. C e
D — Parasitas em divisao por endodiogenia assincronica. C — vactiolo parasitoforo contendo cinco parasitas (P) em processo de divisdo no interior de vactolo parasitforo rico
em RMT com associacao de RE e Li a MVP. D — Outra célula em que se observa nlimero impar de parasitas no vactolo parasitoforo (n = 9) indicativo de divisao assincronica.
Barra de 500 nm.
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A reprodugdo de alguns estagios enteroepiteliais de 7" gondii in vitro ratifica a hipdtese de que este ciclo deva ser
orquestrado e modulado por moléculas presentes nos enterdcitos de felinos, tendo em vista o alto grau de especificidade
do parasita por esse tnico hospedeiro definitivo (Moura, Amendoeira & Barbosa, 2009).

A introducado desse modelo celular na investigacao do ciclo entérico de 7 gondii abre as seguintes perspectivas:
substituicao gradativa do modelo animal para esses estudos; possibilidade de contribuir com novos subsidios sobre
a biologia celular do parasita; possibilidade de explorar os aspectos moleculares desta interagao que contribuam,

N

por exemplo, para o desenvolvimento de novas estratégias visando a intervencao numa das principais vias de
disseminacdo da toxoplasmose.
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3.4. Resultados Complementares

Atendendo aos objetivos (1): “Avaliar comparativamente a suscetibilidade de epitélio
renal de felinos (CRFK) e epitélio renal de macaco (Vero) a infeccao por bradizoitos de T.
gondii (cepa ME49) com diferentes cargas infectivas” e, (2) “Caracterizar o destino
intracelular de bradizoitos de T. gondii (cepa ME49) em células epiteliais de diferentes

tecidos e origens” foram gerados os seguintes resultados complementares:

1. Materiais e métodos

1.1. Manutencéo de linhagens celulares epiteliais

A linhagem celular Vero, oriunda do epitélio normal do cértex renal de macaco verde
(ATCC® CCL-81™), foi semeada na concentracédo de 1,0 x 10° /mL em garrafas de cultura
celular de 25 cm? (Gibco BRL, UK), em meio Eagle modificado por Dulbeco (DMEM/Hams
F12 - Sigma-Aldrich), suplementado com 1% solug&o de antibiético (Sigma-Aldrich) e 10%
de soro fetal bovino (SFB — Cultilab). As células foram mantidas em estufa Umida com
atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. A cada dois dias, metade do meio era descartado e o
mesmo volume de meio fresco era adicionado. As células foram cultivadas até atingirem
aproximadamente 80% de confluéncia. Neste ponto, as células foram tratadas com solucéo
de dissociagdo: salina tamponada com fosfato (PBS), suplementado com 0,01% de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 0,25% de tripsina durante 5 min a 37°C. Apos
dissociacao, a suspensédo celular foi adicionada meio DMEM com 10% SFB a 4°C para
inibir a agcédo da tripsina e centrifugada durante 7 min a 650g a mesma temperatura.
Procedeu-se entdo, a quantificacdo das células em camara de Neubauer e o seu cultivo em

placas de 24 pocos sobre laminulas (densidade celular de 8 x 10* células/poco).

1.2.0Obtencéo dos parasitos

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 pesando entre 15-18g foram inoculados
por via intraperitoneal com cerca de 50 cistos teciduais, previamente infectados com T.
gondii da cepa avirulenta ME49 (cedida pelo Dr. Ricardo T. Gazzinelli, Laboratorio de
Imunopatologia, Instituto René Rachou, Belo Horizonte, MG, Brasil). Assim, 4-8 semanas

pos-infeccéo, os cistos teciduais foram isolados e purificados do cérebro dos camundongos
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para posterior utilizagdo nos ensaios experimentais e para manutencdo da cepa
(Guimarées e cols., 2008). Em resumo, os cérebros dos camundongos foram isolados,
lavados e homogeneizados em PBS, colocados em gradiente de 25% de Dextran, para
purificacdo, objetivando separar 0s cistos dos debris celulares. Para obtencdo de
bradizoitos, os cistos foram incubados sob agitacdo por 1-5 min a 37°C, numa solucéo
aquosa de pepsina acida diluida na proporcdo 1.5 (pepsina acida: cistos) visando o
rompimento da parede cistica. Para neutralizacdo da atividade enzimatica foi utilizada a
solucdo de 1% carbonato de sédio. Os parasitos foram lavados 3 vezes, em meio
DMEM/Hams F12, e a quantificagcéo dos parasitos isolados foi determinada usando camara
de Neubauer, para utilizagdo imediata nos experimentos de interacdo T. gondii-célula

hospedeira.

1.3. Interagdo parasito-célula hospedeira

As culturas de linhagens celulares epiteliais foram semeadas em placas de 24 pocos
com cerca de 8 x 10* células por poco. Apdés 24 h as culturas foram infectadas com
bradizoitos de T. gondii. Os ensaios de interacdo foram realizados na propor¢éao de 1:10
(parasito-célula hospedeira) durante periodos que variaram de 1 a 6 dias pos-infeccéo.
ApoOs lavagem em PBS, as amostras controles (ndo infectadas) e as infectadas foram

fixadas e processadas de acordo com o0s ensaios a serem desenvolvidos.

1.4. Ensaios de quantificagéo da infectividade

As culturas celulares apos a interacdo parasito-célula hospedeira (24-96 h) foram
fixadas em solugéo de Bouin por 5 min, lavadas com agua destilada e coradas por 60 min
em solucdo de 10% Giemsa diluida em PBS. Apés a coloragdo, as laminulas foram
desidratadas em bateria decrescente/crescente de acetona-xilol e montadas em resina
Permount (Fischer Scientific, Massachusetts - EUA). A analise quantitativa foi realizada a
partir de trés experimentos independentes, em duplicata, sendo quantificadas 400 células
por laminula. Os dados foram expressos em percentual de células infectadas.
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1.5. Monitoramento dos estagios evolutivos de T. gondi

A caracterizacdo dos estagios evolutivos de T. gondii em culturas de linhagens
epiteliais foi monitorada por meio de sondas. Para identificagdo por imunomarcacéo de
taquizoitos foi utilizado o anticorpo contra p30 (Santa Cruz, Dallas, Texas - EUA), que
reconhece especificamente a proteina SAG1 encontrada na superficie externa da
membrana plasmatica deste estagio. Para identificacdo de cistos de T. gondii foi utilizada a
lectina aglutinina de Dolichos biflorus (DBA) conjugada a TRITC (Sigma-Aldrich, EUA), que
se liga especificamente a grupamentos N-acetil-galactosamina presentes na parede cistica
(Zhang e cols. 2001). Inicialmente, as células nos periodos de 1 a 10 dias de infec¢ao foram
fixadas em 4% de paraformaldeido diluido em PBS por 5 min a 25°C, lavados 3 vezes em
PBS. Apds incubagdo em 50 mM cloreto de amdnia por 30 min, para bloqueio dos radicais
aldeidos livres, as células foram permeabilizadas em solu¢cdo de PBS contendo 0,05%
Triton X-100 (Roche) e 4% BSA (Sigma-Aldrich) por 20 min. Para o ensaio de
imunofluorescéncia indireta, as culturas foram incubadas por 2 h a 37°C com anticorpo
primério contra p30 diluido 1:100 em PBS contendo 4% BSA. Em seguida, as células foram
lavadas com PBS contendo 4% BSA e reincubadas por 1 h a 37°C com anticorpo
secundério (IgG contra camundongo conjugado com FITC) na diluicdo de 1:600 em PBS
contendo 4% BSA. Para fluorescéncia direta, foi utilizada a lectina DBA-TRITC diluida 1:50
em PBS durante 1 h. Apés a lavagem em PBS, as culturas foram incubadas por 10 min com
um intercalante de DNA, DAPI (4’,6—diamidino—2—phenilindol, Sigma-Aldrich) diluido 1:1000
em PBS, lavadas uma vez em PBS, montadas em lamina com DABCO (1,4-
diazabiciclo[2,2,2]octano- trietilenodiamina - “antifading”, Sigma-Aldrich). Os controles das
reacdes foram realizados na auséncia do anticorpo primario e para a lectina DBA foi
realizado um ensaio de competicdo com a adicdo de 50 mM de N-acetil-galactosamina
(GalNAc). As amostras foram analisadas com o microscoépio de varredura confocal a laser
(LSM 510 META/AxioVert, Zeiss, Alemanha) usando o laser 543 Hélio (LP560 filtro), laser
488 Argonio / Krypton (Ar/Kr) (filtro LP515) e o laser 405 Diiod (LP 420 filtro).

1.6. Andlise ultraestrutural da interacdo parasito-  célula hospedeira

1.6.1. Microscopia eletronica de transmisséo (MET)
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Culturas de células Vero semi-confluentes foram lavadas 3 vezes com PBS por 10
min e infectadas na relacéo 1:10 (parasito-célula hospedeira) com estagios bradizoitos de
T. gondii por periodos que variaram de 1 a 13 dias de infec¢éo. As culturas infectadas foram
fixadas por 1 h a 4°C com 2,5% glutaraldeido diluido em 0,1 M de tampdao cacodilato de
sodio contendo 3,5% sacarose e 2,5 mM cloreto de calcio (pH 7.2). Apos a fixacdo, as
culturas foram lavadas e poés-fixadas numa solucédo de 1% de tetroxido de 6smio, por 1 h,
no mesmo tampao e lavadas. A seguir,as células foram destacadas do substrato com
auxilio de um raspador de células (“rubber policeman”) a 4°C e centrifugadas por 5 min a
10,000g. Posteriormente, as células foram desidratadas em concentracdes crescentes de
acetona e infiltradas em resina epoxi (Poly/Bed® 812 — Polysciences). Cortes ultrafinos
foram recolhidos em grades de cobre, contrastados em acetato de uranila e citrato chumbo
para analise ao microscopio eletrdnico de transmissao Jeol JEM-1011 da Plataforma Rudolf
Barth de Microscopia Eletronica do Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz.

1.6.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As laminulas contendo as culturas de células Vero apos cultivo de 1 a 13 dias de
infeccdo foram fixadas, pos-fixadas e desidratadas como descrito no item anterior. A
secagem das amostras foi realizada pelo método do ponto critico, sendo as laminulas
montadas com cola de prata em suportes de aluminio e revestidas com uma camada de
ouro na espessura de 20 nm. As amostras foram analisadas ao microscopio eletrénico de
varredura Jeol JSM-6390LV com aceleracdo de voltagem de 15 kV da Plataforma Rudolf
Barth de Microscopia Eletronica do Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz. Técnica de retirada da
membrana da célula hospedeira com ajuda de fita adesiva, logo apos secagem pelo ponto
critico, foi empregada, a fim de visualizar o interior das células com alta resolucdo pela
MEV, o que possibilitou a analise do destino intracelular do parasito ao longo da interacao
T. gondii-célula hospedeira.
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2. Resultados

2.1. Infectividade de bradizoitos de T. gondii da cepa ME49 frente as células

Vero

A analise quantitative da interacdo de bradizoitos de T. gondii da cepa ME49 frente as
culturas de células Vero, a partir da carga infectiva de 1:10, mostrou que 4,7 + 2,7 % de
células estavam infectadas apos 24h, sendo observada a presence de VP contendo
parasitos em duplas (Fig. 1A). Apos 48 h cerca de 17,3+ 10 % das células apresentavam
parasitos intracelulares , com a visualizacdo de rosetas, indicativo do processo de
replicacdo por endodiogenia por taquizoitos, caracterizando a estagio-conversdo de
bradizoito-taquizoito (Fig. 1B). Simultaneamente, foram detectadas regides das laminulas
com parasitos no meio extracelular, indicativo do estabelecimento do ciclo litico com
egresso dos taquizoitos (Fig. 1C). Estruturas organizadas a semelhanca de cistos, “cisto-
like” (CL) foram detectadas apds 72 h de infeccdo (Fig.1D). Ao mesmo tempo, algumas
células mostraram VP com parasitos individualizados, sugerindo a reinfeccdo destas
células e cerca de 13,7 £ 3 % de células infectadas (Fig. 1E). Com 96 h foi verificado que
24,3 £ 2,1% das células estavam infectadas, contendo estruturas semelhantes a cistos (Fig.
1F). Em contrapartida, foram observadas muitas regides com parasitos no meio extracelular
(Fig. 1G), além de células recém infectadas simultaneamente (Fig. 1H) sugerindo um novo
ciclo litico.
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Figura 1: Culturas de Vero infectadas com bradizoit os de T. gondii cepa ME49 e
coradas por Giemsa . (A) VP com dois protozoarios no interior (seta) em 24 h de
infeccdo; (B) Roseta de parasitos (seta) apds 48 h de interacdo; (C) Parasitos no
meio extracelular (seta), com 48 h; (D) Estrutura semelhante a cisto (CL) (cabeca
de seta), com 72 h de interacdo; (E) Parasitos individualizados em diversos
vacuolos (setas); (F) Estrutura CL (cabeca de seta), com 96 h de interacao; (G-H)
Parasitos no meio extracelular (setas) com 96 h; (I) Parasitos individualizados em

diversos vacuolos (setas). Barras = 20 um.
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2.2.  Monitoramento da cistogénese em Vero

Os ensaios de citoquimica confirmaram, atraveés da incubacédo das células com a
lectina DBA, a formacéao de cistos de T. gondii apos 3 dias nas culturas de células Vero,
(Fig. 2 A-C). Os cistos foram observados até 5 dias de cultivo (Fig. 2 D-F) Também foi

comum a presenca de taquizoitos, que foram visualizados em grandes vacuolos (Fig. 2 G-

1) ou individualizados (dados ndo mostrados).

Figura 2: Cistos de T. gondii cepa ME49 em culturas Vero. (A, C, D, F, G) Nucleos das
células hospedeiras (setas largas) e dos parasitos (setas) revelados por DAPI em
azul. (B-C) Cisto revelado por DBA em vermelho (cabeca de seta) com 3 dias de
infeccdo; (E-F) Apos 5 dias, cistos maiores (cabecas de seta) foram observados
nas culturas; (H-1) Taquizoitos em varias rosetas no interior de um grande VP
(cabecas de seta) revelados pelo anticorpo contra P30 em verde. Barras = 10 pum.
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As analises por MEV permitiram a visualizagdo de parasitos no interior das células de
1 até 7 dias de infeccdo. Estruturas com parasitos justapostos com organizacao semelhante
a cistos foram visualizadas nas culturas Vero partir de 72 h de interacao (Fig. 3).

Figura 3: Cistos de T. gondii em células epiteliais Vero. (A-C) Células Vero
apresentaram estruturas com parasitos justapostos e organizados semelhantes a
cistos. A-B =10 um; C =5 pum.
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Confirmando estes resultados, a analise ultraestrutural de cortes ultrafinos de células
Vero com 5 dias de interagcdo com bradizoitos revelou cistos intracelulares muito bem
definidos, com parede espessa e eletrondensa, matriz cistica bastante eletrondensa e
diversos parasitos no seu interior, apresentando grande quantidade de granulos de
amilopectina. Muitas mitocondrias foram visualizadas nas culturas, caracteristica de células
epiteliais oriundas do rim. As mitocondrias foram visualizadas sempre muito proOximas aos
cistos, assim como a associacao de perfis de reticulo endoplasmatico da célula hospedeira,

sugerindo a interacao destas organelas com os cistos (Fig. 4).
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Figura 4: Cistos de T. gondii com 5 dias de infeccdo em células Vero. (A-F) Células
apresentam cistos bem definidos, com parede cistica (PC) espessa e bem
eletrondensa. Matriz cistica (M) altamente eletrondensa e diversos parasitos no seu
interior, com grande quantidade de granulos de amilopectina (Am). (F) Detalhe da
parede cistica (PC) espessa e invaginada (seta). (A, B, D, F) Destaque para
mitocondrias (mi) da célula hospedeira proximas aos cistos e varios perfis de
reticulo endoplasmatico (RE) associados a parede cistica.
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V. Discussao

A presente tese explorou aspectos da interacdo de T. gondii e duas
células epiteliais (CRFK e IEC-6) demonstrando que a linhagem epitelial de
felinos € um modelo celular produtor de cistos teciduais. Adicionalmente, no
contexto da inovacao, emprega culturas primarias de células epiteliais intestinais
de felinos (CEIF) para o estudo do ciclo enteroepitelial do parasito, in vitro.

Outro aspecto que merece destaque foi 0 emprego de estagios
bradizoitos como fonte de infeccdo primaria durante a interacdo do T. gondii-
células epiteliais. Esta estratégia experimental se diferencia de centenas de
outros estudos, onde a infec¢cdo com estagios taquizoitos tem gerado a maioria
do conhecimento da interacdo T. gondii e diferentes tipos celulares in vitro
(Skariah e cols., 2010; Chatterton e cols., 2010; Swierzy e cols., 2014; Leng e
cols., 2014; Yan e cols., 2015; de Lima e cols., 2015; Blader e cols., 2015) assim
como durante os estudos da estagio-conversao taquizoitos-bradizoitos (Soéte e
cols., 1993; Radke e cols., 2006; Ferreira-da-Silva e cols., 2008, 2009a,b;
Weilhammer e cols., 2012; Paredes-Santos e cols., 2013). A escolha de
taquizoitos nesses estudos se deve ao protocolo mais simples de obtencéo além
de ser o estagio responsavel pela disseminacéo do parasito no organismo, apos
a ingestéo de cistos ou oocistos (Dubey e cols., 1998; Ferreira-da-Silva e cols.,
2008; Sibley, 2011).

O emprego de bradizoitos como fonte de infeccdo nos estudos in vivo e
in vitro é bastante restrito (Dubey e Frenkel, 1972; Dubey e Frenkel, 1973;
Lindsay e cols., 1991; Weiss e cols., 1995; Dubey e cols., 1998; Ricard e cols.,
1999; Speer e Dubey, 2005; Dubey, 2006; Fouts e Boothroyd, 2007; Guimaraes
e cols., 2008, 2009; Moura e cols., 2009). Uma das justificativas para esta
restricdo € a necessidade do emprego de grande numero de animais para
obtencao dos cistos, além de ser um longo e delicado processo de isolamento e
purificac@o dos bradizoitos. A importancia de se utilizar este estagio para estudos
in vitro se deve ao fato de que representa uma das principais vias de transmissao
natural da toxoplasmose, através da ingestéao de cistos contidos em carnes cruas
ou mal cozidas (Tenter, 2009), além de representar uma importante via de
infecc@o para os felideos. Dubey (2006) confirmou que a infeccdo de gatos foi
mais eficiente apds a administracdo oral de bradizoitos do que de oocistos. O
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mesmo autor apontou que bradizoitos foram mais patogénicos para gatos que
oocistos, sugerindo que tanto o estagio infectivo quanto o hospedeiro séo
determinantes para a patogenicidade do T. gondii.

A escolha de células epiteliais oriundas de felinos como objeto de estudo
da presente tese, se justifica devido a sua grande importancia considerando-se
que: (i) o ciclo entérico do T. gondii ocorre exclusivamente no epitélio intestinal
de felinos; (ii) ainda ndo ha tratamento comprovado para toxoplasmose em gatos
(Elmore e cols., 2010); (ii) os felinos sdo os Unicos responsaveis pela
disseminacao de oocistos no meio ambiente com consequente contaminacgao do
solo, agua e alimentos. Adicionalmente, a caracterizacdo morfolégica do ciclo
entérico do parasito € limitada a alguns artigos realizados em modelo in vivo
(Frenkel e cols. 1970; Dubey e Frenkel, 1972; Ferguson, 2004; Speer e Dubey,
2005; revisto em Ferguson, 2009) e mais recentemente, a apenas um artigo in
vitro (Moura e cols., 2009). A reprodutibilidade dos eventos temporais com que
o ciclo se estabelece in vivo é limitada, sujeito a muitas extrapolacdes, visto que
a analise histolégica do intestino, ndo permite monitorar a sequéncia da
diferenciacdo dos estagios infectivos do parasito, sem que se impute analises
subjetivas. Na atualidade, a pratica da eutanasia de gatos € quase proibitiva
(Ferguson, 2009) e, corroborando a necessidade de se introduzir modelos de
investigacao alternativos para o melhor entendimento desse ciclo.

A linhagem CRFK é um dos unicos modelos epiteliais de felino disponivel
comercialmente, e se mostrou significativamente mais suscetivel a infeccéo por
bradizoitos do que a IEC-6. A CRFK também foi mais susceptivel a infeccéo
guando comparada a linhagem Vero (vide resultados complementares). Esses
dados reforcam a sugestdao de que aspectos moleculares inerentes ao tipo
celular e/ou origem celular podem influenciar no comportamento do curso da
infeccdo de T. gondii. Essa hipGtese tem apoio na alta especificidade do
desenvolvimento do ciclo sexuado do parasito que s6 ocorre nos enterécitos e
exclusivamente de felinos, Unicos hospedeiros definitivos do parasito.

Interessantemente, as células de felinos e do epitélio de macaco
induziram, a partir de 72 h, a cistogénese espontanea in vitro, a partir da infeccéo
priméria com bradizoitos. Estudos preliminares, durante a quantificacdo da
infeccéo de IEC-6 ndo demonstraram que a cistogénese se estabeleca neste tipo
celular.
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O estudo do processo de cistogénese in vitro tem despertado o interesse
de alguns pesquisadores, pois € um processo essencial para persisténcia do
parasito nos hospedeiros, permitindo a transmissdo entre os hospedeiros
intermediarios e definitivos. A manutencdo do parasito nos seus hospedeiros
envolve alguns processos, que incluem a diferenciacdo de estagios acelerados
de multiplicacédo, os taquizoitos, em estagios de baixa atividade metabdlica, os
bradizoitos (Schluter e cols., 2014). A obtenc¢éo de altos indices de converséo e
0 estabelecimento da cistogénese in vitro foram propostos inicialmente por Soéte
e cols. (1994) e Dzierszinski e cols. (2004). Esses autores mostraram que
manobras experimentais, como por exemplo, aumento de temperatura, alteracao
de pH, IFN-y e outras citocinas pro-inflamatérias, resposta a estresse celular,
proteinas de choque térmico e fatores de transcricdo sdo condigdes que podem
contribuir para a formacao de cistos (revisto por Ferreira da Silva e cols., 2008 e
por Swierzy e cols., 2014).

A maioria dos estudos in vitro relacionados a conversdo taquizoitos «
bradizoitos foi desenvolvida em linhagens celulares, por varios motivos: a
facilidade de crescimento destas células, sobrevivéncia por longos periodos
como monocamadas e por ter sido proposto que o tipo celular ndo é
determinante para a formagdo de cistos tissulares in vitro. Alguns autores
consideram que a cistogénese sem a utilizagcdo de manobras experimentais seja
um evento dependente da cepa de T. gondii, tendo as cepas avirulentas, como
a ME49, a capacidade natural de formar cistos em culturas celulares de
mamiferos (Darde e cols., 1989; Lindsay e cols., 1991; McHugh e cols., 1993).
Essas questdes ainda nao foram totalmente esclarecidas. Ferreira-da-Silva e
cols. (2008; 2009a, b) descreveram que fatores inerentes ao tipo celular possam
ser determinantes para a formacgédo de cistos in vitro, quando compararam
linhagens e cultura primaria de musculo esquelético com linhagem de
fibroblastos. Weilhammer e cols. (2012) mostraram que células com
metabolismo glicolitico mais intenso, como os fibroblastos NIH3T3 e células
epiteliais 293T foram resistentes a formacdo de cistos, por favorecerem o
crescimento de taquizoitos da cepa Pru (Tipo I, avirulenta), enquanto os
fibroblastos HFF e as células epiteliais Vero foram permissivas a formacao de
cistos. Paredes-Santos e cols. (2013) demonstraram que a cepa EGS
(avirulenta) produziu grande quantidade de cistos espontaneamente em células
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epiteliais LLC-MK2, fibroblastos HSFS e células da glia C6, porém, apds 4 dias
de cultivo, esse indice foi maior nas células epiteliais LLC-MK2, quando 72,3%
das células infectadas apresentavam cistos de T. gondii. Mais recentemente,
Swierzy e Luder (2015) avaliaram que células diferenciadas, como as
musculares, seriam um nicho mais favoravel a diferenciacdo de bradizoitos e
formacao de cistos. Desta forma, esse conjunto de dados corrobora a ideia de
que o tipo celular associado ao estado metabdlico das células seja decisivo para
0 sucesso da manutencao do parasito no organismo infectado, reforcando a
necessidade da elucidacao desse processo com estudos mais direcionados para
0S eventos que ocorrem in vivo, explorando os aspectos inerentes a cada tipo
celular envolvido na cistogénese.

Andlises quantitativas da produgcdo de cistos marcados com DBA
mostraram que cerca de 20% das células CRFK continham cistos com 13 dias
de interacdo (Artigo 1). A quantificacdo da producédo de cistos em células Vero
infectadas por tempos mais longos ainda ndo foram realizadas. Esta analise
deverd apontar qual tipo celular poderia ser o de elei¢céo para obtencao de cistos
in vitro, como sera discutido mais adiante.

As analises por MET confirmaram a presenca de cistos intracelulares entre
3 (CRFK e Vero) e 13 dias de infeccdo (CRFK). Contudo, a avaliacdo do
estabelecimento da cistogénese in vitro mostra diferentes resultados descritos
na literatura: 6-7 dias em células endoteliais da cornea de coelho (Shimada e
cols., 1974) e fibroblastos de macacos (Hoff e cols., 1977); 20-21 dias na
linhagem celular HeLa (Hogan e cols., 1960) e até 40-80 dias em astrocitos
murinos (Jones e cols.,1986). Estas diferencas podem estar relacionadas com a
viruléncia e/ou perfil genotipico das cepas e/ou 0 estagio infectivo do parasito
empregado, como fonte primaria da infeccdo, quer com taquizoitos ou
bradizoitos. A velocidade de interconversdo entre os estagios infectivos e a
quantidade gerada de cistos in vitro tém sido relacionadas com o genétipo da
cepade T. gondii (McHugh e cols., 1993; Soéte e cols., 1994). As cepas de baixa
viruléncia sdo mais eficientes na formacao de cistos em camundongos, tais
como, a ME49, que tém maior velocidade de formacao de cistos em cultura do
gue cepas de alta viruléncia como, a cepa RH (Soéte e cols., 1994). Esses dados
tem sido confirmados durante o emprego de células musculares esqueléticas in
vitro, um dos principais nichos para o desenvolvimento da cistogénese in vivo
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(Ferreira da Silva e cols., 2009b).

No entanto, diferencas morfolégicas foram observadas entre os cistos
produzidos por células CRFK e Vero, principalmente quanto a eletrondensidade
da matriz cistica, observada nos cistos produzidos pelas células Vero (Fig. 1).
Essas observacdes estdo de acordo com a descricdo da maturacdo de cistos
nos sistemas in vivo e in vitro (Ferguson; Hutchison, 1987; Paredes-Santos,
2015). Para aprofundar os estudos comparativos entre as linhagens Vero e
CRFK, quanto a geracao de cistos de T. gondii, seria interessante explorar por
analise bioguimica, o metabolismo energético destes modelos celulares, que
pudessem explicar a ocorréncia da cistogénese, em células que teoricamente
nao sdo as de eleicdo para formacao de cistos no sistema in vivo. Essa proposta

tem por base os estudos de Weilhammer e cols. (2012).

Figura 1: Cistos de T. gondii em células Vero versus cistos observados em
CRFK (Artigo 1). (A) Cisto confirmado pela presenca de parede cistica
(PC), e a matriz cistica (M) bastante eletrondensa; (B) Cisto confirmado
em CRFK pela presenca de parede cistica (CW), parasitos com muitos
granulos de amilopectina e matriz menos eletrondensa (Artigo 1). Barras
=2 um; 1 um.

Durante o desenvolvimento de cistos in vivo, ocorre um claro tropismo para
células dos sistemas nervoso e muscular, mas as condi¢coes do ambiente celular
gue influenciam neste tropismo, ainda ndo foram desvendadas. Evidéncias
sugerem que os cistos sdo encontrados preferencialmente em células com

capacidade proliferativa baixa ou ausente, em funcdo da sua diferenciacao,
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como as células neuronais e musculares (Coppens e Joiner, 2001; Chai e cols.,
2001; Radke e cols.,2006; Swierzy e Luder, 2015). Surpreendentemente, 0s
ensaios de Weilhnammer e cols. (2012) n&o relacionam a eficiéncia da converséo
dos parasitos com as propriedades de crescimento das células hospedeiras,
como as células Vero e 293T (fibroblastos), ambas células de tumor com alta
capacidade proliferativa, pois mostraram diferentes habilidades em facilitar a

conversao.

Retomando nossos modelos celulares verificamos que as CRFK
multiplicam-se a cada 40 h (Lasfargues e cols., 1976) e as células Vero a cada
24 h (Ammerman e cols., 2009). Estabelecer uma correlagdo desses dados
analisando as fases do ciclo celular de cada um dos tipos celulares com a
producdo de cistos poderia esclarecer se essa variavel realmente € um dos
fatores da capacidade das células epiteliais induzirem a cistogénese, a despeito
de ndo serem células em final de diferenciacédo celular, como j& preconizado
recentemente (Swierzy e Luder, 2015). Estes dados destoam das evidéncias de
que células epiteliais, especialmente as renais, sejam competentes para o
desenvolvimento da cistogénese, espontaneamente, como observado no Artigo
1 e por Paredes-Santos e cols. (2013). Vale ressaltar que o estudo de
Weilhammer e cols. (2012) testando a cistogénese em diferentes tipos celulares,
nao foi capaz de detectar a formacao de cistos espontaneamente em células
epiteliais, incluindo as Vero, ou fibroblastos, se estabelecendo somente em
condicdes de conversdo de bradizoitos (meios de cultura sem bicarbonato com
ou sem 5% CO,). As variaveis que poderiam explicar esses resultados

conflitantes, ndo se relacionam com o gendtipo das cepas utilizadas,
considerando-se que NOs NOSSOS ensaios utilizamos cepas do tipo Il, assim como
Weihammer e cols. (2012). A variavel que difere foi o emprego de bradizoitos
como fonte de infeccdo, mas que nédo estdo de acordo com os resultados de
Paredes-Santos e cols. (2013) infectando células epiteliais com taquizoitos e
obtendo altos indices de cistos. Esses dados fomentam ainda mais a
investigacdo dos fatores intrinsecos ou extrinsecos celulares que induzem a

cistogénese em células epiteliais.

Outro aspecto importante que deve ser considerado nos nossos resultados

foi a demonstracdo de que diminuindo a carga parasitaria para 1:10 (bradizoito-
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célula hospedeira), foi observado maior nimero de cistos in vitro nas células da
linhagem CRFK (vide artigo 1). Esses dados apresentam um novo aspecto na
interacdo do T. gondii-célula hospedeira: a relevancia da carga infectiva neste
processo, que estaria em consonancia com a aquisicdo de baixo numero de
parasitos nas infec¢des naturais, pela transmissao via a ingestao de carne crua
ou mal cozida.

No nosso sistema, empregando células epiteliais, além do estabelecimento
da cistogénese, também foram visualizados taquizoitos em rosetas, como
revelado por meio da marcacdo dessas culturas com o anticorpo contra p30,
especifico para este estagio infectivo. Alguns autores consideram que, apos a
infeccdo com bradizoitos da cepa ME49, alguns desses parasitos formam cistos
teciduais diretamente, sem conversdo transitoria para taquizoitos, enquanto
outros se diferenciam em taquizoitos, antes de formar cistos (Gross e Pohl, 1996;
Sahm e cols., 1997; Guimaraes e cols., 2008). Vacuolos positivos para marcacao
com o anticorpo contra p30 e cistos foram visualizados simultaneamente no
interior de uma Unica célula muscular (Guimaraes e cols., 2008), como também
demonstrado com células epiteliais no presente trabalho. Estes resultados
corroboram os estudos de Paredes-Santos e cols. (2013) que sugerem a
cistogénese e 0 estabelecimento do ciclo litico como eventos assincronicos.

Apos 13 dias de cultivo, células CRFK infectadas com T. gondii
apresentaram ma preservacao estrutural quando analisadas por microscopia
eletrbnica de transmissdo, com a presenca de células vacuolizadas e de
citoplasma escasso. Em contrapartida, algumas dessas células continham cistos
que apresentaram Otima preservacao ultraestrutural, indicando boa viabilidade
celular dos parasitos no seu interior. Estes achados sugeriram que 0s cistos
pudessem ser liberados por células que entraram em processo de morte celular.
No 14° dia apoés a infecgao, cistos bem preservados ultraestruturalmente foram
observados no sobrenadante das células infectadas. Estes resultados, portanto,
corroboram os de Weiss e cols. (1995), ao identificarem estruturas cisticas livres
no sobrenadante de culturas de fibroblastos humanos infectadas, sugerindo que
essas células possam estar morrendo e liberando os cistos ainda viaveis para o
sobrenadante das culturas.

Os dados mostram que as células Vero e CRFK tém potencial para
producdo de cistos (Resultados complementares e Artigo 1). Introduzir
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estratégias experimentais que potencializem este processo, como manobras
quimicas e/ou fisicas, alteracédo do pH acido (6.6 — 6.8) ou béasico (8 — 8.2), 0 uso
citocinas pro-inflamatérias, como o IFN-y ou privacdo de nutrientes, dentre
outras variaveis (revisto em Ferreira-da-Silva e cols., 2008), abre campo na area
de biotecnologia objetivando a obtencado de cistos em larga escala, com menor
custo e reducédo no niumero de animais.

A padronizacao de técnicas visando a obtencao e a purificagdo de cistos
oriundos de cultura de células devera ser explorada, como por exemplo, 0
meétodo desenvolvido por Zhang e cols. (2010) utilizando a lectina DBA acoplada
a esferas magnéticas, com potencial de aplicacdo nos sistemas in vivo e in vitro.
Algumas variaveis como, tamanho dos cistos, periodos para obten¢éo dos cistos
e a quantidade de bradizoitos isolados deverao ser considerados. Para validagéao
desses métodos, ensaios bioldgicos em animais experimentais, para teste de
infectividade de cistos e bradizoitos deverdo ser também incorporados a esses
estudos. Recentemente, Watts e cols. (2015) aperfeicoaram técnicas de
obtencéo de cistos in vivo, através do refinamento da técnica de purificacao de
cistos desenvolvida por Cornelissen e cols. (1981).

O emprego destas metodologias € uma excelente perspectiva para isolar
cistos purificados produzidos em culturas. Portanto, as células CRFK e Vero
representam bons modelos para producéo de cistos e bradizoitos de T. gondii
em larga escala, através manobras quimicas e/ou fisicas para maior inducéo da
cistogénese in vitro. Estes modelos poderédo, gradativamente, contribuir para
substituicdo e reducdo de animais experimentais como fontes do parasito,
atendendo ao principio humanitério da experimentagédo animal, conhecido como
o principio dos 3Rs de sustentabilidade (replacement = substituicdo, reduction =
reducao, refinement = aprimoramento) no que diz respeito ao uso de animais em
pesquisa (Russel e Burch, 1959).

O entendimento dos fatores de inducao da cistogénese em células epiteliais
in vitro se constitui num capitulo a parte nos estudos da interacéo T. gondii-célula
hospedeira. Muito embora existam evidéncias contundentes da contribuicdo do
ambiente bioquimico dos diferentes tipos celulares para o estabelecimento da
cistogénese, agregado ainda ao estado funcional das células diferenciadas, ha

de se considerar que potencialmente, células epiteliais estejam envolvidas neste
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processo in vivo, como fontes adicionais de produc¢ao de cistos e a persisténcia
do parasitismo no hospedeiro.

Além disso, a utilizacéo da linhagem CRFK pode contribuir para a melhor
compreensao da biologia celular da interacéo e, em condi¢des controladas, abrir
frentes na investigacdo de aspectos moleculares envolvidos no epitélio de felinos
durante a diferenciacao do parasito no seu hospedeiro definitivo.

Uma das dificuldades encontradas para a caracterizagdo e
aprofundamento dos estudos da interacdo do T. gondii com seus hospedeiros
definitivos, em relagdo ao ciclo sexuado in vivo, se deve a necessidade da
utilizacdo de gatos jovens para fins experimentais. Existe pouca informacao a
respeito dos genes e proteinas especificas associadas ao desenvolvimento dos
estagios coccideos. Behnke e cols. (2014) mostraram o perfil de expresséo
génica de merozoitos isolados de intestino de gatos in vivo e observaram que
genes envolvidos em diferentes vias metabdlicas foram mais expressos nos
merozoitos, destacando necessidades de crescimento especificos deste estagio.
Recentemente, Hehl e cols. (2015) descreveram o perfil transcricional
comparativo entre taquizoitos e merozoitos purificados de intestino de gatos e
observaram genes que codificam para 177 proteinas secretadas e 64 proteinas
associadas a membrana especificas de merozoitos. A maioria dos genes que
codificam para proteinas ja descritas de granulos densos (GRA), micronemas
(MIC), e roptrias (ROP) nao foram expressos em merozoitos. Em contrapartida,
grande conjunto de genes para proteinas de superficie (SRS) foi expresso
exclusivamente em merozoitos. Os perfis de expressao distintos de merozoitos
e taquizoitos revelam alta complexidade dentro do ciclo de vida do T. gondii,
demonstrando que merozoitos sdo estagios assexuados distintos adaptados ao
seu nicho e proposito biologico, que é a gametogénese.

As alteracdes na expressao génica devem estar correlacionadas com
diferenciacdo desses coccideos no intestino de felinos e, para tal, o
desenvolvimento de um sistema in vitro possibilitaria um grande avango nesse
campo da pesquisa. Um dos fatores limitantes dos estudos in vitro é a auséncia
de células epiteliais intestinais de felinos comercialmente disponiveis. Dessa
forma, o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas para obtencdo de
cultura priméaria de epitélio intestinal de felinos (CEIF), realizada previamente por
Moura e cols. (2009), conduziu a novas perspectivas no estudo do ciclo
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enteroepitelial do T. gondii e abriu um leque de possibilidades para novas
estratégias experimentais tanto para a caracterizacao desse tipo celular, quanto
na sua interacdo com diversos enteropatdgenos in vitro.

As culturas de CEIF foram obtidas a partir de intestinos de fetos de felinos
e as ceélulas cultivadas por até 15 dias, como mostrado no Artigo 2 desta tese.
As culturas apresentaram boa viabilidade celular e mantiveram sua capacidade
proliferativa, bem como suas caracteristicas morfologicas e funcionais. O
sucesso do cultivo das CEIF foi dependente de diversos fatores: primeiramente,
0 uso de tecido de origem fetal foi essencial para obtencéo de células com alta
capacidade de adeséo ao substrato e proliferagcdo em cultura, como descrito por
Siddiqui e Chopra (1984) e Quaroni e Beaulieu (1997); segundo, a dissociagéo
do tecido epitelial com uma solugcdo ndo enzimética permitiu a obtencédo de
células com a viabilidade preservada e fragmentos menores que formaram
explantes capazes de contribuir para o crescimento e proliferacdo das CEIF;
terceiro, a atividade sinérgica de fatores de crescimento, como o fator de
crescimento epidermal (EGF), que também favoreceu o crescimento e
proliferacdo das células em cultura mantendo suas caracteristicas originais do
tecido (Kedinger e cols., 1987; Desmarets e cols., 2013).

A caracterizacdo das CEIF, nas nossas condi¢cdes de cultivo, mostrou
uma populacdo de células epiteliais homogénea com citoplasma abundante,
ndcleo central e crescimento em ilhotas de células poligonais e em
monocamadas, como descrito previamente, por Baten e cols. (1992) e Quaroni
(1985). Além disso, por meio das analises ultraestruturais, foram visualizadas
jung@es intercelulares no nosso modelo de cultivo de enterdcitos, com a
presenca de jungdes do tipo zOnula oclusiva, zbnula aderentes e desmossomos.
As juncdes intercelulares sdo os principais pré-requisitos para a integridade e
polarizacédo do epitélio intestinal (Laukoetter e cols., 2008). Junc¢des oclusivas
sdo estruturas circunferenciais semelhantes a cinturdes que formam uma
barreira desde a extremidade apical da célula até o espaco intercelular. Juncdes
aderentes localizam-se imediatamente abaixo das juncbes oclusivas e
desempenham importante funcdo no reconhecimento célula-célula mediando as
associacgoes intercelulares. Ja os desmossomos, localizados abaixo das jungdes
aderentes, sdo juncbes intercelulares pontuais, presentes em epitélios
estratificados, como a epiderme, e promovem forte associag¢do intercelular
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(Kottke e cols., 2006). O principal constituinte das juncdes aderentes é a E-
caderina, molécula de adesdao que forma interagcbes célula-célula e
intracelularmente se liga a cateninas, que conecta a E-caderina aos filamentos
de actina do citoesqueleto da célula (Halbleib e Nelson, 2006). A E-caderina
desenvolve funcdes importantes na morfogénese do tecido intestinal e é
essencial para o desenvolvimento embrionario e a perda de sua funcdo no
intestino tem sido correlacionada a processos patoldgicos (Gassler e cols.,
2001). A presenca das jungdes oclusiva, aderente e desmossomos, observadas
por MET e a expressdo de RNA mensageiro para E-caderina, observada por RT-
PCR (dados ndo mostrados), no nosso modelo certificou a viabilidade e a
preservacao das estruturas dos enterdcitos de felino em cultura.

Citoqueratinas sdo os componentes principais da rede de filamentos
intermediarios de células epiteliais e constituem uma classe heterogénea de
aproximadamente 30 polipeptideos estruturalmente descritos (Moll e cols.,
1982). Nossas culturas foram positivas para citoqueratina e a deteccao foi
independente do estagio de diferenciacdo celular, como proposto por Baten e
cols. (1992). A maioria das células nas culturas expressou citoqueratina por 2
semanas e nao adquiriram caracteristicas de outros tipos celulares,
demonstrando assim, sua natureza epitelial de acordo com Macartney e cols.
(2000). Em contraste, vimentina (expressa em varios tipos celulares, como
fibroblastos, células endoteliais, precursoras neuronais, células dos tecidos
conjuntivo e cartilaginoso) (revisto em Satelli e Li, 2011) e desmina (especifico
de células musculares), foram detectadas em menos de 5% das células obtidas
antes do plaqueamento. Além disso, as CEIF foram capazes de expressar
fosfatase alcalina, um marcador intestinal, que persistiu durante todo periodo de
cultivo celular, com progressivo aumento da sua expressao até o 9° dia, em
consonancia com a descricdo de Sanderson e cols. (1996), visto com 6 dias por
Folimann e cols. (2000) e com 7 dias por Quinlan e cols. (2006).

As culturas celulares epiteliais intestinais sdo mais comumente cultivadas
em suportes 2D, como na presente tese. Diversas técnicas de cultivo celular tém
sido introduzidas na busca de um modelo que mimetize as atividades fisioldgicas
do tecido intestinal e algumas dessas técnicas deverdo ser testadas no nosso
sistema. A utilizacdo de suportes permeaveis com membranas microporosas
tornou-se um excelente método para a cultura dessas células, uma vez que
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facilitam sua polarizacao e permitem a absorcdo e secrecao de moléculas tanto
na superficie basal quanto apical (Moon e cols., 2014). Modelos 3D para o cultivo
de células epiteliais tem sido cada vez mais utilizados, por constituir uma
ferramenta robusta no campo do desenvolvimento de drogas com potencial para
substituir os modelos de cultura celular 2D tradicionais e modelos animais in vivo
(Pereira e cols., 2015). O sucesso recente na identificacdo e isolamento de
células-tronco epiteliais intestinais humanas (Lgr5 +) a partir do intestino delgado
e coblon possibilitaram a realizacéo de culturas de unidades epiteliais intestinais
funcionais denominadas organoides. Organoides intestinais sdo compostos de
todos os quatro tipos de células epiteliais normais e sdo capazes de desenvolver
0 eixo de diferenciacdo desde as criptas até as vilosidades intestinais. Este
modelo de cultivo celular tem sido capaz de executar algumas das principais
funcdes fisiologicas do intestino, incluindo absorcdo de Na* e secrecéo de CI
(revisto por Foulke-Abel e cols., 2014). Assim, cultivos 3D ou o desenvolvimento
de organoides se mostram como boas perspectivas para o desenvolvimento das
culturas intestinais de felinos que reproduzam as caracteristicas fisioldgicas e
moleculares do tecido intestinal para seu monitoramento em condi¢gdes normais
e durante a infec¢do pelo T. gondii, uma das principais metas e diferencial deste
trabalho.

Uma outra estratégia experimental bastante promissora € o emprego da
técnica de imortalizacao de células epiteliais por transfec¢ao de plasmideos que
carregam o gene hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptase) em
conjunto com oncogenes virais, ja utilizadas em diversos tipos celulares epiteliais
(Lundberg et al., 2002; Zabner et al., 2003; Piao et al., 2005; Yip e cols., 2013;
Garbe e cols., 2014; Wang e cols., 2014). A imortalizagdo da CEIF sera
realizada, uma vez que ainda nao existe linhagem intestinal de felinos disponivel
comercialmente para a utilizacdo na pesquisa. As células imortalizadas deveréo
ser caracterizadas para verificacdo da manutencdo da identidade e das
propriedades epiteliais intestinais.

A utilizacdo da CEIF como modelo de estudo durante a interacdo com o T.
gondii permitiu monitorar a cinética da infeccao e explorar novos aspectos desta
interagcdo. A utilizacdo de estagios bradizoitos como fonte de infec¢éo, como
supracitado, se justifica por representar a via natural de transmissdo para 0s
felideos (através do consume da carne de suas principais presas). Além disso,
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Ferguson (2004) mostrou em um diagrama esquematico todas as possibilidades
de desenvolvimento e diferenciagdo entre os estagios de T. gondii durante seu
ciclo de vida e o Unico estagio infectivo capaz de se converter diretamente para
merozoitos sdo os bradizoitos. Estes dados reforcam a adequacéo da escolha
de bradizoitos como fonte de infeccao para CEIF e permitiu a diferenciacao de
bradizoitos em merozoitos in vitro.

A influéncia da carga parasitaria também foi decisiva para o
desenvolvimento e diferenciacdo do parasito durante a interacdo T. gondii-CEIF.
Infectando o0s enterdcitos com bradizoitos da cepa ME49, na relacdo 1:5
parasito-célula hospedeira foi observada a conversdo de bradizoitos em
taquizoitos em 48 h pds infeccdo, através da deteccdo de SAG-1 em mais de
95% das formas parasitarias intracelulares, semelhante aos resultados da
analise de intestino de gatos infectados obtidos por Dubey (1997b). A estagio
conversao de bradizoitos para taquizoitos € um processo natural que ocorre nas
primeiras 15 h de infeccdo em culturas, sem a adicdo de substancias
imunomoduladoras (Gross e cols., 1996). A partir de 96 h de infeccado foram
observados muitos parasitos no meio extracelular e lise das CEIF,
caracterizando o ciclo litico do T. gondii, ratificando os resultados obtidos por
Dzierszinski e cols. (2004) que observaram lise celular de 72 a 96 h pds infeccao
em linhagens celulares de diferentes origens.

O estabelecimento da cistogénese espontanea, com a formagao de cistos
intracelulares, em células de cultura priméaria de CEIF foi observado a partir de
72 h de infeccdo quando a carga de 1:10 (parasito:.célula hospedeira) foi
utilizada, corroborando os resultados obtidos pelo nosso grupo com as células
CRFK. Células hospedeiras com ciclo celular quiescente, ou seja, em GO (como
as células musculares esqueléticas - CME) representam um microambiente de
predilecao para a diferenciacéo e formacao de cistos, como proposto por Swierzy
e Luder (2015). Além disso, Guimarées e cols. (2008), Ferreira-da Silva e cols.
(2009) e Takacs e cols. (2012) sugerem que fatores inerentes ao tipo celular
possam promover a estagio diferenciacdo do T. gondii, sem a necessidade da
utilizacdo de fatores indutores de estresse. Esses dados, em associacdo a
diferenciagdo de CEIF em cultura, reforcam o conceito mais atual de que a
cistogénese in vitro € dependente de diversos fatores, incluindo a cepa do
parasito, a carga parasitaria e o tipo celular (ou a interacdo de todos esses
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fatores) em conjunto com o estagio metabdlico ou de diferenciacdo da célula
hospedeira.

As condicOes experimentais realizadas neste trabalho possibilitaram, pelo
menos em parte, a obtencdo de estagios esquizontes de T. gondii com
caracteristicas morfolégicas muito semelhantes as observadas nos sistemas in
vivo (Ferguson, 2004; Speer e Dubey, 2005). Worliczek e cols. (2013)
identificaram influéncias significativas da carga parasitaria no processo de
diferenciacdo de merozoitos de Isospora suis em células epiteliais intestinais de
suinos in vitro. Os autores observaram alta densidade de merozoitos em cultura
quando a carga de 1 parasito:10 células hospedeiras foi utilizada e ao diminuir a
carga para 1:100 ou 1:200 obtiveram indices mais altos de oocistos produzidos
nessas culturas. Estes resultados corroboram 0s nossos, uma vez que
observamos que a carga parasitaria foi decisiva no processo da cistogénese in
vitro e para a diferenciacdo de bradizoitos em esquizontes nos enterocitos de
felinos. A relagédo parasito:célula de 1:20 mostrou que baixas doses infectivas
parecem ser mais efetivas na producao de esquizontes in vitro. Esta constatacao
corresponde a reprodutibilidade do processo in vivo, considerando-se que a
infeccdo na natureza, através do consumo de carne, ndo apresenta carga
elevada de parasitos.

Culturas infectadas com T. gondii, processadas para microscopia optica e
coradas com Giemsa apontaram para diferenciacdo do parasito apos 48 h de
interacdo. Estruturas muito semelhantes aos esquizontes dos tipos B e C foram
visualizadas nesse tempo, corroborando as imagens descritas por Speer e
Dubey (2005) em cortes histoldgicos de intestino delgado de felinos, apés 42 h
da infeccdo oral com cistos. Imagens inéditas obtidas a partir de 48 h de
interacdo bradizoitos e CEIF mostraram vacuolos contendo grandes massas
multinucleadas sugerindo o processo de geracdo de merozoitos do tipo B que
ao iniciarem a diferenciacdo para esquizontes do tipo C, permanecem no mesmo
VP formando essas estruturas tipicas, em concordancia com a descricdo de
Speer e Dubey (2005) como pode ser visualizado na Figura 2. Ainda, a analise
por microscopia optica demonstrou a diferenciacdo em esquizontes tipo C a partir
de 72 h de infecgdo. As imagens, mostram parasitos perifericamente dispostos
no interior do vacuolo, alguns distribuidos ao redor de corpos residuais, com
grande similaridade aos parasitos observados em cortes histoldgicos de intestino
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de gatos infectados descritos por Ferguson (2004) e por Speer e Dubey (2005),
como pode ser comparado na Figura 3. Ferguson (2004) utilizou uma gama de
marcadores moleculares e andlises ultraestruturais para caracterizar os estagios
infectivos do T. gondii, dentre eles os merozoitos. Infelizmente, a grande maioria
desses marcadores ndo se encontra disponivel comercialmente, o que restringe
nossas analises a caracterizacdo morfoldégica por microscopias de luz e

eletrbnica de transmissao.

Figura 2: Formas semelhantes a esquizontes em CEIF apos 48 h de

infeccdo com bradizoitos de  T. gondii versus esquizonte do tipo B
descrito invivo por Speer e Dubey (2005). (A) massa multinucleada (setas)
observada ao lado de parasitos em dupla (cabecas de seta); (B) massas
multinucleadas (setas grandes) com corpos citoplasmaticos ao redor (setas
pequenas); (C) Esquizonte tipo B descrito in vivo por Speer e Dubey (2005).
Barras = 10 pm
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Figura 3: Formas semelhantes a esquizontes em CEIF apos 72 h de
infeccdo com bradizoitos de  T. gondii versus esquizonte do tipo C
descrito in vivo por Speer e Dubey (2005). (A) VP com parasitos
organizados perifericamente (seta) ao redor de um corpo residual evidente
(CR) proximo ao nucleo da célula hospedeira (nch) muito semelhante a figura
C; (B) VP com diversos parasitos em arranjo periférico (seta) muito proximo
ao nucleo da célula hospedeira (nch), semelhante a figura D; (C-D)
Esquizontes tipo C descrito in vivo por Speer e Dubey (2005). Barras = 10 pm

Estudos classicos de Jones e cols. (1972) descrevem que em macrofagos,
somente vacuolos contendo T. gondii viaveis sao circundados por mitocéndrias
e reticulo endoplasmatico (RE) (revisto em Sinai e cols., 1997 e em De Souza,
2005). O papel funcional dessas associacfes, tdo logo o parasito esteja
albergado no VP, em particular do RE e inclusbes lipidicas, parece estar
vinculado a necessidade de aumento da area da membrana do VP durante o
processo de multiplicacdo do parasito (de Melo e de Souza, 1997; Sinai e cols.,
1997; Magno e cols., 2005; Gomes e cols., 2014). Goldszmid e cols. (2009)
observaram por imunocitoquimica ultraestrutural a transferéncia de
componentes de RE para o interior do VP, indicando que ocorre a fusao entre os
dois compartimentos. Esses dados sugerem que componentes do RE possam
ser incorporados pelos parasitos intracelulares, constituindo uma fonte de
nutrientes e lipidios, possivelmente, para seu desenvolvimento, como proposto
anteriormente (De Melo e cols., 1992, De Melo e de Souza 1997; Charron e
Sibley, 2002; Goldszmid e cols., 2009; Gomes e cols., 2014). Por outro lado, a
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proteina ROP2 tem sido observada incorporada a membrana do VP e seu
dominio terminal NH2 exposto para o citoplasma da célula hospedeira. Esse
dominio possui caracteristicas de sinais alvo mitocondriais, favorecendo a
associagcao da mitocondria ao VP (Sinai e Joiner, 2001). As mitocondrias de
células infectadas também foram visualizadas ao redor de cistos tanto in vitro
guanto in vivo (Sahm e cols., 1997; Sims e cols., 1989a), o que poderia favorecer
a circulacdo de nutrientes para os parasitos intracisticos (bradizoitos), o que
garantiria sua sobrevivéncia por longos periodos no hospedeiro. Além dessa
relacdo intima de organelas da célula hospedeira com a membrana do VP
(MVP), o T. gondii ainda é capaz de alterar a permeabilidade da MVP. O aumento
da permeabilidade da MVP permite a difusdo de moléculas pequenas como,
acucares, aminoacidos e co-fatores do citoplasma da célula hospedeira para o
interior do VP (Schwab e cols., 1994). Mais recentemente, Romano e cols. (2013)
descreveram que vacuolos contendo toxoplasmas ancoram vesiculas marcadas
com as proteinas do tipo Rab oriundas do complexo de Golgi para captacédo de
esfingolipideos. No nosso modelo, as analises ultraestruturais de CEIF durante
o desenvolvimento de esquizontes revelaram a presenca constante de organelas
da célula hospedeira, como reticulo endoplasmatico e mitocondrias, associadas
aos VP, bem como Golgi o que poderia auxiliar na alta atividade metabdlica
desses parasitos durante a esquizogonia.

Nosso grupo tem acumulado fortes evidéncias do estabelecimento da
esquizogobnia no nosso modelo celular, a partir da observacdo de grande massa
citoplasmatica com 3 ou mais nucleos, grandes mitocondrias, granulos densos,
alguns granulos de amilopectina e grandes corpusculos lipidicos no interior do
VP. Essas caracteristicas foram descritas em esquizontes do tipo D durante o
processo de divisdo por endopoligenia (Speer e Dubey, 2005), como pode ser
comparado nas imagens da Figura 4. Esse processo de divisdo celular parece
ser observado exclusivamente com T. gondii (Ferguson, 2009). Desta forma, a
evidenciagdo desses vacuolos grandes, contendo formas multiplicativas
desorganizadas, caracteristico do processo por endopoligenia, nas CEIF, a partir
da infeccdo com bradizoitos, fortemente sugerem que possam representar
estagios precursores da gametogénese, como por exemplo, o esquizonte tipo E,
como proposto nos estudos de Speer e Dubey (2005). Se a semelhanca
estrutural dessas massas multinucleadas, representa de fato o processo de
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endopoligenia de merozoitos, como verificado neste estudo, esta sera a primeira
vez que, pelo menos parte do ciclo enteroepitelial do T. gondii esta sendo

reproduzido in vitro.

Figura 4: Formas semelhantes a esquizontes em CEIF apos 6 dias de
infeccdo com bradizoitos de  T. gondii versus esquizonte do tipo D
descrito in vivo por Speer e Dubey (2005). (A) merozoitos com grandes
inclusdes lipidicas (Li) unidos ainda por um corpo residual (Rb), contendo
organelas como: granulos densos (Dg), lipidios (Li), mitocbéndrias (Mi) e
ndcleos bem desenvolvido (Nu); (B) Esquizontes tipo D descrito in vivo, por
Speer e Dubey (2005). Barras = 1 um

O conjunto de estratégias experimentais aplicadas na presente tese teve
como principal objetivo a reproducéo in vitro do desenvolvimento do T. gondii
nas células epiteliais intestinais do hospedeiro definitivo, 0 gato domeéstico. A
introducéo de culturas primarias de células epiteliais intestinais de felinos neste
estudo mostrou que potencialmente pode contribuir com novos subsidios, nao
apenas para o entendimento da biologia celular do parasito, mas também para
a melhor compreensao do ciclo entérico do T. gondii em condicdes controladas.
A reproducéo da toxoplasmose felina experimental in vitro, permite explorar os
aspectos moleculares desta interacdo, como por exemplo, a modulacdo de
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genes e proteinas como proposto por Ferguson (2009). Adicionalmente, abre
perspectivas para o desenvolvimento de novas estratégias para obtencdo de
estagios infectivos de T. gondii de modelos celulares in vitro, bem como em
medidas para intervencdo em uma das principais rotas de disseminacao da
toxoplasmose, a contaminacdo ambiental com oocistos, que em particular no

Brasil, apresenta grande importancia como via de transmisséo do parasito.
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CONCLUSOES

» Células epiteliais renais de origem felina (CRFK) sdo mais susceptiveis a
infecc@o por bradizoitos de T. gondii corroborando as evidéncias de que
a origem do hospedeiro determina a interacdo do parasito com a célula

hospedeira,

* As linhagens CRFK e Vero sao bons modelos para o estudo da
cistogénese in vitro e com potencial para aplicacdo em biotecnologia para
0 estabelecimento de protocolos que permitam a obtenc&o de parasitos

em larga escala;

e Culturas primarias de células epiteliais intestinais de felinos (CEIF)
mantém suas caracteristicas morfolégicas e funcionais in vitro com
potencial para imortalizagdo e sdo aplicaveis para o estudo do ciclo
entérico do T. gondii in vitro;

* A obtencdo pioneira de estagios infectivos correspondentes
morfologicamente a esquizontes de T. gondii detectados nas CEIF s&o
indicativos da reprodutibilidade do ciclo coccideo do parasito nos
enterécitos de felinos se constituindo de uma nova ferramenta

metodoldgica.
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