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VITRO

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Leticia Campos Medeiros

Toxoplasma gondii € um protozoario parasito intracelular obrigatorio

disseminado pelo mundo, capaz de infectar células nucleadas de todos os animais de
sangue guente: aves e mamiferos, incluindo o homem. Com grande promiscuidade
em relacdo aos seus hospedeiros intermediarios, T. gondii é altamente especifico
guanto a etapa sexuada de seu ciclo intestinal no seu hospedeiro definitivo, o felino.
Apesar da importancia do ciclo enteroepitelial para o ambiente, ha grandes lacunas
no entendimento deste ciclo. Grande parte do conhecimento atual é produto do
desenvolvimento de pesquisas in vivo em décadas passadas. Hoje a eutanasia de
gatos para fins cientificos € praticamente proibida e como ndo existem linhagens
continuas de enterdcitos de felinos disponiveis comercialmente, dificulta a realizacdo
de pesquisas in vitro. Assim, neste estudo aplicamos o0 modelo de cultura primaria de
células epiteliais intestinais de felinos (CEIF) como ferramenta para reproduzir o ciclo
sexuado in vitro e identificar os estagios enteroepiteliais do parasito.
O monitoramento in situ das células epiteliais intestinais de felino mostrou a
reprodutibilidade do fendtipo de enterdcitos in vitro e sua caracteristica ultraestrutral.
Nas nossas condi¢cdes experimentais, as monobras na variacdo da proporgcao
parasito:célula hospedeira, confimou que a relacdo 1:20 foi determinante para o
estabelecimento tanto do ciclo litico e da cistogénese quanto da inducédo de formas
semelhantes a esquizontes, como revelados por microscopia de luz e eletrénica de
transmissdo. Foram identificados esquizontes dos tipos C, D e E, apresentando
caracteristicas morfoldgicas similares as previamente descritas na literatura com base
na analise de intestino de gatos infectados experimentalmente por T. gondii. Estes
dados indicam que as CEIF simulam in vitro o microambiente celular natural intestinal
do felino que favorece o desenvolvimento da esquizogonia. Esta metodologia abre
novas perspectivas para investigacdo de aspectos bioldgicos e moleculares
envolvidos no ciclo entérico de T. gondii in vitro. Além disso, possibilita agregar
conhecimento para o desenvolvimento de novas estratégias direcionadas a
intervencdo da transmisséo do parasito, visando interferir numa das principais vias
pelas quais a toxoplasmose se propaga, pelas fezes de felinos contaminando o meio
ambiente.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY

Leticia Campos Medeiros

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite protozoan spread

throughout the world, capable of infecting nucleated cells of all warm-blooded animals:
birds and mammals, including humans. With great promiscuity in relation to its
intermediate hosts, T. gondiiis highly specific as to the sexual stage of its intestinal
cycle in its definitive host, the feline. Despite the importance of this enteroepithelial
cycle to the environment, there are major gaps in the understanding of this cycle. Much
of the current knowledge is the product of in vivo research development in the past
decades. Today the euthanasia of cats for scientific purposes is practically forbiden
and as there are no commercial lines of feline enterocytes, it is difficult to carry out in
vitro researches. Thus, in this study we applied the primary culture model feline
intestinal epithelial cells (FIEC) as a tool to reproduce the in vitro sexual cycle and to
identify the enteroepithelial stages of the parasite.
In situ monitoring of feline intestinal epithelial cells showed the reproducibility of the
enterocyte phenotype in vitro and its ultrastructural characteristic. In our experimental
conditions, the strategies in the variation of the parasite:host cell ratio, confirmed that
the ratio 1:20 was determinant for the establishment of both lytic cycle, cystogenesis
and the induction of schizonts-like forms, as revealed by light and transmissionelectron
microscopies. Schizotypes of types C, D and E were identified, presenting
morphological characteristics similar to those previously described in the literature
based on the intestine tissue analysis of cats experimentally infected by T.
gondii. These data indicate that enterocytes cultures mimic in vitro the natural intestinal
cellular microenvironment of the feline that favors the development of schizogony. This
methodology opens new perspectives for the investigation of biological and molecular
aspects involved in the enteric cycle of T. gondii in vitro. In addition, it allows to
aggregate knowledge for the development of new strategies directed to the
intervention of the transmission of the parasite, aiming to interfere in one of the main
routes through which the toxoplasmosis propagates, by the faeces of felines
contaminating the environment.
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1. INTRODUCAO
1.1 Breve historico

Toxoplasma gondii foi descoberto simultaneamente em 1908 por Nicolle e
Manceaux, isolado do roedor nativo Ctenodactylus gundi, na Africa do Norte e por
Splendore, isolado de coelhos, no Brasil. O nome Toxoplasma (toxon = arco, plasma
= forma, em grego) foi atribuido ao parasito pela morfologia em meia lua. T. gondii €
capaz de infectar qualquer hospedeiro de sangue quente, incluindo o homem, sendo
um dos parasitos mais bem-sucedidos. O potencial patogénico do parasito comecgou
a ser melhor estudado a partir das décadas de 1920 e 1930, com o surgimento de
varios casos de toxoplasmose humana no mundo, principalmente decorrentes de
infeccdo congénita. Na década de 1980, T. gondii emergiu como uma das principais
causas de morte em individuos com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
demonstrando a importancia do sistema imune no controle da infecgdo pelo
protozoario e incrementando os estudos da doenca e da biologia celular do parasito
(Innes, 2010; revisto em Blader e cols., 2015). O ciclo biolégico completo de T. gondii
foi descrito em 1970 (revisto por Dubey, 2008, 2009; Ferguson, 2009), quando o
oocisto foi identificado nas fezes de gatos caracterizando o desenvolvimento sexuado
do parasito no epitélio intestinal de seu hospedeiro definitivo, o felino. O conhecimento
especifico do ciclo entérico de 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).

1.2 Toxoplasma gondii

T. gondii pertence ao filo Apicomplexa, subclasse Cocciidia, apresentando uma
estrutura comum ao Filo, o complexo apical localizado na regido anterior do corpo do
parasito (Dubey e cols.,1998). Este parasito é envolto por uma estrutura trimembranar
formada pela membrana plasmatica e pelo complexo membranar interno, que
constituido pela associacéo intima de longas cisternas achatadas. A ultraestrutura,
vista por cortes transversais desta estrutura trimembranar, mostra a presenca de duas

unidades de membrana justapostas formando o complexo (Cintra & De Souza, 1985).
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A membrana plasmética é continua, porém o complexo interno é interrompido logo
abaixo dos anéis polares do condide (na extremidade anterior do parasito) na regido
do microporo, formado pela invaginacdo da membrana plasmatica, e no poro posterior
(Nichols e cols., 1994). Logo abaixo desta estrutura trimembranar, partindo do anel
polar posterior, irradiam-se os microtubulos subpeliculares que percorrem o corpo
celular no eixo longitudinal até cerca de dois ter¢cos de sua extensdo (Morrissette &
Murray, 1997). Estes parasitos apresentam organelas tipicas de células eucaridticas
como nudcleo, mitocdndria, reticulo endoplasmético e Golgi (Figura 1). T. gondii
contém ainda estruturas caracteristicas, tais como microporo, microtabulos
subpeliculares, apicoplasto, acidocalcissoma, corpos lipidicos, complexo apical (onde
se localiza o condide formado pelos anéis apicais), anéis polares além das organelas
secretoras, tais como as roptrias, micronemas e granulos densos) (Figura 1) (Dubey

e cols., 1998; de Souza e cols., 2010; Paredes-Santos e cols., 2012).
1.2.1 Formas infectivas

T. gondii apresenta 3 formas evolutivas responsaveis pela infeccdo do
hospedeiro: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos. Durante o seu ciclo de vida, o
parasito apresenta varios estagios evolutivos, mas as formas taquizoita, bradizoita e
esporozoita sdo as principais formas infectivas envolvidas com a transmissao do
parasito e responsaveis por infectar ambos hospedeiros intermediarios e definitivos
(Figura 1).
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Figura 1: Organizacdao estrutural dos trés principais estagios evolutivos de T. gondii. As
diferencas morfologicas entre os estagios séo atribuidas ao perfil das réptrias, o nimero de
granulos de amilopectina e a posi¢ao do nucleo. Fonte: Adaptado de Dubey e cols. (1998).

1.2.1.1 Taquizoitos

Os taquizoitos representam o estagio infectivo mais estudado do ciclo de T.
gondii, uma vez que a obtenc¢éo de grande quantidade de parasitos nesse estagio é

facil, tanto in vivo como in vitro (Ferguson e cols., 2014).



O termo “taquizoito” (taqui = rapido, em grego) é utilizado para indicar o estagio
que se multiplica rapidamente nas células do hospedeiro. Os taquizoitos medem cerca
de 6 um de comprimento e 2 um de largura. A regido anterior é afilada e a posterior é
arredondada, caracterizadas pela presenca de poucos ou nenhum granulo de
amilopectina, e o nucleo localiza-se na regido mediana do corpo do parasito (Dubey e
cols., 1998) (Figura 1).

A forma taquizoita esta presente nas manifestacdes clinicas da fase aguda da
toxoplasmose, decorrentes de sua alta taxa de proliferacdo, com consequente
ativacdo de uma forte resposta inflamatéria por parte do hospedeiro. A forma
taquizoita também é responsavel pela transmisséao vertical do parasito para o feto, via
placenta. A infeccdo ocorre quando o parasito entra em contato com a superficie da
célula hospedeira e penetra ativamente através da membrana, sendo evidenciado a
secrecao de proteinas dos micronemas e réptrias neste processo (revisto em Blader
e cols., 2015).

Os taquizoitos proliferam rapidamente por endodiogenia, ou seja, uma forma
especializada de reproducédo na qual duas células filhas sdo formadas no interior de
uma célula méae, que se degenera ao fim do processo. Esta forma de divisao exclusiva
ocorre durante a formacao de taquizoitos e bradizoitos, mas difere do processo que
ocorre no interior dos enterdcitos do hospedeiro definitivo (de Souza e cols., 2010;
Moura e cols., 2009; Moura e cols., 2013).

1.2.1.2 Bradizoitos e cistos teciduais

Apds 10 a 14 dias de infeccdo, os taquizoitos, de replicacdo rapida, se
diferenciam em bradizoitos, que sao a forma de replicacdo lenta do parasito (bradi =
lento, em grego). E o estagio infectivo do parasito que persiste durante a infeccio
cronica (latente) e € o Unico estagio que da origem a fase sexual de T. gondii no
epitélio intestinal do hospedeiro definitivo, os felideos. Mede aproximadamente 7 um
de comprimento e 1,5 um de largura (Mehlhorn & Frenkel, 1980) e possuem
multiplicacéo lenta por endodiogenia. Os bradizoitos se localizam no interior de cistos
teciduais, que podem permanecer latentes a vida toda do individuo infectado. Em
individuos imunocomprometidos, pode haver ruptura dos cistos e interconversdo dos

bradizoitos a taquizoitos, caracterizando uma reagudizacdo da infeccdo (Lyons e



cols., 2002). O tamanho do cisto depende de sua idade, do tipo da célula hospedeira
e da cepa de T. gondii (podendo conter centenas de bradizoitos) (Weiss & Kim, 2000).
Os cistos permanecem intracelulares (no citoplasma da célula hospedeira) e possuem
predilecao pelos tecidos nervoso e muscular, podendo estar presentes principalmente
no tecido ocular, cérebro, musculo esquelético e cardiaco. A parede cistica é rica em
acucares e outros polissacarideos (Speer e cols.,1998; Weiss & Kim, 2000;
Guimardes e cols., 2003), e € fina e elastica, sendo composta de materiais derivados
do hospedeiro e do parasito. O cisto € delineado por material granular, que também
preenche o espaco entre os bradizoitos em seu interior, constituindo a matriz cistica.
A ultraestrutura dos bradizoitos difere levemente dos taquizoitos, pois os bradizoitos
possuem O nucleo mais posterior, micronemas em grande quantidade, roptrias
eletrondensas e numerosos granulos de amilopectina (Figura 1). Sdo mais delgados
que os taquizoitos e menos susceptiveis a destruicdo por enzimas proteoliticas
(Dubey e cols., 1998).

Presume-se que os bradizoitos alterem a composicdo da membrana do vacuolo
parasitéforo (MVP), constituindo a parede cistica, dando origem aos cistos teciduais
(Dubey, 1998a; Tenter e cols., 2000). Acredita-se que a parede do cisto possa conferir
resisténcia evitando ruptura do mesmo, protegendo os bradizoitos de condi¢es
ambientais hostis, incluindo a resposta imunoldgica do hospedeiro. A proteina de
parede cistica CST1 foi identificada e tem papel crucial na integridade da parede,
resisténcia contra o estresse mecanico e para a persisténcia dos bradizoitos (Tomita
e cols., 2013).

1.2.1.3 Esporozoitos

Os esporozoitos sdo as formas infectivas de T. gondii encontradas no interior
dos oocistos. Cada oocisto possui dois esporocistos com quatro esporozoitos cada.
Apbs 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¢cOes adequadas de umidade e temperatura, 0s
oocistos sofrem maturacgéo, 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 intermediéria entre taquizoitos e bradizoitos, considerando-se a
guantidade de algumas organelas (Speer e cols., 1998). Medem cerca de 6 a 8 um de
comprimento e 2 um de largura e possuem um nucleo subterminal (Dubey e cols.,
1998). Esses estagios apresentam numerosos granulos densos e micronemas,
roptrias de aspectos esponjoso eletrondenso e pequena quantidade de granulos de
amilopectina (Speer e cols., 1998). Corpusculos lipidicos sdo numerosos nos
esporozoitos, raro em taquizoitos e ausentes em bradizoitos (Dubey e cols., 1998)
(Figura 1).

1.2.2 Ciclo biolégico

Os hospedeiros se infectam com T. gondii principalmente por meio da ingestéo
de cistos teciduais contidos em carnes cruas ou malcozidas (Dubey e cols., 2005; Hill
e cols., 2010), de oocistos esporulados presentes em alimentos e 4gua contaminados
ou ainda, pela transmissdo congénita (Hill & Dubey, 2002) (Figura 2). A infeccéo
também pode ocorrer por meio de tecidos transplantados, transfusées de sangue e
ingestao de leite ndo pasteurizado (Tenter e cols., 2000). A infecgéo via consumo de
carne contaminada se estabelece quando, apés a ingestao do cisto, sua parede €
digerida por enzimas proteoliticas no estdbmago e intestino e os bradizoitos,
resistentes a essas enzimas, séo liberados (Figura 2). Ao alcancarem a lamina propria
do intestino, os bradizoitos se diferenciam em taquizoitos, que penetram e se
multiplicam no interior das células e em poucas horas, ap6s ruptura das células
infectadas, se disseminam para outros tecidos por meio do sangue ou da linfa. Na
infeccdo mediada pela ingestdo de oocistos esporulados, da mesma forma que o0s
cistos, 0s oocistos sofrem acdo das enzimas proteoliticas no estbmago do novo
hospedeiro, liberando os esporozoitos, que, a depender da espécie do animal
infectado, irdo estabelecer o ciclo sexuado ou assexuado do parasito (Dubey, 1998)
(Figura 2).
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Figura 2: Ciclo bioldgico de T. gondii. A ilustragdo mostra as diferentes vias de transmissao
entre os hospedeiros intermediarios representados pelas aves e mamiferos, incluindo o
homem, e os hospedeiros definitivos, os felideos. O ciclo compreende duas fases de
reproducdo: sexuada e assexuada. Fonte: Reproduzido de Moura e cols. (2009).

A transmissédo congénita ocorre durante a fase aguda da doenca em mulheres
gravidas soronegativas, quando os taquizoitos encontram-se no sangue e atravessam
a placenta, infectando o embrido ou feto (Montoya & Remington, 2008). A fase da
gestacdo em que a toxoplasmose é adquirida pela gestante € um importante fator nos
indices de transmissao do parasito e na severidade da infeccdo congénita. O risco de
infecgao fetal aumenta com a idade gestacional, mas a severidade dos sintomas
clinicos diminui ao longo do tempo. Durante o primeiro trimestre, a transmisséo é
relativamente baixa (<20%), mas se aproxima de 80% no ultimo trimestre (Jones e

cols., 2003; Ortiz-Alegria e cols., 2010; revisto em Schluter e cols., 2014).

1.2.2.1 Ciclo enteroepitelial



No felino, hospedeiro definitivo de T. gondii, pode ocorrer tanto o ciclo sexual do
parasito (ciclo enteroepitelial), como também o ciclo assexual (ciclo litico). Os felinos
liberam oocistos nas fezes apos 3 a 10 dias da ingestdo de bradizoitos, 18 dias ou
mais apos a ingestdo de oocistos esporulados e 13 dias ou mais apos a ingestao de
taquizoitos. O ciclo sexual induzido pela ingestdo de bradizoitos (por carnivorismo) é
0 mais estudado e apresenta elevada eficiéncia na producao de oocistos. Milhdes de
oocistos sdo produzidos no intestino do felino devido a multiplicagdo profusa de T.
gondii, geralmente sem provocar sinais clinicos. Apds a ingestéo de bradizoitos, cinco
formas assexuais morfologicamente distintas, denominados esquizontes (tipos A-E),
sao formadas no intestino delgado do felino, resultando, ao final, na formacgéo de
oocistos (Dubey, 1998). Os oocistos liberados nas fezes dos felinos tornam-se
infectivos ap0s a esporulacdo, que ocorre de 2 a 3 dias dependendo das condicdes

no solo, umidade e temperatura (Frenkel e cols., 1970).

1.2.2.1.1 Esquizonte tipo A

E o primeiro estagio de desenvolvimento observado no intestino dos gatos
(Figura 3) a partir de 12 h de infec¢cdo. Possuem nucleo centralizado, facilmente
corados pelo Giemsa, e ndo sao reativos ao acido periédico de Shiff (PAS). Esse
estagio € observado em enterdcitos superficiais e as vezes na lamina propria intestinal
(Dubey e Frenkel, 1972).

1.2.2.1.2 Esquizonte tipo B

Este tipo de esquizonte ocorre de 25 a 54 h pés-infec¢do (Figura 3). A divisao
destes organismos ocorre por endodiogenia. Localizam-se em um grande VP de
membrana delgada, constituido por uma rica rede de membranas tubulovesicular
(RMT). Ultraestruturalmente, os equizontes tipo B sdo muito similares aos taquizoitos,
medindo 5,8 x 2,9 um. Possuem poucos e pequenos granulos de amilopectina e
roptrias pouco definidas (Dubey & Frenkel, 1972). Muitos esquizontes do tipo B
permanecem no mesmo VP apOs varias divisbes e formam estruturas grandes

multinucleadas. Estas formas multinucleadas apresentam numerosos corpos lipidicos



e mitocondria com matriz eletrondensa moderada (Dubey & Frenkel, 1972; Speer e
cols., 1998; Speer & Dubey, 2005).

1.2.2.1.3 Esquizonte tipo C

Os esquizontes do tipo C se desenvolvem de 32 a 54 h no interior do VP.
Individualmente sdo alongados com o nucleo subterminal (Dubey & Frenkel, 1972) e
medem cerca de 6,0 x 1,5 um, multiplicando-se no interior de enterdcitos ou linfécitos
intraepiteliais por endopoligenia. A nivel Ultraestrutural, os esquizontes do tipo C
contém poucos micronemas, poucos granulos densos, muitos corpos lipidicos e
pequenas mitocondrias (Speer & Dubey, 2005). A forma intermediaria do esquizonte
do tipo C apresenta varios nucleos com nucléolos evidentes. O VP ndao contém RMT
e a membrana do VP é intimamente associada a membrana do esquizonte.
Eventualmente, os merozoitos brotam na superficie do esquizonte, formando um
corpo residual medindo aproximadamente 2x3 pm, contendo residuos de mitocéndria,
ribossomos, reticulo endoplasmatico e granulos de amilopectina (Speer e cols., 1998;
Speer & Dubey, 2005).

1.2.2.1.4 Esquizonte tipo D

A partir de 40 h pés-ingestédo de cistos teciduais, os esquizontes do tipo D,
medindo cerca de 5,8 x 1,3 um, sdo observados em grande quantidade na base das
vilosidades de células epiteliais intestinais (Figura 3). A nivel ultraestrutural, os
esquizontes do tipo D apresentam réptrias eletrondensas e vacuolos preenchidos com
material granular localizados acima do complexo de Golgi (Speer & Dubey, 2005).

1.2.2.1.5 Esquizonte tipo E



Os esquizontes do tipo E, medindo cerca de 4,5 x 1,1 um, surgem a partir de
esquizontes do tipo D que migraram para células vizinhas e se replicaram por
endopoligenia. Estes esquizontes sdo observados partir de 3 a 15 dias pos-infeccéo
(Figura 3). Embora compartilhem caracteristicas morfoldégicas com estagios
anteriores, esquizontes do tipo E e merozoitos apresentam caracteristicas distintas.
Nas fases inicial e intermediaria exibem forma angular com numerosas mitocéndrias
proeminentes. Durante a fase tardia de endopoligenia, merozoitos emergem de um
corpo residual localizado no centro do esquizonte. Possuem roptrias eletrondensas,
mitocondrias grandes e diversos corpos granulares (Speer & Dubey, 2005).

Nas fases evolutivas, os esquizontes dos tipos A, B, C, D e E parecem ser
exclusivos do ciclo de T. gondii. 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 gametdcitos s6 sédo
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 biologico evolutivo (Dubey & Frenkel, 1972).

1.2.2.1.6 Gametas e oocistos

Gametas e oocistos estao presentes de 4 a 6 dias apds a infeccdo e se
desenvolvem exclusivamente nos enterécitos (Figura 3). Os merozoitos maduros
formados por endopoligenia séo liberados, podem invadir novos enterécitos e entrar
em repetidos ciclos de replicacdo assexuada ou se diferenciarem em estagios
sexuados: microgameta ou macrogameta. Os microgametas (5,7 x 3,5 um), também
denominados microgametocitos, possuem o ndcleo pequeno, citoplasma mais claro,
comparando-se com 0s esquizontes tipos D e E (Figura 3), além de dois flagelos
(Dubey & Frenkel, 1972). Apresentam uma Unica mitocdndria, nucleo eletrondenso e
complexo membranar interno com aproximadamente 12 microtubulos. O VP que
envolve o microgameta € preenchido por material eletronlucente (Speer & Dubey,
2005).

O desenvolvimento se inicia com uma fase proliferativa de divisdes nucleares
repetidas, seguida do deslocamento dos nucleos para a periferia com marcada
condensacao de cromatina periférica. O microgameta € formado por brotamentos de
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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
mitocondria (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 nucleo eletrondenso anterior & mitocondria e aos corpos
basais dos dois flagelos. Devido a semelhanca com o espermatozoide o uso do termo
gameta masculino foi adotado. Ferguson e cols. (2008) mostraram o primeiro
marcador de microgametas, a proteina MORNL1, localizada na regido anterior deste
estagio.

Assim como em microgametas, 0s termos macrogameta ou macrogametocito
também sdo comumente empregados. A maturacdo da origem a um Udnico
macrogameta. Os macrogametécitos tém fungdes muito importantes: sintetizar e
estocar todos os nutrientes necessarios para a esporulacdo do oocisto no meio
ambiente e sustentar a viabilidade dos esporozoitos por longos periodos, além de
sintetizar componentes especificos necessarios para a formacdo da parede do
oocisto. Por este motivo, durante o desenvolvimento, n&o ocorre divisédo nuclear, mas
a medida que o parasito cresce, grande quantidade de granulos de amilopectina e
corpusculos lipidicos sd@o sintetizados e armazenados no citoplasma. Estruturas
especificas que estardo envolvidas na formacdo 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 & Dubey (2005) observaram a formagéo 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).
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Figura 3: Desenvolvimento enteroepitelial de T. gondii no hospedeiro definitivo.
Liberados na luz do trato gastrointestinal dos gatos, os bradizoitos infectam os enterdcitos,
diferenciam-se em diferentes estagios evolutivos (esquizontes tipos A, B, C, D, E, macro e
microgametas) finalizando com a formacdo e liberacdo de oocistos nas fezes. Fonte:
Reproduzido de Moura e cols. (2009).

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 nao sao
intimamente ligadas entre si, uma vez que a camada externa pode ser facilmente
retirada com o uso de hipoclorito de sodio (Mai e cols., 2009; Fritz e cols., 2012;
Dumeétre e cols., 2013). A parede dos oocistos é composta em mais de 90% de
proteinas (Fritz e cols., 2012). Como essas proteinas sdo processadas na formagéo
da parede ainda nédo esta esclarecido (Dumetre e cols., 2012). Estudos sugerem forte
contribuicdo de ligacdo cruzada de proteinas ricas em tirosina na formacéo e
enriguecimento da parede do oocisto em T. gondii e outros coccideos (Belli e cols.,

2006; Dumetre e cols., 2012), resultando no desenvolvimento de sua tipica
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autofluorescéncia azul (AF) sob excitacdo UV (Fritz e cols., 2012). Esta organizacao
complexa também sugere robustez da parede do oocisto, que é importante em termos
de mecanica e na resisténcia global do oocisto a varios agentes fisicos e quimicos
(Belli e cols., 2006; Dumetre e cols., 2012). Estes estudos sugerem um papel chave
da biologia mecéanica da parede do oocisto na manutengédo da sua integridade no
ambiente ou na resisténcia a desinfetantes, conferindo assim, alta infectividade para

0s seres humanos e animais (Dumeétre e cols., 2013).

1.2.3 Epidemiologia

Os felideos tém um papel preponderante na epidemiologia de T. gondii, sendo o
unico hospedeiro definitivo capaz de facilitar a propagacdo sexual do parasito. Os
felinos podem produzir milhées de oocistos durante a infeccdo primaria, causando
enorme impacto ambiental, pois apés a esporulacdo, 0s oocistos se tornam
infecciosos para hospedeiros que acidentalmente ingerem produtos contaminados.
Os fatores de risco de infeccdo para a ingestdo de oocistos € a falta de higiene e o
consumo de agua ou vegetais contaminados (revisto em Delahoy e cols., 2018). Os
oocistos esporulados podem sobreviver por longos periodos em condigcdes normais
de ambiente, ou até mesmo por meses em ambientes desfavoraveis. Os oocistos
presentes no ambiente podem ser transmitidos mecanicamente por invertebrados
como moscas, baratas, besouros e minhocas, contaminando alimentos (revisto em
Robert-Gangneux & Dardé, 2012). Mais recentemente, alguns mamiferos marinhos
também foram descritos como portadores do parasito, além da descoberta da
viabilidade de oocistos em animais nao vertebrados filtradores, o que potencializa o
risco de infeccdo deste grupo de animais (Miller e cols., 2004; Massie e cols., 2010;
VanWormer e cols., 2016).

A importancia epidemioldgica dos bradizoitos contidos em cistos teciduais € bem
conhecida, e estima-se que os alimentos contribuam para uma proporgao (entre 42%
e 61%) de todos os casos, dependendo da area geografica (WHO, 2014). A aquisi¢ao
de infeccéo pela via oral € um evento fundamental para a biologia de T. gondii (revisto
em Belluco e cols., 2017) e esta rota € independente da reproducdo sexual do
parasito, ampliando a infeccdo de quase todos os animais de sangue quente (Su,

2003) o que provavelmente explica o sucesso evolutivo de T. gondii.
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Um terceiro estdgio infeccioso do parasita é o taquizoito, que pode ser
transmitido por fluidos animais. O leite é considerado uma fonte potencial de infeccéo,
ja que durante a infeccdo animal aguda os taquizoitos circulantes podem ser
transferidos do sangue para o leite (Tenter e cols., 2000), mas o debate sobre isso
ainda esta em andamento na comunidade cientifica (Dehkordi e cols., 2013; Dubey &
Jones, 2014; Boughattas, 2015). Desta forma, os alimentos desempenham um papel
critico na transmissao de T. gondii. O parasito tem sido detectado em diferentes tipos
de carnes (Guo e cols., 2015; Belluco e cols., 2016), vegetais (Lass e cols., 2012) e
leite (Dehkordi e cols., 2013). Qualquer que seja a fonte de alimento, os habitos de
consumo desempenham um papel critico, uma vez que T. gondii pode ser inativado

por cozimento e congelamento.

1.2.4 Interacdo T. gondii - célula hospedeira

T. gondii invade as células-alvo por meio de um mecanismo dinamico,
penetrando ativamente na célula-hospedeira, em um processo dependente de actina
e miosina do parasito que esta localizado sob sua membrana plasmatica (revisto em
Frénal e cols., 2017). Essa maquinaria de deslizamento, chamada de glideossomo
(Opitz & Soldati, 2002), permite que o parasito se mova ativamente através de
barreiras biol6gicas ndo-permissivas (migracdo), penetre rapidamente em varios tipos
de células (invasdo) (Hakansson e cols., 1999; revisto em Blader e cols., 2015) e
egresse das células infectadas (saida) (revisto em Blackman e Carruthers, 2013).
Micronemas e proteinas das réptrias e granulos densos sdo secretadas em uma série
de eventos precisamente orquestrados durante a invasdo. O conteddo dos
micronemas € descarregado primeiramente durante o contato inicial do polo apical do
parasito com a superficie da célula-alvo e imediatamente as réptrias injetam seus
contetdos no citoplasma da célula. Durante a entrada na célula hospedeira, os
parasitos induzem a formacdo de um VP oriundo da invaginagdo da membrana
plasmatica da célula alvo. Quando o parasito se encontra completamente
encapsulado no VP, h4 liberacdo de proteinas no limen do VP pelos granulos densos
(revisto em Blader e cols., 2015). A MPV nao fusogénico é isolada dos compartimentos
endossomais e garante replicacdo segura (Mordue e cols., 1999). Apés a replicacao,
0s parasitos saem de uma célula infectada, rompendo a MPV e da célula hospedeira

para invadir rapidamente as células vizinhas; assim, a motilidade contribui para a
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disseminagé&o da infeccgéo.

Por meio de estudos bioquimicos e genéticos, pode-se chegar as seguintes
conclusdes gerais: as proteinas dos granulos densos modificam o VP para a aquisi¢ao
de nutrientes da célula-hospedeira; proteinas das roptrias tém funcdo na biogénese
do VP e no estabelecimento da associacdo de organelas da célula-hospedeira com o
VP e, proteinas dos micronemas atuam na adesao e penetracao do parasito na célula-

alvo.

1.2.4.1 Ciclo litico

O ciclo litico de T. gondii tem sido diferenciado em cinco etapas: adeséao,
invasao, formacéo de VP, replicacdo e egresso, com sinalizacdo de calcio identificada
como um regulador critico. Embora nos ultimos 15 anos estas etapas basicas ndo
tenham mudado, novas descobertas alcancadas pelos avangos tecnoldgicos e pelo
melhor acesso experimental ao Toxoplasma (manipulacdo genética, por exemplo)
melhoraram a compreenséo e os detalhes de suas conexdes. De destaque, 0 egresso
agora € visto como ligado a invasdo. Além disso, a compreenséo da estrutura e funcao
do VP e sua interface com a célula hospedeira e ainda, os detalhes moleculares nas
vias de sinalizacdo que permeiam cada etapa do ciclo litico tem avancado neste
periodo (revisto em Blader e cols., 2015).

Parasitos no meio extracelular e intracelular representam dois estagios
bioldgicos distintos: os do meio extracelular ndo se dividem, sdo altamente méveis,
fazem extrusdo do condide e secretam o contetdo de seus micronemas. Enquanto
parasitos no meio intracelular, se dividem, ndo sdo méveis, ndo fazem extrusdo do
condide, nem secrecdo do conteuddo dos micronemas. A ativacdo do estagio
extracelular pode ser considerada o primeiro passo do ciclo litico e tem seus gatilhos
propostos na presenca ou auséncia de resposta imune do hospedeiro. Varias vias da
imunidade do hospedeiro respondem a infec¢cdo por T. gondii, e algumas séo
caminhos para o egresso do parasito. Danos a célula hospedeira levam a uma queda
de K* intracelular e juntamente com o acimulo de Ca*? induzem ao egresso do
parasito (revisto em Plattner e cols., 2012). Na auséncia de uma resposta imunologica
do hospedeiro, os parasitos se replicam e iniciam o egresso por diversos mecanismos.
Um destes mecanismos envolve o aumento da concentragdo do acido abscisico
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(ABA), que é produzido durante a replicagéo intracelular. Sabe-se que a interferéncia
farmacoldgica sobre a producéo do ABA induz a diferenciagdo na forma bradizoita,
sugerindo ter diferentes papéis durante o ciclo de vida do parasito (Nagamune e cols.,
2008). A acidificacdo do VP durante a replicacdo do parasito é especialmente
relevante para proteina perforina-like 1 (PLP1), uma proteina do micronema, que se
insere em membranas em pH baixo e forma poros na MVP e da célula hospedeira,
para fornecer um caminho para o ambiente extracelular (Kafsack e cols., 2009).

Esse conjunto de dados mostra que o egresso de T. gondii da célula hospedeira
envolve varios mecanismos e que vias individuais sdo ativadas por diferentes
condi¢cdes microambientais e mdltiplas vias podem se comunicar ou convergir.
Portanto, o momento do egresso € controlado pelo parasito e ndo € devido a uma
simples ruptura fisica da célula hospedeira (revisto em Caldas & de Souza, 2018).

Apds o egresso, 0s taquizoitos se movem no ambiente extracelular. O tempo
gasto no meio extracelular é curto, mas fornece ao parasito a oportunidade de se

disseminar para novos tecidos.

1.2.4.2 Cistogénese

Os taquizoitos e bradizoitos sdo bem definidos morfologicamente, mas nao ha
um consenso sobre como ocorre o processo de conversao taquizoito < bradizoito,
desencadeando a cistogénese ou que sinal (ais) medeiam essa diferenciacdo. O acido
abscisico parece ter um papel decisivo no destino intracelular de T. gondii. Assim, a
sinalizacao de célcio mediada por este acido influencia diretamente no direcionamento
para o ciclo litico ou a cistogénese. Desta forma, experimentalmente tem se
demonstrado que a inibicdo da producdo do &cido abscisico leva ao encistamento
(Nagamune e cols., 2008). O sistema imune do hospedeiro controla a infec¢do aguda
induzindo a converséao taqui «» bradi com a formacao de cistos teciduais que evadem
do sistema imune e podem perdurar por toda vida do hospedeiro imunocompetente
(Denkers e cols., 2004). Cistos teciduais séao estruturas intracelulares que apresentam
maior tropismo para os tecidos neural (principalmente o cérebro e globo ocular) e
muscular (esquelético e cardiaco) servindo, portanto, como reservatérios para a
reativacao da toxoplasmose se o hospedeiro se torna imunocomprometido (Odell e

cols., 2015). Cistos imaturos medem cerca de 5 ym, com ao menos dois parasitos em

16



seu interior, indicando que a formacdo da parede cistica ocorre cedo no
desenvolvimento dos bradizoitos. A medida que o cisto amadurece, mudancgas em seu
tamanho podem ser observadas devido a replicacdo dos bradizoitos em seu interior.
No cenério da toxoplasmose experimental tem sido demonstrado que os fatores
imunoldgicos ndo sdo, necessariamente, requeridos para a formacao de cistos, uma
vez que ja foi observada in vitro a cistogénese espontanea. Dessa forma, alguns
modelos foram estabelecidos e que podem ser adequados para estudar o0s
mecanismos moleculares envolvidos no processo de cistogénese na auséncia de uma
resposta do hospedeiro. Uma forte corrente sugere que o microambiente celular tenha
papel fundamental para determinar a converséo de T. gondii, desencadeando a via da
cistogénese (Guimaraes e cols., 2008; Ferreira-da-Silva e cols., 2008; 2009a; 2009b;
de Muno e cols., 2014).

Aparentemente os bradizoitos se utilizam de glicélise anaerdbia para a geracéo
de ATP, uma vez que nao possuem um ciclo de Krebs funcional. Mudancas no
metabolismo de carboidratos vem da regulacéo diferencial de isoformas bradizoito-
especificas da lactato desidrogenase (LDH2), glucose-6-fosfato desidrogenase (GP-
Pl) e enolase-1 (ENO1), que apresentam estabilidade e propriedades enzimaticas
diferentes daquelas presentes nos taquizoitos. Acredita-se que a LDH2 é importante
para o estabelecimento da infeccéo crénica, uma vez que camundongos infectados
com parasitos com delecdo de LDH2 apresentaram quantidades bem menores de
cistos no cérebro comparados ao controle (Abdelbaset e cols., 2017).

A persisténcia da infeccdo também depende da autofagia continua e da
rotatividade de organelas ou componentes celulares. A protease L de catepsina nao
€ necessaria para a replicacdo dos taquizoitos nos estagios iniciais do
desenvolvimento de bradizoitos, mas é critica para a viabilidade do cisto tecidual
maduro. A ablacdo genética ou quimica da atividade da protease causou um acumulo
de autofagossomas nao digeridos e perda da viabilidade dos bradizoitos, indicando
gue o parasito deve reciclar proteinas e organelas para persistir. Os cistos latentes
também devem ser capazes de lidar com a exposicao de varios radicais e subprodutos
reativos do metabolismo; consequentemente, enzimas que atuam neste tipo de
estresse sdo mais presentes durante a formacdo dos bradizoitos (Jeffers e cols.,
2018).
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1.3 Epitélio intestinal e cultura primaria de enterocitos

O epitélio intestinal é de constituicdo simples formando uma monocamada. As
células sé@o polarizadas, com uma regido basal e outra apical onde se localizam as
protusdes de membrana finas e alongadas, as microvilosidades, que conferem a alta
capacidade de absorcdo deste epitélio (Booth e cols., 1999). Ha também uma
polaridade associada com a maturacdo de cada célula. As células das vilosidades do
intestino delgado ou na luz da cripta do célon sdo as mais maduras (ou diferenciadas)
e ndo proliferam. Essas células diferenciadas sdo continuamente perdidas para o
[limen do intestino (polo apical do tecido). Uma proliferacdo massiva na regiao
mediana das vilosidades (intestino delgado) ou criptas (c6lon) substitui essas células,
sendo as células-tronco, presentes na base da cripta intestinal, as principais
responsaveis por essa repopulacéo celular. Nas posi¢cdes mais basais da cripta estao
concentradas as células mais imaturas — com o0 maior potencial de proliferacdo — e
sdo responsaveis pelo cultivo do tecido intestinal. As células ja diferenciadas néo
somente ndo proliferam, como também secretam produtos (muco, lisozima, etc.) que
comprometem a cultura dos tipos celulares imaturos (Booth & O’Shea, 2002).

Os enterocitos desempenham um papel ndo apenas na absorcao de nutrientes,
mas também tem funcdo crucial na imunofisiologia (Gronert e cols., 1998) e atuam
como uma barreira para a entrada de micrébios e toxinas do limen no tecido (Mahida
e cols., 1997; Walker, 2002; Sansonetti, 2002; Shen & Turner, 2006). Além disso,
podem secretar citocinas e quimiocinas em resposta a sinais inflamatorios (Strober,
1998), ativando e recrutando células inflamatérias, bem como imunoldgicas (Gronert
e cols., 1998). Quando estimulados atuam como células apresentadoras de antigenos
(Blumberg e cols., 1991; Hershberg e cols., 1997). Estas células tém importancia de
estudo nas areas como farmacologia, células-tronco, terapia genética e imunologia.
Elas também sdo empregadas para o estudo de muitos processos biologicos, tais
como permeabilidade e transporte (Weng e cols., 2005), diferenciacao (Rusu e cols.,
2005), migracdo (Stutzmann e cols., 2000), interacdo célula-matriz, apoptose, nos
mecanismos envolvidos em patologias, incluindo os causados por agentes infecciosos
(Peterson e Artis, 2014), que afetam a integridade celular intestinal, bem como
estudos sobre a interag&o da célula intestinal com enteroparasitos, como por exemplo,

Toxoplasma gondii (Evans e cols. 1994; Perreault e cols., 1998; Moura e cols., 2009).
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Apesar destas importantes aplicagfes, os modelos de cultura celular de enterdcitos
totalmente diferenciados néo estdo bem estabelecidos (Chopra e cols., 2010).

Ha intensa dificuldade no estabelecimento da cultura primaria de epitélio
intestinal, uma vez que estas células dependem da interacdo célula-célula ou célula-
matriz e requerem muitos fatores de crescimento (Aldhous e cols., 2001). A falta de
fatores de crescimento ou interacdo nestes sistemas e na matriz extracelular leva a
inducao de morte celular em um periodo de tempo muito curto (Strater e cols., 1996).
O conhecimento da biologia celular e molecular dos enterdcitos em desenvolvimento
e diferenciagdo evoluiu durante as Ultimas décadas, devido a abordagens
experimentais que permitem a diferenciacéo in vitro (revisto em Simon-Assmann e
cols., 2007). Varios pesquisadores ja estabeleceram métodos de cultura de células
intestinais para diferentes espécies animais que mimetizam o desenvolvimento
intestinal normal (Rusu e cols., 2005). Algumas estratégias tém sido utilizadas na
tentativa de obter cultura intestinal em monocamada de células obtidas de explantes
intestinais do individuo adulto (Aldhous e cols., 2001; Macartney e cols., 2000) ou
utilizando células fetais (Quaroni, 1985; Sanderson e cols., 1996; Perreault & Jean-
Francois, 1996). O principal problema com as células adultas é que, uma vez que as
células intestinais sdo removidas da membrana basal e do estroma subjacente, a
apoptose € iniciada em poucas horas, dificultando o estudo por muito tempo (Potten
e cols., 1994; Strater e cols., 1995). O epitélio intestinal embrionario nas fases iniciais
do desenvolvimento é composto por uma camada de células endodérmicas
multiestratificadas circundada pelo mesénquima. Trés tipos celulares de células
diferenciadas (enterdécitos, células caliciformes e células enddcrinas) aparecem antes
do inicio da formacdo da cripta que comeca pouco antes do nascimento (Simon-
Assmann e cols., 2007). Assim, para o sucesso do cultivo destas células estas devem
permanecer viaveis e, ao mesmo tempo, devem exibir propriedades fenotipicas e
funcionais reminiscentes ao epitélio intestinal normal (Golaz e cols., 2007).

Uma alternativa para sanar estes problemas de cultivo primario seria a obtengao
de linhagens de células epiteliais intestinais, porém algumas dificuldades sao
detectadas que incluem: infec¢cbes microbianas das culturas, curta vida atil dos
enterdcitos in vivo (Quaroni e cols., 1979; Schmidt & Thews, 1995), seu estado
diferenciado, bem como sua complexa interagdo com a matriz extracelular (Podolsky,

1993; Basson e cols., 1996). Ainda, o revestimento epitelial intestinal é também uma
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camada altamente dinamica renovada a cada 4-5 dias (Bader e cols., 2000). Devido
a sua curta vida util hd uma répida rotatividade de componentes celulares. Quando os
enterocitos atingem a ponta da vilosidade, eles estdo na forma totalmente diferenciada
ganhando funcdo absortiva com a perda da atividade mitética. O terceiro aspecto
importante dessas células epiteliais € sua dependéncia da matriz extracelular. Assim,
o modelo de cultura para enterécitos geralmente descreve o emprego de
componentes da matriz extracelular (Hahn e cols., 1987). Devido as estas dificuldades
inerentes as células epiteliais intestinais, as linhagens celulares para estas néo estao
facilmente disponiveis, apesar da sua necessidade em varios campos (Perreault &
Beaulieu, 1998). As linhagens celulares disponiveis s&o geralmente de tecido fetal de
roedores (Kedinger e cols., 1987; Evans e cols., 1997) ou de tecido de cancer intestinal
(Simon-Assmann e cols., 2007). Todos estes modelos tém suas proprias limitacdes.
As linhagens celulares mais utilizadas sao as Caco-2 e HT29 originalmente derivadas
de células de adenocarcinoma do colon humano (Huang e cols., 2004; Parlesak e
cols., 2006). No entanto, como células transformadas, esses modelos tém suas
préprias limitacdes (Rousset, 1989; Moyer, 1990; Carriere e cols., 1994). Deste modo,
€ necessario desenvolver modelos de cultura simples e reprodutiveis para enterocitos.

Assim, no presente estudo, foram empregadas culturas priméarias de células
isoladas do epitélio intestinal fetal de felinos, estabelecidas por Moura e cols. (2009),
visando caracterizar os aspectos morfolégicos da interacao de T. gondii e enterécitos
na tentativa de reproduzir o ciclo enteroepitelial do parasito no seu hospedeiro

definitivo.

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Avaliar a interagdo de Toxoplasma gondii com a cultura priméaria de enterdcitos
de felinos (CEIF).

2.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar morfologicamente a cultura primaria de enterdcitos de felinos;

b) Analisar a interacdo de formas bradizoitas de T. gondii com enterdcitos de
felinos;

c) Caracterizar ultraestruturalmente o destino intracelular de T. gondii em

enterocitos de felinos, com foco principal nos estagios esquizontes, in vitro.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais experimentais

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 (cepa C57BL/6 “inbred” criada em
1921 por C. C. Little no “Bussey Institute for Research in Applied Biology”) foram
fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundacéo
Oswaldo Cruz. Os animais foram alocados em caixas de polipropileno em estante
ventilada sob temperatura controlada e mantidos em biotério de experimentacédo do
Instituto Oswaldo Cruz. Os camundongos ndo foram submetidos a privagédo alimentar
ou hidrica, sendo oferecido racdo comercial especifica para a espécie e agua ad
libitum.

Todos os ensaios com uso de animais experimentais foram executados de
acordo com as orientacdes estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratorio (SBCAL), pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Instituto Oswaldo Cruz (CEUA-IOC) licenca L042/2018 Al e sob as regras
internacionais de cuidados na manipulacdo de animais e agentes patogénicos
(“Guidelines on the Care and Use of Animals for Experimental Purposes and Infectious
Agents/NACLAR”).

3.2 Cultura primaria de enterdcitos de felinos

Culturas primarias de células epiteliais intestinais de felinos (CEIF) foram obtidas
de fetos com cerca de 20 dias de gatas prenhes, clinicamente saudaveis, doados pelo
Hospital Veterinario de Niteréi (HVN). Cirurgias de castracdo de carater
assistencialista sdo realizadas no HVN, sem deteccdo prévia de gestacdo por
ultrassonografia por necessidade de reducdo de custos. As medicacfes sedacéo e
pré-anestésicas: (0,2% acepromazina, dose 0,1 mg/kg e 50 mg/mLtramadol - dose 3
mg/kg); de inducdo da anestesia (50 mg/mL quetamina - dose 5 mg/kg e 20 mg/mL
xilazina - dose 0,25 mg/kg) e de manutencéo da anestesia: 50 mg/mL quetamina -
dose 10 mg/kg foram administradas visando a morte fetal. Os fetos foram removidos
durante a ovariohisterectomia e transportados até o laborat6rio em tubos Falcon de

50 mL contendo meio Eagle modificado por Dulbecco com a mistura de nutrientes de
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Ham (F12) (DMEM/F12 - Sigma-Aldrich) com 5% de solucao antibiética contendo 100
U/mL penicilina e 100 ug/mL estreptomicina (Sigma-Aldrich). Amostras do intestino
delgado correspondentes a regido jejuno-ileal (~5 cm), coletadas assepticamente por
incisdo da cavidade abdominal dos fetos, foram alocadas em placas de Petri contendo
solucéo tampéo fosfato salino (PBS) estéril com 10% de solugéo antibidtica contendo
100 U/mL penicilina e 100 ug/mL estreptomicina a temperatura de 4°C. Apés lavagem
com PBS, as fra¢cGes de tecido foram transferidas para outra placa de Petri contendo
solucdo de dissociacdo ndo enzimatica (pH 7,2) constituida de 1 mM de &acido
etilenodiamino acido tetra-acético (EDTA) (Sigma-Aldrich), 1 mM de etilenoglicol bis(2-
aminoetileter) acido tetra-acético (EGTA) (Sigma-Aldrich), 0,5 mM de ditiotreitol (DTT)
(Sigma-Aldrich) e 10% de solucao antibidtica. Os tecidos foram fragmentados (os
menores possiveis - cerca de 3 mm2) com bisturi em solucdo de dissociacdo e
submetidos a agitacdo por 20 min a temperatura ambiente em agitador orbital para
promover a melhor dissociacdo do tecido e colocados em shaker (Perreault e Jean
Francois, 1996; Macartney e cols., 2000; Aldhous e cols., 2001; Rusu e cols., 2005).
Em seguida, os fragmentos de tecido foram coletados e transferidos para frascos de
cultura de 25 cm?, previamente revestidos com 0,01% de colageno (Sigma-Aldrich),
contendo meio DMEM-F12 suplementado com 1% de solucéo antibidtica contendo
100 U/mL penicilina e 100 ug/mL estreptomicina, 1 mM de glutamina, 5% de soro fetal
bovino (SFB) (Life Technologies), 20 ng/mL de fator de crescimento epidermal (EGF;
Sigma-Aldrich) (Sanderson e cols., 1996; Aldhous e cols.,, 2001). Algumas
modificagdes na composicao do meio foram introduzidas para o cultivo de enterdcitos,
sendo acrescentado 0,1% de insulina humana (Humulin N - Lilly, Indianapolis), 100
nM de hidrocortisona (Sigma-Aldrich), 1% de aminoacidos ndo essenciais 100x (Life
Technologies), € 1 ug/ml de sal de sodio 3,3, 5-triiodo-L-thyronina (T3) (Sigma-
Aldrich) (Desmarets e cols., 2013). Dando prosseguimento ao cultivo das células, a
solucdo enzimatica contendo células em suspensao foi transferida assepticamente
para tubos Falcon de 15 mL e centrifugada por 10 min a 2700 rpm. O sedimento foi
ressuspenso em meio nutritivo para enterécitos e uma aliquota celular foi separada e
incubada com 0,4% azul de Tripan (Sigma-Aldrich) em PBS para quantificacdo com
base na viabilidade celular. O numero total de células/mL foi determinado apos
quantificacdo em camara de Neubauer e as células semeadas na densidade de 1,5

106 células/mL em frascos de culturas de 25 cm? ou 10° de células por pogco em placas
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de 24 pocos, respectivamente, previamente revestidas com 0,01% colageno. As
culturas foram mantidas em meio DMEM-F12 suplementado em estufa mida a 37°C

com atmosfera de 5% de CO2 e 0 meio nutritivo renovado a cada trés dias.
3.3 Toxoplasma gondii

A cepa avirulenta ME49 de T. gondii, (tipo Il, cistogénica), isolada originalmente
de musculo de carneiro pelo grupo de Remington (1965), foi selecionada devido a sua
capacidade de encistamento e reproducdo da infeccdo crbnica. Esta cepa foi
gentiimente cedida pelo Dr. Ricardo Tostes Gazzinelli do Laboratério de
Imunopatologia, Instituto René Rachou - Fiocruz, Belo Horizonte, MG, Brasil.

3.3.1 Isolamento de cistos teciduais (Freyre, 1995; Popiel e cols., 1996)

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 (15-18 g) foram infectados por via
intraperitoneal com cerca de 50 cistos teciduais. Apos 4-8 semanas, 0s animais foram
submetidos a eutanasia pela administracdo via intraperitoneal de cloridrato de
ketamina (300 mg/kg) associado ao cloridrato de xilazina (30 mg/kg). Os cérebros
foram retirados por método cirdrgico, sob condigcBes assépticas em cabine de
seguranca biologica classe Il, e imersos em PBS a 4°C e seguida de trés lavagens no
mesmo tampao para retirada de células sanguineas. Em seguida, os cérebros foram
fragmentados, com o auxilio de uma tesoura, e macerados em PBS por sucessivas
passagens dos fragmentos em agulhas de 18 e 23 G de calibre. Duas aliquotas de 20
Ml da suspensdo do macerado de cérebro foram diluidas em PBS e colocadas sob
lamina de microscopia e montadas com uma laminula de 24 x 32 mm. A leitura total
da lamina foi realizada ao microscépio Optico com objetiva e ocular de 10X para
obtencdo do numero total de cistos.

3.3.2 Purificacao dos cistos (Freyre, 1995; Popiel e cols., 1996)

A suspensdao do macerado de cérebro, contendo os cistos tissulares, foi
passada por uma peneira de aco inox com malha de 60 “mesh” (Cell dissociation

sieve-tissue grinder kit; Sigma-Aldrich) para retirada de pequenos fragmentos de
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tecido e debris celulares. ApOs este procedimento, a suspensdo de cistos
semipurificada foi distribuida igualmente em tubos de 15 mL, ressuspenso para o
volume final de 3 mL de PBS e centrifugadas por 10 min a 1500 rpm. O sobrenadante
foi desprezado e o sedimento, corresponde ao macerado de 1 cérebro, ressuspenso
em 2,5 mL mL de DMEM/F12 contendo 25% de Dextran (w/v) e em seguida,
centrifugado por 10 min a 3500 rpm. Ao final da purificagdo, os cistos foram
sedimentados na fase inferior e os debris celulares nas fases superiores da solucéo.
Os sedimentos contendo os cistos foram ressuspensos em 3 mL de DMEM/F12,
centrifugados por 10 min a 1500 rpm, para retirada do Dextran, e entdo, ressuspensos
em 3 mL de DMEM/F12. Duas aliquotas de 20 pl da suspenséao de cistos purificados
foram colocadas entre lamina de microscopio e laminula (24 x 32 mm) e o numero de
cistos determinado pela quantificacdo da area total da laminula em microscépio 6ptico

com objetiva de 10X.

3.3.3 Obtencéo de bradizoitos (Jacobs e cols., 1960; Dubey, 1998c)

Para o isolamento dos bradizoitos intracisticos, os cistos purificados foram
incubados por 1-5 min a 37°C em solucdo aquosa de pepsina acida (0,052% de
pepsina (atividade 1:10.000), 1,4% de &cido cloridrico e 1% de cloreto de sodio) na
proporcdo pepsina acida:cistos de 1:5 (v/iv) em PBS sob agitacdo, visando o
rompimento da parede cistica e liberagédo das formas bradizoitas. Durante a incubacéo
com pepsina, a cada minuto uma aliquota da solucao era observada em microscépio
Optico de campo claro para monitorar o rompimento da parede cistica e evitar
exposicao excessiva dos bradizoitos a enzima. Decorrido o tempo necessario, a
atividade enzimatica foi neutralizada com solugdo de 1% carbonato de sodio. A
suspensao contendo os bradizoitos foi lavada em meio DMEM/F12 suplementado de
1% de solugao antibidtica contendo 100 U/mL penicilina e 100 ug/mL estreptomicina
(Sigma-Aldrich) e 5% de SFB (Life Technologies) e centrifugada por 10 min a 250 g.
O numero total de parasitos/mL foi determinado pela quantificacgdo em camara de
Neubauer apos diluicdo (1:10) da suspensao parasitaria em solucdo de 0,4% azul de
Tripan em PBS, para determinacdo da viabilidade celular, e imediatamente os

parasitos foram usados nos experimentos de interacao T. gondii-célula hospedeira.
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3.4 Interacéo entre T. gondii e células epiteliais intestinais de felinos (CEIF)

Culturas de CEIF confluentes foram infectadas com bradizoitos de T. gondii da
cepa ME49. Apos 24 h de interacdo, as culturas foram lavadas para remocdo dos
parasitos livres no sobrenadante e mantidas em meio nutritivo para enterocito
(DMEM/F12 suplementado). Os ensaios de interagcdo foram realizados nas
proporcdes de 1:20, 1:50 e 1:100 (parasito-célula hospedeira) durante periodos que
variaram de 1 a 9 dias pos-infeccéo e durante esse periodo a concentracdo de SFB
foi de 1% de acordo com a sugestdo de Worliczek e cols., 2013). Apés lavagem em
PBS, as amostras controles (ndo infectadas) e as infectadas foram fixadas e

processadas de acordo com 0s ensaios a serem desenvolvidos.

3.5 Coloracao pelo Giemsa

Monocamadas confluentes de CEIF, cultivadas em laminulas de vidro (13 mm),
foram submetidas a interacdo com bradizoitos de T. gondii. Nos diferentes intervalos
de interacdo (24 a 96 h), as culturas foram lavadas em PBS e fixadas em solucéo de
Bouin por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram lavadas
em etanol 70% seguido de lavagem em agua destilada coradas por 60 min em solucao
de 10% Giemsa diluida em PBS. Ap6s a coloracdo, as laminulas contendo a
monocamada celular foram desidratadas em série de acetona-xilol (acetona 100%
duas vezes, acetona 70% / xilol 30%, acetona 50% / xilol 50%, acetona 30% / xilol

70%, xilol 100% duas vezes) e montadas em resina Permount (Fischer Scientific).

3.6 Analise Ultraestrutural
3.6.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Monocamadas de CEIF, cultivadas em laminulas de vidro, foram infectadas com
bradizoitos de T. gondii por 1 a 7 dias e fixadas por 30 min a temperatura ambiente
em 2,5% de glutaraldeido (GA) diluido em 0,1M de tampdo cacodilato de sédio
contendo 3,5% de sacarose e 2,5 mM de CaCl2 (pH 7,2). Apos a lavagem, no mesmo

tampao, as células foram pos-fixadas por 30 min a temperatura ambiente em 1% de
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tetroxido de ésmio (OsOa4) diluido em 0,1M de tampao cacodilato contendo 3.5% de
sacarose e 2,5 mM de CaClz (pH 7,2), desidratadas em série crescente de acetona
(30-100%) e secas pelo método de ponto critico utilizando o aparelho Tousimio
Autosamdri 805 A. As laminulas foram montadas com cola de prata em suportes de
aluminio e revestidas com uma fina camada de 20 nm de ouro no metalizador
Cressington sputter coater 108. As amostras foram analisadas ao microscépio
eletrénico de varredura Jeol JSM-6390LV com aceleracédo de voltagem de 15 kV da
Plataforma de Microscopia Eletrénica Rudolf Barth do Instituto Oswaldo Cruz (10C -

Fiocruz).

3.6.2 Microscopia Eletrdnica de Transmisséo (MET)

CEIF infectadas (ou ndo) com T. gondii por periodos de 24 h até 9 dias foram
fixadas por 1 h a 4°C com 2,5% GA diluido em 0,1 M de tampéao cacodilato de sodio
contendo 3,5% sacarose e 2,5 mM CaClz (pH 7,2). Apoés a fixagdo, as culturas foram
lavadas no veiculo do fixador e pés-fixadas por 30 min a temperatura ambiente (cerca
de 22°C) em 1% OsO4 em tamp&o cacodilato de sddio contendo 3,5% sacarose e 2,5
mM CaClz (pH 7,2). Apos lavagem, as células foram destacadas do substrato, com
auxilio de um raspador de células (rubber policeman), a 4°C e a suspenséo celular foi
centrifugada por 5 min a 10,000 g. Posteriormente, as células foram desidratadas em
concentracbes crescentes de acetona (50 a 100%) e infiltradas em resina epoxi
(Poly/Bed® 812 - Polysciences). Cortes ultrafinos foram obtidos no ultramicrétomo
Reichert Ultracut E e recolhidos em grades de cobre de 300 “mesh”. O material foi
contrastado em acetato de uranila e citrato chumbo para anéalise ao microscépio
eletronico de transmisséo Jeol JEM 1011 da Plataforma Rudolf Barth de Microscopia

Eletronica do Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz.
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4. RESULTADOS

4.2 Cultura primaria de enterocitos de felideos

4.2.1 Estabelecimento e analise morfologica das culturas

A dissociacdo ndo enziméatica do intestino delgado de fetos jovens de felino permitiu o
isolamento de enterdcitos. Este procedimento foi crucial para o elevado rendimento e
viabilidade celular, alcancando aproximadamente 90 + 5% de células viaveis. Imagens in situ
por microscopia de contraste de fase mostram as culturas estabelecidas a partir de
fragmentos do tecido intestinal, de onde as células migram apos 24 h de cultivo (Fig. 4.1A),
ou a partir de células isoladas que proliferam ao redor do foco de adesédo, formando
pequenas ilhotas (“clusters”) de células na cultura com 48 h de cultivo (Fig. 4.1B). No periodo
de 72-96 h, estas células proliferaram e preencheram gradativamente a superficie para
formacdo da monocamada (Fig. 4.1C e D). Objetivando uma maior reprodutibilidade do
fendtipo do tecido epitelial intestinal foi introduzido o colageno como matriz extracelular, a
fim de estimular maior alinhamento e a polarizacdo das células. Assim, o revestimento dos
substratos, quer nas superficies de plastico ou de vidro (laminulas), com colageno resultou
na maior capacidade de adesé&o das células e maior estimulo a diferenciacdo e alinhamento
(Fig. 4.2A e B). Sob essas condicfes, no periodo de 48 h as culturas apresentavam
organizacao e caracteristicas epiteliais, como alinhamento e grande espalhamento celular
(Fig. 4.2B).

Subculturas de enterécitos foram obtidas até pelo menos a quinta passagem, com
predominéancia de células com caracteristicas fenotipicas de enterdcitos, tais como, grande
expansao citoplasmatica, justaposicao e nucleos volumosos, como observado nas culturas
in situ apds 120-144 h de cultivo (Fig. 4.3A-C). Estas culturas foram mantidas por até 15 dias
e progressivamente reduziram sua taxa de proliferacdo até a cessacéo da divisdo celular e
morte.

A analise ultraestrutural por microscopia eletrénica de varredura mostrou enterdcitos de
felinos cultivados por 72 h apresentando grande expansao celular, nucleo bastante
volumoso, proje¢cbes de membrana finas e longas, além de pontos de adesédo focal ao
substrato (Fig. 4.4A). Numa visao geral em menor aumento pode-se observar 0s contatos

célula-célula indicativo da formacéo de areas de especializagéo (Fig. 4.4B).
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Figura 4.1: Aspectos morfolégicos in situ das culturas primarias de enterécitos
de felino por microscopia de contraste de fase. (A) Migracdo celular a partir de
explante intestinal e inicio de formacdo de monocamada com 24 h de cultivo. (B)
Crescimento da cultura a partir de células individualizadas formando grupos de células
com 48 h. (C e D) Monocamada de células formada a partir do foco de adesdo com
72-96 h. Barras: 20 um
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Figura 4.2: Aspectos morfolégicos in situ das
culturas primarias de enterocitos de felino por
microscopia de contraste de fase. (A) Células
cultivadas em superficie sem coladgeno apdés 48 h
mostram menor adesdo ao substrato. (B) Substratos
revestidos com colageno resultou na maior capacidade
de adesao das células e maior estimulo a diferenciagéo
e alinhamento (setas). Barras: 20 ym
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Figura 4.3: Aspectos morfoldgicos in situ das culturas
primérias de enterdcitos de felino por microscopia de
contraste de fase. (A-C) Subculturas apresentam
predominancia de células com caracteristicas fenotipicas
de enterdcitos com grande expansdo das células,
justaposicdo e nucleos volumosos apés 120-144 h de
cultivo. Barras: 20 um
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A andlise de cortes ultrafinos de CEIF por microscopia eletrbnica de transmissao
demonstrou que as células em cultura mantém as caracteristicas fenotipicas ultraestruturais
tipicas de células epiteliais intestinais (Fig. 4.5A-E). A partir de 96 h de cultivo as células
apresentaram grande expansao do seu citoplasma e volume nuclear com a cromatina
dispersa além de reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi bem desenvolvidos (Fig. 4.5A
e B). Ribossomos e mitocéndrias numerosos, além de fibras de estresse, visualizadas logo
abaixo da membrana, foram observadas nas CEIF (Fig. 4.5A e B). A diferenciagéo celular
pode ser observada a partir de 96 h pela formagdo de microvilosidades em diferentes
estagios de desenvolvimento (Fig. 4.5C-E). A Figura 4.5C mostra projecbes da membrana
em diferentes areas da superficie da célula, enquanto nas Figuras 4.5D e E as células se
encontram em estagio mais avancado de diferenciagdo adquirindo uma borda de escova —
as microvilosidades, curtas e numerosas, concentradas na regiao apical, caracteristica do
tecido epitelial intestinal. Com 10 dias de cultivo pode-se observar alinhamento e polarizagao
bem definidos, um grande numero de microvilosidades no pélo apical e areas de contato
célula-célula e interdigitacdes laterais (Fig. 4.6A-D), constituindo regides de especializagcao
de membrana, as jungdes intercelulares (Fig. 4.6C e D). Na area do complexo juncional sao
identificadas a z6nula oclusiva, zénula aderente e desmossomos (Fig. 4.6D) confirmando

assim a natureza epitelial das células em cultura.

4.2.2 Aspectos morfolégicos da infeccao de enterdcitos com bradizoitos de T. gondii
4.2.2.1 Ciclo litico

Na busca de evidéncias da reproducéo do ciclo enteroepitelial de T. gondii no modelo de
cultivo de enterdcitos de felinos in vitro, foi possivel acumular dados de que neste nicho
celular, como em alguns tipos celulares nucleados, ocorre (i) a conversao de bradizoitos em
taquizoitos, (ii) o estabelecimento do ciclo litico, (iii) a cistogénese e (iv) estagios do parasito
compativeis com algumas etapas do processo da esquizogonia descritas no sistema in vivo,
Ccomo a sequir.

O monitoramento das culturas infectadas com bradizoitos de T. gondii, na relacdo 1:20,
por microscopia de contraste de fase in situ mostrou, ap0s incubacé&o com parasitos por 48-
72 h, a presenca de células com numero variavel de parasitos como produto da endodiogenia

(Fig. 4.7A e B). A observagao destas culturas in situ com 96 h apontaram
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Figura 4.4: Caracterizacdo morfolégica de culturas de enterdcitos de felinos. (A)
Microscopia eletrénica de varredura mostrando célula cultivada por 72 h com grande
volume, projecdes da membrana plasmatica finas e longas (seta fina) e pontos de adeséo
focal ao substrato (seta grossa). (B) Apds 96 h sdo observadas grandes areas das
membranas celulares em contato, indicativo da formac&o de areas de especializacdo de
membrana (*). Barra A:10 um
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Figura 4.5. Caracterizacao morfolégica de cultura de enterécitos de felinos.
(A) Célula ap6s 96 h de cultivo apresentam grande volume celular e nuclear,
reticulo endoplasmaético curto (RE), cromatina nuclear dispersa, mitocéndrias (M)
e ribossomos numerosos. (B) Golgi (G) e fibras de estresse logo abaixo da
membrana (*). (C) Enterécitos em processo de diferenciagdo celular com
expansdes da membrana e formacéo de microvilosidades finas e longas (setas
finas). (D e E) Células ja diferenciadas e polarizadas mostrando microvilosidades
curtas na regido apical (setas finas). Nucleo (N)
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Figura 4.6. Caracterizagdo morfoldgica de cultura de enterécitos de felinos com 10 dias
de cultivo. (A) Area de contato célula-célula (seta) formando regido de especializacdo da
membrana, as jun¢des intercelulares (setas). (B) Detalhe da regiéo vista em A. (C) Enterdécitos
mais diferenciados apresentando microvilosidades (mv), interdigitacdo lateral (ID) de
membranas; (D) Complexo juncional constituido de juncées celulares: zénula oclusiva (ZO);
zbnula aderente (ZA) e desmossomos (D) Barras: (C) 0,5 um; (D) 0,2 um
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imagem sugestiva de rompimento da membrana do VP e a migracdo dos parasitos no
citoplasma da célula em direcdo & membrana plasmatica (Fig. 4.7C). O estabelecimento do
ciclo litico completo pode ser observado na Figura 4.7D com o escape de inumeros parasitos
dos enterdcitos para o meio extracelular. Com 96 h de interacéo vacuolos de grande volume
contendo muitos parasitos foram observados com formato alongado, apresentando
caracteristicas morfolégicas compativeis com formacdo de cistos indicativo de que a
cistogénese também ocorre em enterdcitos (Fig. 4.7E).

As figuras 4.8 e 4.9 mostram imagens de culturas de enterécitos coradas pelo Giemsa
no curso temporal de 48 e 96 h de interacdo. Vacuolos em processo franco de divisdo celular
por endodiogenia, apés 48 h de infeccdo, contendo rosetas ou desorganizados formando
varias duplas de parasitos (Fig. 4.8A). A Figura 4.8 demonstra uma Unica célula repleta de
parasitos em processo avancado de endodiogenia com varias rosetas. Ainda, com 48 horas
de interacdo parasito-célula hospedeira pode-se observar no VP o processo de divisdo
celular dos parasitos ao lado de células contendo parasitos unitarios, produto de infeccéo
recente decorrente do rompimento de células que ja concluiram o ciclo litico, indicando
também que enterdcitos infectados ndo sado refratarios a novas infeccbes. A falta de
sincronizacdo da invasdo dos parasitos em cultura permite a observacdo de diferentes
estagios de desenvolvimento intracelular de T. gondii. Com 96 h de interagéo parasito-célula
predomina a presenca de infec¢des multiplas nas células em processo ativo de endodiogenia
(Fig. 4.9A-B) e concluida a divisao celular os parasitos tornam-se individualizados e préximos
a membrana da célula hospedeira visando o0 egresso.

Culturas priméarias de enterdcitos infectadas com bradizoitos da cepa ME-49 de T.
gondii (proporcdo 1:20 parasito - células hospedeiras) foram analisadas por MET apés
periodos que variaram entre 48 h até 9 dias de interacdo. Apos a invasdo da célula
hospedeira, o parasito localiza-se no interior do VP no citoplasma da célula hospedeira, onde
permanece até seu egresso. A falta de sincronismo de invasdo durante a interacao de T.
gondii com a célula hospedeira limita uma avaliagdo temporal destes processos e, por
conseguinte, o seu destino intracelular. Diante deste fato, optamos por analisar esses
eventos definindo alguns parametros que pudessem nos guiar para um melhor entendimento
da dinamica destes processos intracelulares baseado na identificacdo ultraestrutural dos

estagios infectivos, nas diferentes etapas
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Figura 4.7. Microscopia de contraste de fase de enterdcitos infectados
com bradizoitos de T. gondii, na propor¢éo 1:20 parasito-célula, in situ.
(A) Infeccao de 48 h e (B) 72 h. Presenca de células com vacuolos contendo
véarios parasitos como produto da endodiogenia (setas grossas). (C e D)
Infeccdo de 96 h. (C) Célula com parasitos no citoplasma, devido a ruptura
do VP, e sua migracédo para a membrana do enterdcito para escape (seta
grossa). (D) Célula com ciclo litico concluido com a liberacéo dos parasitos
no meio extracelular (setas finas). (E) Célula infectada (96 h) contendo
estrutura cisto-simile indicativo de ocorréncia de cistogénese em enterdcitos
(seta larga e curta). Barras: 10 ym

37



Figura 4.8: Culturas de enterécitos de felinos infectadas com
bradizoitos de T. gondii da cepa ME49 (48 h de infecgao). (A-
C) Presenca de parasitos em ativo processo de divisao celular por
endodiogenia com formacdo de rosetas (setas grossas). (C)
Algumas células contém varios vacuolos com um Unico parasito
(setas finas), produto de reinfecdo pela liberacdo de parasitos que
concluiram o ciclo litico. Barras: 10 ym
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Figura 4.9: Culturas de enterécitos de felinos infectadas com bradizoitos de
T.gondii da cepa ME49 (96 h de infec¢&o). (A-B) Presenca de parasitos em ativo
processo de divisdo celular com formacao de rosetas (setas finas). (C) Célula em
final do processo de endodiogenia com parasitos individualizados proximos a
membrana para egresso da célula hospedeira (seta grossa). Barras: 10 um
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Figura 4.10: Ultraestrutura de culturas de enterdcitos de felinos infectadas com
bradizoitos de T. gondii da cepa ME49 (48 h de infec¢é&o). (A, B e D) Células com
vacuolos contendo um Unico parasito (P) indicativo de infeccao recente ou (C) infeccdo
multipla com um parasito em varios VP na mesma célula. (A-D) Recrutamento de
mitocondrias (M) e perfis de reticulo endoplasmatico rugoso (RER) para o entorno da
membrana do vacuolo parasitéforo (MVP). Observa-se a rede tubulovesicular (RTV) no
interior do vacuolo parasitéforo. (B e D) Mostram detalhes da distribuicdo radial de
mitocondrias circundando o VP associadas diretamente & MVP ou estabelecendo esse
contato mediado pelo RER.
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do ciclo celular do parasito e ainda, nas alteracdes morfologicas do VP decorrentes do
desenvolvimento do ciclo litico, do encistamento e dos estagios que correspondessem ao
desenvolvimento, mesmo que parcial, do ciclo entérico de T. gondii nos hospedeiros
definitivos, os felinos.

A andlise de centenas de imagens de cortes ultrafinos de culturas infectadas mostrou
alguns aspectos da resposta celular a presenca do parasito. Apos 48 h de infec¢éo da cultura
de enterdcitos com bradizoitos de T. gondii foi comum observar células com apenas um VP
contendo um dnico parasito, indicativo de infeccéo recente (Fig. 4.10A, B e D), ou infeccéo
multipla com varios VP contendo um parasito na mesma célula, muito provavelmente
decorrente de parasitos provenientes da lise de células infectadas (Fig. 4.10C). Nota-se que
a diferenciacdo de bradizoitos para taquizoitos ja tinha sido concluida devido a auséncia de
granulos de amilopectina nos parasitos (Fig. 4.10A-D). Estes VP contendo um Unico parasito
mostram o recrutamento de mitocondrias e perfis de reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
para o entorno da MVP (Fig. 4.10A-D). As Figuras 4.10B-D mostram detalhes da distribuic&o
radial de mitocondrias circundando o VP associadas diretamente & MVP ou estabelecendo
esse contato mediado pelo RER (Fig. 4.10B-D). A interacdo de RER a MVP se da via sua
face lisa estando a face rugosa (com ribossomos) voltada para o citoplasma da célula
hospedeira (Fig. 4.10B-D). Vacuolos contendo um Unico parasito apertado apresentam uma
rede tabulo-vesicular (RTV) pouco desenvolvida (Fig. 4.10A-C) e em VP mais frouxos, a RTV
€ mais proeminente (Fig. 4.10D). A divisdo celular de T. gondii ocorre por endodiogenia e
uma sequéncia de imagens mostra as diferentes etapas deste processo em enterécitos por
MET. No inicio da divisao, dois complexos apicais se desenvolvem no interior do parasito, a
semelhanca de condide rudimentar, como visto na Figura 4.11A. O ndcleo assume o formato
de ferradura durante a sua replicacdo, a célula aumenta de volume, o complexo interno se
estende a partir destas estruturas e as organelas duplicam (Fig. 4.11B e C). O nucleo e
demais organelas se dividem entre as duas células filhas em formacgéo (Fig. 4.11D) que ao
término, as células filhas seréo envoltas pela membrana plasmatica da célula mae até a cisao
completa. As células permanecem unidas por um corpo residual na extremidade posterior
(Fig. 4.12A). Os parasitos resultantes das divisbes celulares organizam-se na forma de
rosetas dentro do VP e no centro destas rosetas localiza-se o corpo residual frequentemente
redondo que mantém os parasitos ligados pela extremidade posterior (Fig. 4.12B-D).

Assim, apés
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IFE.

Figura 4.11: Culturas de enterdcitos de felinos infectadas com bradizoitos de T.
gondii da cepa ME49 (48 h de infeccdo). Processo de divisdo do parasito por
endodiogenia. (A) No inicio da divisdo, dois complexos apicais (CA) se formam no interior
da célula. (B) O nucleo (N) adquire o formato de ferradura. (C) O complexo membranar
interno se estende com aumento do volume celular e as demais organelas duplicam. (D)
Em seguida, nacleo e organelas se dividem entre as duas células filhas (CF) em
formacao. Organelas de enterdcitos se mantém associados & MVP (setas).
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Figura 4.12: Culturas de enterocitos de felinos infectadas com bradizoitos de T. gondii
da cepa ME49 (48 h de infec¢do). (A-D) Organizacao intravacuolar durante a divisdo celular
de taquizoitos. (A) Ao fim desse processo restam duas células filhas e um corpo residual
(CR). (B-D). Os parasitos resultantes das divisbes celulares organizam-se na forma de
rosetas dentro do VP. No centro da roseta identifica-se o0 CR como uma estrutura redonda
gue se liga as extremidades posteriores (setas) dos parasitos em proliferacdo. Durante todo
este processo a associacdo de organelas de enterécitos & MVP é mantida. R - Roptria; C -
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Figura 4.13: Culturas de enterocitos de felinos infectadas com
bradizoitos de T. gondii da cepa ME49 (72 h de infeccédo). (A-C)
Parasitos (P) individualizados no interior do VP apo6s conclusdo da
endodiogenia. Estes parasitos estdo aptos para o egresso da célula
hospedeira e capazes de infectar outras células. Durante todo este
processo a associacao de organelas de enterdcitos é mantida.
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sucessivas multiplicagdes, concluida a endodiogenia, o corpo residual € consumido pelos
proprios parasitos que se individualizam, como pode ser observado na Figura 4.13A-C e se
preparam para o egresso da célula hospedeira, sendo capazes de infectar outras células.
Durante todo este processo ocorre a associacao de organelas de enterécitos ao VP (Fig.
4.10A-D; 4.12A-D; 4.13A-C).

4.2.2.2 CISTOGENESE

Simultaneamente ao desenvolvimento do ciclo litico, a partir do periodo de 72 h de
interacdo parasito-célula, foi frequente, como observado por microscopia Optica em células
coradas pelo Giemsa, VP de grande volume, com inUmeros parasitos, que apresentavam
caracteristicas morfolégicas compativeis com formacéo de cistos (Fig. 4.14A-E). Refor¢ando
a sugestao da cistogénese se estabelecendo em enterdcitos, no entorno dessas estruturas
pode-se observar um halo e uma espessa membrana, a semelhanca da morfologia da parede
cistica (Fig. 4.14B-E).

A ultraestrutura nas Figuras 4.15A, 4.16A e B, 4.17A-C e 4.18A-C mostra enterocitos,
com 6-9 dias de infeccdo, onde se observam VP com a membrana modificada. Estes VP
apresentam a membrana mais espessa, constituida de uma unidade de membrana e na sua
face interna, uma regido com maior eletrondensidade, de aspecto granular, correspondente
a regido granular que constituem a parede cistica em desenvolvimento. Nota-se também
uma matriz finamente granular, preenchendo todos o0s espacos entre 0s parasitos
intracisticos, a matriz cistica (Fig. 4.15A-C; 4.16A-D; 4.17A-Ce D; 4.18Ae C; 4.19A-A’eBe
B’). Os vérios parasitos no interior do cisto apresentam roptrias bastante eletrondensas (Fig.
4.15A-C; 4.16A-D; 4.17A-C; 4.18A; 4.19A e B e B’). As imagens dos parasitos em corte
longitudinal mostram o ndcleo posicionado na regido posterior (Fig. 4.15A-B; 4.17A-C; 4.18A,
4.19B e B’) e em alguns cortes, os granulos de amilopectina foram revelados no citoplasma
dos parasitos (Fig. 4.16A e D; 4.17C; 4.19A, A’, B e B’). Este conjunto de caracteristicas
morfologicas sdo compativeis com as formas bradizoitas cujo nicho de predilecdo séo os
cistos, reforcando a ideia do estabelecimento da cistogénese em enterdcitos. Durante todas
as etapas do processo se mantém a conexao de organelas com a MVP (Fig. 4.15A-C; 4.16A-
D; 4.17A e B; 4.18A-C; 4.19B’). Detalhes desta associacao podem ser bem visualizados nas
Figuras 4.17A e B; 4.18C; 4.19A'). Culturas infectadas por 96 h até 6 dias mostraram cistos

tipicos, demonstrando que o
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Figura 4.14. Cultura de enterdcitos de felinos (CEIF) infectadas por
bradizoitos de T. gondii da cepa ME-49. Relag&o parasito-célula: 1:10
com 72-96 horas de interacdo. Coloracdo pelo Giemsa. Observam-se
células de grande volume, em confluéncia, infectadas ou né&o
infectadas. (A-E) Presenca de estruturas cisto-simile (setas), com
grande numero de parasitos em seu interior e a espessura do envoltério
membranar circundando estas estruturas sugere se tratar da parede
cistica. Barras: 10 um
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Figura 4.15. Caracterizacdo morfolégica ultraestrutural de cultura de enterécitos de
felinos infectada por bradizoitos de T. gondii da cepa ME-49, por periodos de 96 h
interacdo. (A) Observa-se estrutura cistica (seta) com grande numero de parasitos em seu
interior com caracteristicas comuns aos bradizoitos (roptrias eletrondensas - R) e nucleo
na regido posterior (N). Grande niumero de organelas como mitocondrias (M) e reticulo
endoplasmatico (RER) séo vistos associadas a parede cistica. (B-C) Detalhe da parede
cistica (setas) visualizando-se a membrana e a regido granular, com aspecto mais
eletrondenso, logo abaixo da membrana.

47



Figura 4.16. Ultraestrutura de enterocitos infectados por
bradizoitos de T. gondii da cepa ME-49. (A-D) com 96 h de interacao.
E possivel observar cistos no interior das células, com parede cistica
bem desenvolvida (setas). Ha grande niUmero de organelas associadas
aos cistos, incluindo reticulo endoplasmético (RER) e mitocondrias
(M). (A, B e D). Observam-se parasitos contendo granulos de
amilopectina (GA) em seu interior e réptrias eletrondensas (R),
caracteristica de bradizoitos (b).

48



Figura 4.17. Ultraestrutura de enterécitos infectados com bradizoitos
de T. gondii da cepa ME-49 na proporc¢do 1:10 parasito-célula, 96 horas
de infecgdo. (A-C) Observam-se estruturas cisticas no interior das células,
com parede cistica bem desenvolvida (setas) e grande numero de
organelas associadas, incluindo reticulo endoplasmético (RE) e
mitocondrias (M). (A) Presenca de parasito com roptrias (R) bem
eletrondensas e nucleo (N) posterior, caracteristicas de bradizoitos. (C)
Presencga de bradizoito contendo granulos de amilopectina (GA) em seu
interior.
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Figura 4.18. Ultraestrutura de enterdcitos infectados com bradizoitos de
T. gondii da cepa ME-49 na proporcao 1:10 parasito-célula, 6 dias de
infeccdo. (A) Presencga de cisto no interior da célula infectada, com parede
cistica bem desenvolvida (seta) e organelas associadas, incluindo reticulo
endoplasmético (RE) e mitocondrias (M). Presenca de parasitos contendo
réptrias bem eletrondensas (R) e granulos de amilopectina (GA) em seu
interior, caracteristicos de bradizoitos. (B-C) Presenca de organelas
associadas aos cistos, como reticulo endoplasmético (RE) e mitocondrias (M).
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Figura 4.19. Ultraestrutura de enterdcitos infectados por bradizoitos de T.
gondii da cepa ME-49, proporc¢ao de 1:10 parasito-célula, 6 dias de infeccéo.
(A e A’; B e B') Célula infectada com presencga de cisto em seu interior. Observam-
se parasitos com granulos de amilopectina (GA) e réptrias eletrondensas (R)
caracteristicas de bradizoitos (b) e parede cistica bem desenvolvida (seta).
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desenvolvimento da cistogénese in vitro foi independente de manobras experimentais em

enterocitos infectados com bradizoitos de T. gondii.

4.2.2.3 CICLO ENTEROEPITELIAL

A andlise de culturas de enterdcitos infectadas com bradizoitos, na relagédo 1:20, a
partir de 48 h até 96 h de interacdo, coradas pelo Giemsa, permitiu a observacao de
estruturas organizadas no interior de grandes vacuolos contendo massas multinucleadas
(Fig. 4.20A-C; 4.21). Estas estruturas tém uma grande variabilidade de formato e tamanho
se assemelhando muito aquelas encontradas in vivo no intestino de felinos (Fig. 4.20A-C;
4.21). Foi comum observar mais de uma destas massas multinucleadas numa mesma
célula (Fig. 4.20B; 4.21). Ainda, ha a ocorréncia de vacuolos com massas multinucleadas
ao lado de vacuolos contendo parasitos em processo classico de endodiogenia, com
formacao de rosetas (Fig. 4.20C; 4.21) e em duplas (Fig. 4.21), em uma Unica célula.
Estas massas multinucleadas sao caracterizadas como esquizontes do tipo C, em um
processo de divisdo nuclear multipla, com migracdo dos nucleos para a periferia, como
pode ser melhor observado nas Figuras 4.20A e B e 4.21. Este processo de esquizogonia
d& origem aos merozoitos que se inicia logo imediatamente abaixo da membrana do
esquizonte como num “brotamento” e que sera apresentado nas analises ultraestruturais.
Com o avanc¢o da esquizogonia, 0s merozoitos adquirirem um arranjo com distribuicdo
periférica (Fig. 4.22A-F) com a presenca (Fig. 4.22C-D e F) ou ndo de corpo residual (Fig.
4.22A e B). Observa-se numa mesma célula a ocorréncia de vias diferentes de destino
intracelular do parasito: ciclo litico com formacdo de rosetas (Fig. 4.22A, C e F),
cistogénese (Fig. 4.22E) e esquizogonia com esquizontes do tipo C (Fig. 4.22A-F).

Num estagio mais avancado da esquizogonia pode-se observar merozoitos ja
individualizados com nucleo volumoso (Fig. 4.23A e B), que os caracterizam como
esquizontes do tipo C, como preconiza a descricdo de Speer & Dubey (2005).

Um outro tipo de esquizonte detectado em enterocitos in vitro, de acordo com a
descricdo de modelos in vivo, foi um grupo de 3 parasitos com ou sem corpo residual (Fig.
4.24A e B; D e E), identificado como tipo D, em VP isolados no citoplasma de células
onde varios estagios do desenvolvimento intracelular de T. gondii eram observados (Fig.
4.24A e B). Esquizonte do tipo E € sugerido na Figura 4.24D, com base em sua descri¢cao

no sistema in vivo.
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Figura 4.20. Enterdcitos infectados por bradizoitos de T.
gondii da cepa ME-49 por 48 h. (A-C). Massas multinucleadas
(cabeca de seta) de formatos e tamanho variados séo vistas em
vacuolos grandes que correspondem aos esquizontes do tipo C.
(B) Na mesma célula ocorre o ciclo litico com formacédo de
rosetas (seta). Barras: 10 um

\
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Figura 4.21. Enterdcito infectado por bradizoitos de T. gondii da cepa ME-49
por 48 h. E possivel observar trés massas multinucleadas de formatos e tamanhos
variados em vacuolos grandes que correspondem aos esquizontes do tipo C
(cabeca de seta). Na mesma célula ocorrendo simultaneamente ciclo litico com

formagao de rosetas. Barra: 10 ym
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Figura 22. Enterécitos infectados por bradizoitos de T. gondii da cepa ME-49 por
72 h (A-F). Vérios vacuolos contendo parasitos em processo de divisdo celular por
endopoligenia ou esquizogonia etapa em que 0s parasitos se encontram organizados
perifericamente, os esquizontes do tipo C. (A, C e F) Paralelamente ocorriam outros
processos de divisao celular, como ciclo litico com formacado de rosetas ou como em
(E) cistogénese. Barras: 10 um

55



Figura 4.23. Enter6citos infectados por bradizoitos de T. gondii
da cepa ME-49 por 72 h. (A e B) Pode-se observar parasitos em
estagio mais avancado da esquizogonia ou endopoligenia
apresentando merozoitos individualizados e com nucleo volumoso
(setas). Barras: 10 ym
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Figura 4.24. Enterdécitos infectados por bradizoitos de T. gondii da cepa ME-49
apo6s 96 h de interacédo. (A, B e E) Imagens sugestivas de esquizontes do tipo D
em grupos de 3 parasitos com ou sem corpo residual (TD). (A, C-E) Esquizontes do
tipo C (TC). (D) Esquizonte do tipo E (TE). Barras: 10 um
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Figura 4.25. Enterécitos infectados por bradizoitos de T. gondii da cepa ME-
49 ap6s 96 h de interacdo. (A e B) Células multiinfectadas com diferentes
estagios de desenvolvimento intracelular. (A) Parasitos em roseta (seta fina) e
massas multinucleadas, esquizonte do tipo C (TC). (B) Imagens sugestivas de
esquizontes do tipo D (TD) em grupos de 3 parasitos com corpo residual,
esquizontes do tipo C (TC) e do tipo E (TE). Rosetas (seta branca fina). Barras: 10
um
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Imagens de células altamente infectadas apresentando diferentes estagios de
desenvolvimento de esquizontes podem ser identificados: esquizontes do tipo C como
massas multinucleadas (Fig. 4.25A) ou como parasitos organizados perifericamente (Fig.
4.24A, C-E; 4.25B), esquizontes do tipo D (Fig. 4.24A e B; 4.25B), esquizontes do tipo E
(Fig. 4.24D; 4.25B) e rosetas (ciclo litico) (Fig. 4.24B-D; 4.25A e B).

A andlise ultraestrutural destas culturas infectadas por periodos que variaram de
48 h a 9 dias mostrou VP contendo parasitos com tipos morfolégicos semelhantes aos
estagios enteroepiteliais de T. gondii, observados por microscopia Optica corados pelo
Giemsa e também pela histologia do intestino de felideos descrito por outros autores,
reforcando a sugestdo de que a reproducado parcial do seu ciclo entérico foi desenvolvida
in vitro, conforme detalhado a seguir.

As micrografias eletrdnicas mostram enterécitos com estruturas multinucleadas que
correspondem aos esquizontes do tipo C (Fig. 4.26A-D; 4.27A-D; 4.28A-E) a semelhanca
daquelas formas detectadas por microscopia éptica coradas pelo Giemsa (Fig. 4.20A-C;
4.21; 4.25A). As caracteristicas morfoldgicas ultraestruturais destas massas multinucleadas
mostram numero variado de ndcleos em cada uma destas estruturas que variam muito de
tamanho e forma, maior incidéncia de formas arredondadas, presenca de granulos densos
volumosos, corpusculos lipidicos numerosos e de tamanho variado, grande quantidade de
RER e numerosas mitocondrias de diferentes tamanhos (Fig. 4.26A-D; 4.27A-D; 4.28 A-E).
Estas formas também apresentam uma rede tubulo vesicular bem desenvolvida na matriz
do vacuolo, melhor observada nas Figuras 4.26D, 4.27A-D; 4.28A-E. A partir destas massas
multinucleadas num determinado estadgio de desenvolvimento da endopoligenia ou
esquizogonia, 0s merozoitos construidos dentro destas massas comecam a migrar para a
periferia, a semelhanca de um “brotamento” na superficie destas estruturas, sendo
facilmente reconhecidos pela presenca do condide emergindo e foram identificados como
esquizontes do tipo C (Fig. 4.26C e D; 4.27D; 4.28A-E). A Figura 4.28A-E sugere que
esquizontes do tipo D estejam se formando a semelhanca do descrito por microscopia
Optica coradas pelo Giemsa (Fig. 4.24A, B, D e E; 4.25B). Durante todo este processo, as
organelas da célula hospedeira se associam a estes VP, como RER e mitocondrias (Fig.
4.27B-D; 4.28B-E; 4.28A, B, E e F).
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Figura 26. Ultraestrutura de enterdcitos contendo esquizontes do tipo C. (A-D)
Estruturas semelhantes a esquizontes do tipo C. Grandes vacuolos contendo uma massa
multinucleada com a presenca de mitocondrias (M), granulos densos (GD), reticulo
endoplasmético rugoso (RER) e lipidios (L). (C e D) Rede tubulo-vesicular (RTV) no
espaco vacuolar.
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Figura 27. Ultraestrutura de enterdcitos contendo esquizontes do tipo C. (A-D)
Estruturas semelhantes a esquizontes do tipo C. Grandes vacuolos contendo uma massa
multinucleada com a presenca de granulos densos (GD) e lipidios (L). Rede tubulo-
vesicular (RTV) no espaco vacuolar. (A-C; E) Merozoitos emergindo da massa
multinucleada (setas).
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Figura 28. Ultraestrutura de enterécitos contendo esquizontes do tipo D. (A-E)
Estruturas semelhantes a esquizontes do tipo D. Vacuolos contendo estruturas com
3-4 merozoitos emergindo dessas estruturas (setas). Presenca de muitos granulos
densos (GD), roptrias elentrondesas (R) e lipidios (L). (A-E) Rede tubulo-vesicular no
espaco vacuolar.
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5. DISCUSSAO

A distribuicdo universal da toxoplasmose e o importante papel que os felinos
exercem na transmisséo de Toxoplasma gondii estimulam o entendimento em detalhes
do seu ciclo enteroepitelial, visando a compreensdo de aspectos biologicos e
moleculares que permitam intervir na disseminacao do parasito e consequentemente,
na dispersdo desta zoonose. Neste contexto, o presente estudo empregou culturas
primarias de células epiteliais intestinais de felino (CEIF) como modelo celular para
explorar a sua interagdo com bradizoitos de T. gondii da cepa ME-49.

A eleicdo deste tipo celular se justificou pela necessidade de se avaliar os
diferentes estagios de desenvolvimento da infeccdo por T. gondii em felinos,
considerando-se que: (1) o ciclo sexuado do parasito ocorre exclusivamente no epitélio
intestinal de felinos (revisto em Ferguson, 2009); (Il) ainda ndo ha tratamento
comprovado para toxoplasmose em gatos (Elmore e cols., 2010); (lll) os felinos sao os
Gnicos responsaveis pela disseminacdo de oocistos no meio ambiente com
consequente contaminacdo do solo, agua e alimentos (Dubey, 1998).

A caracterizacdo morfoldgica do ciclo enteroepitelial de T. gondii no hospedeiro
definitivo esta limitada a poucos estudos realizados com modelos in vivo (Frenkel e cols.
1970; Dubey e Frenkel, 1972; Ferguson, 2004; Speer e Dubey, 2005; revisto em
Ferguson, 2009), dificultando o acompanhamento cinético da evolucao da infeccao. Os
eventos temporais estabelecidos durante este ciclo in vivo ficam sujeitos a analises
subjetivas, visto que estudos histologicos do intestino ndo permitem monitorar a
sequéncia real da diferenciacdo dos estagios infectivos do parasito. Por outro lado, a
pratica da eutanasia de gatos para estudos cientificos é restrita (Ferguson, 2009), o que
corrobora a necessidade de se introduzir modelos de investigacdo alternativos para
explorar o ciclo enteroepitelial de T. gondii. Desta forma, nosso grupo introduziu a cultura
primaria de enterécitos de felinos visando reproduzir este ciclo in vitro (Moura e cols.,
2009; De Muno, 2015).

Vérias tentativas de cultivar células epiteliais intestinais, de animais adultos, ou de
se estabelecer linhagens celulares derivadas de enterécitos normais, nao foram muito
bem sucedidas (Mehran e cols., 1997). Este desafio foi plenamente alcancado neste
estudo com o estabelecimento de culturas primarias de CEIF, oriundas de fetos de

felinos, cultivadas por até 15 dias apresentando boa viabilidade celular e mantendo suas
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caracteristicas morfoldgicas e capacidade proliferativa. Desta forma, o sucesso de isolar
e manter a cultura priméaria de CEIF pelo nosso grupo, por longo tempo, abriu novas
perspectivas para estudos com enteropatdgenos in vitro (Moura e cols., 2009; De Muno,
2015). O cultivo de CEIF nestes estudos dependeu de alguns fatores: primeiro, uso de
tecido intestinal felino fetal, essencial para gerar células epiteliais proliferativas em
cultura (Siddiqui & Chopra, 1984; Quaroni & Beaulieu 1997); segundo, a digestdo do
epitélio intestinal, empregando dissociacdo ndo enzimatica, permitiu obter células
viaveis e a partir de pequenos fragmentos formar explantes capazes de contribuir com
fatores essenciais para o crescimento e viabilidade da CEIF e, terceiro, a atividade
sinérgica de fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidérmico
(Sanderson e cols., 1996; Aldhous e cols., 2001) e, como sugerido por Desmarets e
cols. (2013), a introducdo de insulina humana, hidrocortisona, aminoacidos né&o
essenciais e T3 também contribuiram muito para o estabelecimento de um
microambiente favoravel ao crescimento sustentavel de CEIF e permitiram estender o
periodo de interagcdo T. gondii-enterécitos por até 9 dias com boa preservacdo das
células.

E bem conhecida a suscetibilidade de células epiteliais intestinais durante a
dissociacdo do tecido, comparando-se com outros tipos de células epiteliais,
constituindo-se assim como um dos fatores limitantes para obtencdo de células
isoladas. Objetivando minorar esse efeito negativo, nossa estratégia foi empregar dois
métodos simultaneamente: dissociacdo mecanica e nao-enzimatica como
preconizado por Whitehead e cols. (1987), Follmann e cols. (2000) e Aldhous e cols.
(2001). Esta metodologia, empregando fragmentos intestinais de fetos de felinos, se
mostrou eficiente,rapida e com bom rendimento de viabilidade, como indicado pela
analise de citometria de fluxo previamente padronizado por Moura e cols. (2009).
Diferindo, portanto, dos métodos enzimaticos com colagenase, tripsina e/ou EDTA
testados por outros autores (Evans e cols., 1994; Potten e cols., 1994; Potten e Grant,
1998), os quais aplicados em nosso modelo acarretou baixo rendimento e reduzida
viabilidade celular. Nossos resultados ratificam as conclusdes do grupo de Mac Donal
(Mac Donal e cols., 2009) de que com o método quelante se obtém mais populacdes
com fendtipo mais proximo do tecido. Durante o isolamento de células do epitélio
intestinal, a interrupcdo dos contatos das células epiteliais normais com a matriz

extracelular desencadeia fenbmenos de morte celular programada, chamados
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coletivamente como anoikis, que ocorre em células dependentes de ancoragem
quando se desprendem da matriz extracelular. As células-tronco intestinais séo
altamente sensiveis ao anoikis (Frisch e Francis, 1994; Strutter e cols., 1996; Potten
e cols., 1997; revisto em Kaeffer, 2002). Além disso, outros fatores influenciam no
crescimento bem-sucedido da cultura primaria: (i) o alto risco de contaminacao dessas
culturas (minimizado no nosso caso, pelo emprego de fetos); (ii) a vida curta de
enterdéctios in vivo em virtude do alto grau de diferenciacdo dessas células; e, (iii) o
grande dinamismo do tecido in vivo, pois que essas células sao renovadas a cada 4 a
5 dias.

Ha de se considerar que na vilosidade intestinal ha enterécitos em diferentes
estagios de diferenciacéo, sendo os da base do vilo, os menos diferenciados e os do
apice, os mais diferenciados, com ganho de funcédo absortiva e perda da atividade
mitética (Chougule e cols., 2012). Dai, quanto menos avancado for o estagio de
desenvolvimento do feto, maior a chance de se recolher as células da base e ter uma
alta atividade mitotica que possibilite maior eficiéncia na manutencéo destas células
in vitro. Nas nossas condi¢fes, as células isoladas ou a partir de pequenos fragmentos
de tecido fetal proliferaram em diferentes superficies (plastico ou vidro) formando
monocamadas confluentes. Hahn e cols. (1987) compararam a sobrevivéncia de
enterécitos em cultura primaria em superficie com fibronectina e superficie revestida
em biomatriz com colagenos e demonstraram que as culturas em biomatriz
sobreviveram até 4 dias ou mais, enquanto as culturas em fibronectina somente até
48 h. A sobrevivéncia das células epiteliais intestinais depende ndo somente do
contato célula-célula, mas também de substrato. Deste modo, isto pode justificar o
melhor resultado que obtivemos das culturas em superficies revestidas com colageno
0,01%, corroborando os resultados de Evans e cols. (1994) com enterdcitos de ratos.
Sob essas condi¢des, culturas de enterdcitos de felinos, apresentaram organizacao e
caracteristicas epiteliais, tais como, alinhamento e grande volume celular por periodos
de mais de 9 dias, com reduzida ocorréncia de morte celular. Como previamente
descrito por Whitehead e cols. (1987), estas células foram capazes de aderir e
proliferar até formar monocamadas confluentes, como as obtidas no presente estudo.

Alguns pontos deverdo ser discutidos em relagdo a maturidade e as
caracteristicas morfologicas de enterdcitos em cultura. Quanto a polarizagdo das

células epiteliais, por exemplo, € sabido ser dependente de condi¢des especificas,
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como a formacgdo de estruturas de contato celular e interagbes com o substrato
celular, envolvendo nutrientes essenciais, fatores de crescimento e moléculas de
matriz extracelular (Sanderson e cols., 1996; revisado em Simon-Assmann e cols.,
2007). A modificacdo do meio de cultura com moléculas especificas da matriz,
embora ndo tenha potencializado a polarizacdo, induziu outras caracteristicas
intestinais epiteliais, como microvilosidades. Estes eventos tém sido associados ao
cultivo de enterdcitos por longo periodo de tempo, formando uma monocamada
colunar polarizada de enterécitos de aparéncia madura com a presenca de
interdigitagdes, microvilosidades e complexos juncionais mais evidente entre 20 e 30
dias de cultivo (Levy & Bendayan, 2000; Oriolo e cols., 2007). Embora a formacéo de
juncdes tenha sido pouco frequente em nosso modelo, a microscopia eletrbnica de
varredura revelou que culturas mantidas por até 9 dias apresentavam numerosos
filopodios e interdigitacdes que estabeleciam contato com outras células, confirmando
a descricao de Steimer e cols. (2006). Adicionalmente, as culturas epiteliais intestinais
agui analisadas mostraram uma populacdo homogénea de células epiteliais com
grande expansao citoplasmatica, ndcleos centrais e crescimento das monocamadas
na forma de colonias compactas poligonais, como descrito em outros sistemas por
Quaroni (1985) e Baten e cols. (1992).

Previamente, Moura (2008) caracterizou a morfofisiologia das culturas de CEIF
revelando, com a metodologia de isolamento e cultivo empregada (ligeiramente
modificada no presente estudo), que mais de 95% das células intestinais em cultura
expressavam citoqueratina como indicativo da sua natureza epitelial, conforme
descrito por Macartney e cols. (2000). Ainda, como proposto por Sanderson e cols.
(1996), Follmann e cols. (2000) e Quinlan e cols. (2006), , a deteccdo de um outro
marcador de enterécitos, a fosfatase alcalina, persistiu no nosso modelo de cultura
priméaria de enterdcitos de felinos por até 9 dias (Moura, 2008).

Tem sido apontado que a expressédo dos marcadores de diferenciacao tipicos
dos enterdcitos muda com o numero crescente de passagens (Artursson e cols.
2001). Além disso, parametros como resisténcia elétrica transepitelial e taxa de
proliferacdo aumentam com o numero de passagens (Briske Andersson e cols.,
1997). N6s temos acumulado experiéncia desde a introducdo deste modelo celular
no laboratério de que células mantidas até 15 dias sdo viaveis para subcultivo até 5-

6 passagens, sem perda das caracteristicas epiteliais. Sob as nossas condi¢des
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experimentais, apos esse periodo de cultivo e nimero elevado de repiques, a maioria
das células comeca a demonstrar sinais de senescéncia com achatamento,
vacuolizacdo e morte celular.

A cultura primaria do intestino epitelial felino, obtida a partir do intestino delgado
fetal, mantem suas caracteristicas fisiologicas e funcionais in vitro. As limitacées deste
tipo celular se concentram principalmente no fato de que culturas priméarias de
enterocitos sao capazes de reter funcdes especificas por um periodo limitado, mas
tais modelos, s&o mais propensos a refletir a situacdo in vivo do que as linhagens
celulares (Simon-Assmann e cols., 2007). Estas dificuldades se refletem no progresso
lento de desenvolvimento de técnicas reprodutiveis para o epitélio intestinal. Em 2013,
Desmarets e colaboradores apresentaram alternativas usando enzimas para
dissociacao do tecido intestinal de felinos, além da adicdo de mais hormoénios, como
introduzido no presente estudo, porém nossas tentativas em reproduzir suas culturas
com dissociacdo enzimatica, falharam. O sistema de cultura de CEIF empregado
neste estudo foi inicialmente estabelecido como modelo para estudos do epitélio
intestinal (Moura, 2008), uma vez que linhagens celulares, que sdo frequentemente
utilizadas para experiéncias in vitro, perdem varias funcdes especificas de 6rgaos,
devido ao seu estado avancgado de diferenciacéo.

Em concluséo, as células epiteliais intestinais felinas podem se diferenciar em
enterdcitos funcionais e serem aplicadas como modelo para o estudo de um grande
painel de eventos bioldgicos celulares, de interacfes célula-enteropatdgenos, bem
como, contribuir para novas aplicacbes terapéuticas, como rastreamento de
farmacos. Nosso interesse é aplicar cultura priméaria de epitélio intestinal felino para
estudo do ciclo entérico de T. gondii in vitro, tendo em vista que ndo ha linhagens
comercialmente disponiveis, visando contribuir para o melhor entendimento deste
processo unico que ocorre no seu hospedeiro definitivo, os felinos.

O emprego de CEIF como modelo para o estudo da interacdo T. gondii-célula
hospedeira permitiu monitorar a infec¢ao e investigar novos aspectos desta interacao.
Previamente, Moura e cols. (2009) durante andlises quantitativa e qualitativa mostrou
que a relacao parasita/célula hospedeira utilizada durante os ensaios de interagéo foi
decisiva para o desenvolvimento de T. gondii, resultando em diferentes vias do destino
intracelular do parasito: (i) ciclo litico na carga parasitaria de 1:5 (parasito/célula

hospedeira) devido a diferenciacdo de bradizoito em taquizoitos, culminando em sua
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proliferacdo intensiva e lise de células hospedeiras; (ii) cistogénese, induzindo a
formacao de cistos na razdo 1:10 (parasito/célula hospedeira) e, (iii) a geracdo de
formas de esquizontes de T. gondii in vitro com a razdo 1:20 (parasito/célula
hospedeira). Frente a esses dados, nosso objetivo no presente estudo foi analisar
ultraestruturalmente estes eventos intracelulares, tendo em vista o pioneirismo do
nosso grupo, em introduzir enterdcitos como modelo de estudo dos processos
celulares que induzem o ciclo sexual de T. gondii em felinos.

Alguns aspectos metodolégicos merecem especial atencdo: o emprego de
bradizoitos como fonte de infec¢do se justifica porque representa uma das rotas
naturais de transmisséo de T. gondii (através do consumo de carne crua por animais
carnivoros ou humanos) e representa a principal rota de contaminacao para felideos,
pois a transmissao do parasito € mais eficiente quando os gatos consumem cistos
teciduais (Dubey, 2006). Ferguson (2004), por meio de diagramas esquematicos,
mostrou todas as possiveis rotas de desenvolvimento e conversdo de estagios do
parasito que poderiam ocorrer entre as varias formas de infeccédo durante o ciclo de
vida de T. gondii. Chama a atencdo de que o Unico estagio infeccioso capaz de
converter diretamente em merozoito foi o bradizoito. Esses dados reforgcam a escolha
de bradizoitos como fonte de infeccdo no presente estudo, possibilitado a
diferenciacdo bem sucedida de bradizoitos em merozoitos in vitro, como demonstrado
agui por microscopia éptica e eletrbnica de transmissao.

Experiéncias in vitro mostraram que alguns parasitos se replicam rapidamente
como taquizoitos para amplificar a infec¢édo independente da fonte da forma infecciosa
(taquizoitos, bradizoitas ou esporozoitos), como descrito por Dubey (1997). A
conversao de bradizoitos em taquizoitos € um processo natural que ocorre a partir de
15 h em culturas de células sem a adi¢cao de substancias imunomoduladoras (Gross
e cols. 1996). Confirmou-se a ocorréncia deste processo em CEIF infectado com
bradizoitos da cepa ME49 na razdo 1.5 (parasito/célula hospedeira) com maior
incidéncia e também nas relagfes 1:10 e 1:20, porém nestas duas ultimas relacdes a
ocorréncia foi bem menor, mas possibilitou analisar o destino intracelular de T. gondii
nas 3 vias: ciclo litico, cistogénese e esquizogonia nestas relacdes por periodos que
variaram de 3-9 dias de interacao.

A taxa de conversdo e o0 estabelecimento da cistogénese in vitro tém sido

relatados como dependentes de intervengcbes experimentais, como aumento de
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temperatura ou alteracbes de pH, como proposto por Soéte e cols. (1993, 1994) e
Dzierszinski e cols. (2004). Acredita-se que a cistogénese seja um evento espontaneo
dependente: (i) da cepa de T. gondii; (ii) do tipo celular onde o parasito se alberga.
Por exemplo, cepas avirulentas (tipo Il), como ME49, tém uma habilidade natural para
formar cistos em células de mamiferos (McHugh e cols., 1993; Darde e cols., 1989;
Lindsay e cols., 1991; Guimarées e cols., 2008, 2009; De Muno e cols., 2014). Nosso
grupo tem aberto a discussao de que fatores celulares intrinsecos celulares poderiam
promover a diferenciacdo de estagio em T. gondii sem a necessidade de fatores de
estresse extrinsecos. No entanto, esta questdo nao foi ainda totalmente esclarecida.
Neste contexto, destaca-se que as células musculares esqueléticas estimulam a
estagio-conversao dos parasitos e a formacao dos cistos espontaneamente (revisto
em Ferreira-da-Silva e cols., 2008; Ferreira-da-Silva e cols., 2009a), inclusive nas
infeccbes com cepas altamente virulentas do parasito, como a RH, cepa do tipo |
(Ferreira-da-Silva e cols., 2009a). Um outro fator que tem sido apontado é a saida do
ciclo celular que ocorre na diferenciacdo das células musculares e neuronais
promovendo essa estagio-conversao (Swierzy & Luder, 2015). Este evento demonstra
que até mesmo o estagio de diferenciacdo da célula hospedeira é capaz de impactar
na fisiologia do parasito. Adicionalmente, estudos revelam que ha maior propensao
na infeccéo durante a fase S do ciclo celular, e que T. gondii € capaz de induzir maior
permanéncia de fibroblastos e mioblastos nesta fase (Molestina e cols., 2008; Lavine
& Arrizabalaga, 2009; Kim e cols., 2016). Moura e cols. (2009) mostraram pela
primeira vez que a diminuicdo da raz&o parasito para 1:10 (bradizoito/célula
hospedeira) causou a formacao espontanea de cistos intracelulares bem definidos nas
células epiteliais intestinais de felinos ap6s 72 horas sem qualquer modulacao (fisica,
guimica ou imunologica) da cultura. Na presente dissertacdo, a ocorréncia da
cistogénese em enterdcitos felinos foi bem caracterizada ultraestruturalmente com
imagens contundentes de que a cistogénese se estabelece nesta célula epitelial.
Nosso grupo ja demonstrou que células epiteliais e, em particular a infeccdo da
linhagem epitelial renal de felino, as CRFK com bradizoitos da cepa ME-49, a mesma
cepa usada nesta dissertacéo, foi mais eficiente no estabelecimento da cistogénese
gquando comparada a linhagem epitelial intestinal de rato IEC-6 (de Muno e cols.,
2014). Nossos dados, combinados com o fato da CEIF se diferenciar em cultura,

reforcam o conceito de que a cistogénese in vitro € dependente de varios fatores,
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incluindo a carga parasitaria e o tipo celular (ou a interagédo destes fatores), além do
estagio de diferenciagdo das células hospedeiras.

As condicdes experimentais aplicadas em nossos ensaios, utilizando bradizoitos
de cepa avirulenta de T. gondii, como a ME49, e enterdcitos de felinos nos permitiu,
pelo menos em parte, obter estagios que correspondem as caracteristicas
morfoldégicas de formas esquizontes do parasito, muito semelhantes aquelas
caracterizadas in vivo (Ferguson, 2004, 2009; Speer & Dubey, 2005). A
reprodutibilidade do ciclo sexuado de Coccideos tem sido obtido por Worliczek e cols.
(2013). Os autores apontaram também a influéncia significativa da dose de infec¢éo
no desenvolvimento de merozoitos intracelulares de Isospora suis em células
epiteliais suinas intestinais. Eles obtiveram uma alta densidade de merozoitos quando
a razdo 1:10 (parasito/célula hospedeira) foi utilizada e conseguiram inclusive, a
producado de oocistos in vitro quando baixa carga parasitaria foi empregada (1:100 e
1:200). Esses dados corroboram em parte os resultados do nosso grupo (Moura e
cols., 2009) de que a infeccdo de CEIF com bradizoitos da cepa ME49 empregando
diferentes propor¢cdes parasito/células hospedeiras foram decisivas para o destino
intracelular dos parasitos nos enterécitos, em particular para a obtencdo de
esquizontes (1:20). Véarios experimentos foram executados na tentativa de se induzir
um aumento na producédo de esquizontes em enterdcitos de felinos, quica a obtencéo
das formas sexuais de T. gondii. Nesta busca utilizamos os recursos da variacéo da
carga parasitaria, mas nos deparamos com a dificuldade de infec¢cdo de um namero
consideravel de células que nos permitissem uma analise ultraestrutural. Apés varias
tentativas, optamos por infectar com a carga de 1:20 e poder explorar melhor esta
interacdo. Outra estratégia também empregada foi a reducdo na concentracao de soro
fetal bovino para 1% no meio de cultura, como sugerido por Worliczek e cols. (2013),
Nos ensaios com Isospora, mas no Nosso sistema aparentemente nao teve influéncia
numa maior indugao da esquizogonia.

Nossas andlises por microscopia éptica de monocamadas coradas por Giemsa
foram bastante estimulantes, pois as imagens dos estagios intracelulares
apresentavam uma correlagcdo morfologica estreita com a descricdo dos estagios
esquizontes tradicionalmente descritos no intestino de gatos infectados
experimentalmente (Dubey e cols., 1970; Dubey & Frenkel, 1972; Ferguson, 2004,

2009; Speer & Dubey, 2005). O desenvolvimento dos estagios de esquizontes e a
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gametogonia na parede intestinal de felinos é estabelecido, a partir da infeccdo com
bradizoitos, iniciando-se o desenvolvimento de varias geracdes de T. gondii (Dubey &
Frenkel, 1972) e tem sido postulado que os bradizoitos ao penetrarem nos enterécitos
desencadeiam a producédo de cinco estagios enteroepiteliais, ou esquizontes distintos
do parasito que se convencionou denomina-los de tipos A, B, C, D e E.

Nas nossas culturas de enterdcitos, a primeira indicacdo de que o ciclo
enteroepitelial de T. gondii estava se estabelecendo in vitro foi pela presenca de
grande quantidade de massas multinucleadas, diferindo do estagio taquizoito e dos
esquizontes dos tipos A e B. Estas massas multinucleadas corresponderiam a um
processo de multiplicacdo mudltipla, caracterizado como endopoligenia e/ou
esquizogonia por meio da analise por microscopia Optica e confirmado por
ultraestrutura como proposto por Speer e cols. (1997; 1998) e Speer & Dubey (2005).
Ainda, no nosso sistema foi evidenciada a presenca das massas multinucleadas
correspondentes aos esquizontes do tipo C, que apresentam varios nucleos com
nucléolos evidentes e muitas expansdes membranares. Estes esquizontes do tipo C
se caracterizam pela presenca de RTV, mitocondrias, réptrias eletrondensas, lipidios
de grande volume, granulos de amilopectina e nucleos deslocados para a periferia,
como bem demonstrado nas Figuras 4.26-4.28 e em concordancia com as descrigcdes
de Speer & Dubey (2005). A analise comparativa das estruturas intracelulares
evidenciadas nos enterdécitos in vitro (Fig. 4.29A e B) encontram alta similaridade com
as descritas por Ferguson (2009) quando analisou e caracterizou 0s estagios
enteroepiteliais de cortes do intestino de gatos (Fig. 4.29C). Estagios mais avancados
do desenvolvimento de esquizontes do tipo C em culturas de enterdcitos séo
mostrados de forma comparativa com os cortes do tecido intestinal de gatos
infectados comprovando que fomos capazes de reproduzir parte do ciclo
enteroepitelial de T. gondii in vitro, como bem documentado na Figura 4.30A-D de
imagens do artigo original de Speer & Dubey (2005) (Fig. 4.30E). Imagens bastantes
representativas da endopoligenia/esquizogonia em processo de “brotamento” dos
merozoitos podem ser observadas por microscopia eletronica (Fig. 4.31A e B) e que
guando comparadas com as imagens correspondentes deste tipo de esquizonte dos
artigos originais de Ferguson (2009) na figura 4.31C e D é evidente a semelhanca

morfologica entre as estruturas.
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A analise por microscopia de luz e eletrénica possibilitou identificar esquizontes
do tipo D que se caracterizam também pela presenc¢a de massas multinucleadas que
dao origem aos merozoitos a partir de uma divisdo nuclear assimétrica que gera
organismos de varios aspectos morfolégicos (Dubey & Frenkel, 1972). A comparacéo
das imagens da Fig. 4.32A-C de cultura de enterécitos com a original do artigo de
Speer & Dubey (2005) de corte histolégico do intestino de gato infectado mostra
semelhancas de que esquizontes do tipo D estdo sendo produzidos in vitro.

Tendo por base as raras descrigcbes dos estagios enteroepiteliais de T. gondii,
nossa andlise por microscopia 6ptica foi capaz de identificar estruturas detectadas nas
culturas de enterécitos que apresentaram caracteristicas compativeis com
esquizontes do tipo E, pela auséncia de corpo residual (Speer & Dubey, 2005) e que
podem ser comparadas com o sistema in vitro e in vivo na Figura 4.33A e B,
respectivamente.

Assim, sob as nossas condi¢des experimentais, culturas de CEIF infectadas com
bradizoitos de T. gondii revelaram estruturas muito semelhantes aos esquizontes dos
tipos C, D e E de acordo com a classificacao estabelecida por Dubey & Frenkel (1972)
e Speer & Dubey (2005) em cortes histolégicos do intestino delgado de felinos

infectados por via oral com cistos de T. gondii.
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Figura 4.29: Comparacéo das estruturas observadas in vitro e in vivo. (A e B) Cultura de enterécitos
mostrando imagem de massa multinucleada de esquizontes do tipo C (TC) por microscopia de luz
com 96 h de infeccado; (B) Por Microscopia eletronica de transmissdo com 9 dias de infeccao; (C)
Imagem de corte de intestino de gatos infectado mostrando a massa multinucleada sendo
caracterizada como esquizonte do tipo C. E evidente a semelhanca morfoldgica entre as estruturas.
Reproducéo de imagem autorizada pelas Memorias do Instituto Oswaldo Cruz. (Ferguson 2009).
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Figura 4.30: Comparacéo das estruturas observadas in vitro e in vivo. (A-D) Cultura de
enterdécitos com 9 dias de infec¢do. Imagens de parasitos organizados na periferia do vacuolo
vista por microscopia de luz e caracterizados como esquizontes do tipo C (setas). (E) Imagem
de corte de intestino de gatos infectados mostrando imagens muito semelhantes as
encontradas in vitro e identificados como esquizontes do tipo C. Reproducdo de imagem
autorizada por Speer & Dubey (2005).
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Figura 4.31: Comparacé&o das estruturas observadas in vitro e in vivo. (A e B) Cultura
de enterdcitos com 9 dias de infeccdo. (A e B) Imagem de massa multinucleada vista por
microscopia eletrénica de transmissdo mostrando estagio avangado da endopoligenia com
parasitos emergindo desta estrutura que corresponde ao processo identificado em
esquizontes do tipo C; (C e D) Imagens de corte de intestino de gatos infectado mostrando
os processos de endopoligenia e esquizogonia classica que ocorrem no esquizonte do tipo
C. A semelhanca da morfologia das estruturas € notéria. Reproducdo de imagem autorizada
pelas Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz. (Ferguson 2009)
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Figura 4.32: Comparacéo das estruturas observadas in vitro e in vivo. (A-D) Cultura de
enterdcitos com 9 dias de infec¢@o. Imagens de parasitos organizados na periferia do vacuolo
vista por microscopia de luz e caracterizados como esquizontes do tipo D (TC). (E) Imagem de
corte de intestino de gatos infectados mostrando imagens muito semelhantes as encontradas
in vitro e identificados como esquizontes do tipo D. Reproducdo de imagem autorizada por
Speer & Dubey (2005).
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Figura 4.33: Comparacgao das estruturas observadas in vitro e in vivo. (A) Cultura de
enterécitos com 9 dias de infeccdo. Imagens de parasitos organizados na periferia do VP vista
por microscopia de luz, sem corpo residual e caracterizados como esquizontes do tipo E. (B)
Imagem de corte de intestino de gatos infectados mostrando esquizontes do tipo E.
Reproducéo de imagem autorizada por Speer & Dubey (2005).
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6. PERSPECTIVAS

O emprego de cultura primaria de enterdécitos de felinos abre novas perspectivas
para investigacdo de aspectos biolégicos e moleculares envolvidos no ciclo entérico
de T. gondii in vitro. Além disso, possibilita agregar conhecimento para o
desenvolvimento de novas estratégias direcionadas a intervencao da transmissao do
parasito, com foco numa das principais vias pelas quais a toxoplasmose se propaga:

pelas fezes de felinos contaminando o meio ambiente.
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7. CONCLUSOES

O modelo células epiteliais intestinais de felinos permitiu reproduzir as trés
vias de destino intracelular de T. gondii a paritr da infeccdo com
bradizoitos da cepa ME49: ciclo litico, cistogénese e esquizogonia por

periodos que variaram de 2-9 dias de interacao.

A infeccdo de cultura primaria de células epiteliais intestinais de felinos
induziu o desenvolvimento de 3 estagios de esquizontes, identificados
como tipos C, D e E, se constituindo como um modelo alternativo para o
melhor entendimento do ciclo entérico de T. gondii sob condicdes

controladas;

As estratégias experimentais implementadas neste estudo mimetizaram
in vitro o microambiente celular natural necessario para o0
estabelecimento, pelo menos em parte, do ciclo entérico de T. gondii no

hospedeiro definitivo.
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