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RESUMO

O Toxoplasma gondii € um protozoario parasito intracelular, agente causador
da toxoplasmose que é uma das zoonoses mais endémicas do mundo. O T. gondii
possui dois tipos de reproducdo: assexuada, que origina dois estagios evolutivos
infectivos, os bradizoitos e taquizoitos e a sexuada que ocorre no tecido epitelial
intestinal, exclusivamente de felideos, hospedeiros definitivos, resultando na
formacédo de oocistos imaturos que sdo eliminados nas suas fezes. A disseminagéo
de oocistos no ambiente € o principal fator que explica a distribuicdo mundial do
parasito, associada a formacédo de cistos teciduais que aumentam a capacidade de
transmissao do parasito, através do consumo de carne crua ou mal cozida. Dada a
especificidade de o ciclo sexuado ocorrer no tecido epitelial, o principal objetivo do
presente trabalho foi investigar, in vitro, a interacdo do T. gondii com células
epiteliais oriundas do intestino de ratos e de rim de felideos, a fim de estabelecer
possiveis correlacdes entre a origem do tecido (epitelial) e a fonte (rato e felideos)
gue possam determinar o destino intracelular do parasito. Assim, culturas de
linhagens celulares CRFK e IEC-6 foram infectadas com bradizoitos e taquizoitos de
T. gondii com diferentes cargas infectivas. Apds os desenhos experimentais as
culturas foram processadas como de rotina para microscopia Optica de luz e
fluorescéncia e para microscopia eletrdnica de transmissao e varredura. As analises
guantitativas mostraram que a linhagem CRFK foi mais susceptivel a infeccao frente
aos dois estagios infectivos do que a linhagem IEC-6 e que essa diferenca foi
independente da carga parasitaria e do estagio infectivo utilizados. As analises
qualitativas mostraram que a linhagem CRFK foi mais susceptivel a infec¢do do que
a linhagem IEC-6 e esse evento foi independente da carga infectiva utilizada. As
analises qualitativas mostraram que a cistogénese se estabeleceu de forma
espontanea na CRFK quando infectada com bradizoitos da cepa ME49 ao se utilizar
a carga infectiva de 1:10 (parasito-célula hospedeira). Além disso, esta linhagem
celular apontou estagios infectivos morfologicamente distintos de taquizoitos e
bradizoitos, similares aos estagios esquizontes de T. gondii. O presente estudo
mostrou que existem diferencas no destino intracelular do parasito de acordo com o
tipo celular utilizado. O emprego de células epiteliais de felinos como modelo celular
da toxoplasmose experimental mostrou que pode contribuir com novos subsidios
para o estudo da biologia celular do parasito, assim como contribuir como
metodologia alternativa para o melhor entendimento do ciclo enteroepitelial do T.
gondii. Este modelo celular abre um novo campo de investigacdo para aspectos
moleculares desta interagdo que possam contribuir, por exemplo, para introdugéo de
estratégias que venham a interferir em umas das principais vias de disseminacao da
toxoplasmose. Além disso, a CRFK se mostrou um modelo celular em potencial para
a producao de cistos de T. gondii in vitro em larga escala abrindo perspectivas na
reducdo do uso de animais experimentais para isolamento de cistos e insercao na
area de inovacao e desenvolvimento tecnologico.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; células epiteliais; interagdo T. gondii-célula epitelial;

cistogénese; estagios esquizontes.

Xi



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an intracellular protozoan parasite, the causative agent of
toxoplasmosis which is one of the most endemic zoonoses in the world. T. gondii has
two types of reproduction: the asexual, which leads two evolutive infective stages,
the bradyzoites and tachyzoites and the sexual that occurs in the intestinal epithelial
tissue, exclusively in cats, the definitive hosts, resulting in the formation of immature
oocysts that are shed in their feces. The spread of oocysts in the environment is the
main factor that explains the global distribution and dissemination of toxoplasmosis,
leading to the formation of tissue cysts increasing the parasite capacity of
transmission, through ingestion of raw or undercooked meat. Once the specificity of
the sexual cycle occurs in epithelial tissue, the main objective of this study was to
investigate the in vitro interaction of T. gondii epithelial cells derived from the
intestine of rats and kidney of cats, in order to establish possible correlations
between the origin of tissue (epithelial) and the source (rats and cats) that may
determine the intracellular fate of the parasite. Thus CRFK and IEC-6 cell lines were
infected with T. gondii bradyzoites and tachyzoites with different infective loads. The
kinetic study of the infective capacity of both stages of the parasites was performed
by fixing cell cultures at different times of interaction, aiming the quantitative analysis
of infection of both cell types fronts of two strains and two infective stages of the
parasite. After the experimental designs cultures were processed as routine for light
microscopy and fluorescence and transmission and scanning electron microscopy.
Quantitative analysis showed that CRFK line was more susceptible to infection than
the IEC-6 line, and that this event was independent of the infective stage or the
infective load used. The qualitative analysis showed that cystogenesis occurred
spontaneously in the CRFK line when infected with the ME49 strain bradyzoites, by
using the load of 1:10. In addition, this cell line pointed to morphologically distinct
stages of tachyzoites and bradyzoites, similar to schizonts stages of T. gondii. The
present study showed that there are differences in the intracellular fate of the
parasite according to the cell type used. The use of feline epithelial cells as cellular
model of experimental toxoplasmosis showed that it can contribute with new insights
for studying the cell biology of the parasite as well as contribute as an alternative
methodology for better understanding T. gondii enteroepithelial cycle. This cellular
model opens a new field of investigation for molecular aspects of this interaction that
can contribute, for example, to introduce strategies that will interfere in one of the
main routes of toxoplasmosis spread. In addition, the CRFK line presented itself as a
potential cellular model for cysts production in vitro in large scale opening
perspectives on reduction in the use of animals for cysts isolation and insertion in
inovation an technological development area.

Keywords: Toxoplasma gondii; epithelial cells; T. gondii-epithelial cell interaction;

cystogenesis; schizonts stages.
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l. INTRODUCAO

1. Consideracbes gerais

Toxoplasma gondii, 0 agente etiolégico da toxoplasmose, € um parasito
intracelular obrigatério que infecta qualquer célula nucleada e acomete
praticamente todas as espécies de mamiferos e aves. Este parasito foi identificado
pela primeira vez em 1908 por Nicolle e Manceaux em um roedor norte-africano e,
simultaneamente por Splendore no Brasil, em um coelho (Ferguson, 2009). O T.
gondii é de distribuicAo cosmopolita e possui grande importancia medica e
veterinaria devido a alta capacidade de causar abortos ou doencgas congénitas nos
seus hospedeiros intermediarios (Tenter, 2000). Os gatos domésticos e outras
espécies de felinos sdo os Unicos hospedeiros definitivos conhecidos no ciclo deste
parasito e transmitem, através de suas fezes, 0s oocistos que sao capazes de
infectar uma ampla variedade de hospedeiros intermediarios, como aves e a
maioria dos mamiferos de sangue quente, inclusive os seres humanos (Elmore et.
al., 2010).

O ciclo de vida completo do T. gondii foi caracterizado em 1970, definindo o
Toxoplasma como um parasito Coccidae que tem os felideos como seus
hospedeiros definitivos exclusivos e qualquer animal de sangue quente como
hospedeiros intermediarios (revisto em Ferguson, 2009). Nos hospedeiros
intermediarios e definitivos ocorre o processo de reproducdo assexuada do parasito
(Black e Bootrhoyd, 2000) que d& origem a dois estagios infectivos: os taquizoitos e
os bradizoitos. Ja a reproducdo sexuada ocorre exclusivamente nas células
intestinais superficiais de gatos domeésticos e outros felideos. No epitélio intestinal
dos felideos ocorre 0s processos de esquizogonia, gametogonia, e esporogonia
resultando na formac&o de oocistos imaturos que séao eliminados juntamente com
as fezes destes animais no ambiente (Frenkel e Dubey, 1972; Dubey e Frenkel
1973; Dubey, 2002).

O conhecimento especifico do ciclo entérico de T. gondii em felideos é limitado
e esta restrito a seis artigos, que abordam a caracterizagdo morfolégica da
diferenciacéo in vivo (Frenkel e Dubey, 1972; Dubey e Frenkel, 1972; Ferguson
1974; 2004; Speer e Dubey, 2005; revisto em Ferguson, 2009). Dadas as
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dificuldades de se utilizar gatos como modelo experimental, esses estudos tem
evoluido muito pouco, sendo necesséria a introducdo de modelos alternativos, para
que se possa avancar no conhecimento do ciclo do Toxoplasma. Existe uma
caréncia de modelos celulares que possibilitem explorar in vitro o ciclo entérico do
T. gondii que ocorre nos felideos. Essa limitagcéo se reflete diretamente na auséncia
de medidas de controle da Toxoplasmose em felideos. Recentemente, nosso grupo
desenvolveu um protocolo de obtencdo e manutencdo de enterécitos de felinos a
partir de culturas primarias (Moura et al., 2009), apontando esse modelo como
alternativa para o estudo da interacdo do T. gondii. Os estudos iniciais
demonstraram formas evolutivas intracelulares dos parasitos muito semelhantes
aos esquizontes do T. gondii, como descrito in vivo. Esse primeiro passo abre um
leque de possibilidades para explorarmos o ciclo sexuado do T. gondii, in vitro.

Nas Ultimas décadas, a utilizacdo de linhagens celulares representou um
grande avanco global em vérios aspectos: no custo dos experimentos, rapidez na
obtencdo dos resultados e ainda, evitando sacrificio de animais (Balls, 2007).
Apesar dos varios estudos relacionados a producéo de vacinas e cultivos virais em
linhagens celulares de felinos (Lehmann et al., 1992a, b), poucas estédo disponiveis
para uso em pesquisa basica. Esse ponto é a motivagéo para o direcionamento dos
objetivos que sdo propostos nesta dissertagcdo empregando linhagens celulares
epiteliais de felideos e de ratos como modelos de estudo da interacdo e destino
intracelular do T. gondii. Os aspectos ultraestruturais da interagdo taquizoitos e
bradizoitos-célula hospedeira, assim como, aspectos comparativos entre essas
interacdes frente a células epiteliais de diferentes origens poderdo fornecer
subsidios para o melhor entendimento da biologia do T. gondii em células epiteliais.

2. Toxoplasmose: epidemiologia e patogenia

A toxoplasmose é uma das zoonoses mais endémicas do mundo, com
aproximadamente 25% da populacdo mundial cronicamente infectada (Black e
Boothroyd, 2000; Tenter et al., 2000). A dissemina¢cdo da doenca se deve aos
diversos mecanismos de transmissdo do parasito, principalmente pela: ingestédo de

bradizoitos contidos em cistos presentes em carne crua ou mal cozidas; ingestéao
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de esporozoitos contidos em oocistos presentes nas fezes de felideos que
contaminam alimentos, agua e o solo do ambiente (Dubey et al., 2004); ingestao de
leite contaminado com formas taquizoitas e pela transmissdo congénita dessas
formas na mulher durante a gestacdo (Tenter, 2009). A infeccdo de individuos
imunocompetentes € geralmente assintomatica, entretanto, o parasito gera seérias
consequUéncias aos portadores de doencgas imunossupressoras como a AIDS e em
fetos que estejam se desenvolvendo em gestantes recém infectadas (Montoya e
Liesenfeld, 2004).

ApoOs a ingestdo de bradizoitos ou esporozoitos, estes se diferenciam em
taquizoitos, estagio em que o parasito se multiplica rapidamente se disseminando
para diversas células e tecidos do hospedeiro, ocasionando a fase aguda da
doenca. Apdés a invasédo das células hospedeiras, os taquizoitos sdo localizados no
interior de um vacuolo parasitoforo (Sasono e Smith, 1998). Em individuos
imunocompetentes, a producdo de citocinas como IL-10, TGF-B, INF-y, IL-12 e
oxido nitrico levam a morte de alguns parasitos e induzem uma mudanc¢a no ritmo
de multiplicacéo destes, modulando a patogénese da doenca (Gaddi e Yap, 2007).
Desta forma, os parasitos, nos estagios taquizoitos, se diferenciam em bradizoitos,
iniciando um processo de replicagéo lenta, acompanhada de uma reorganizagéo na
membrana do vacuolo parasitéforo, induzindo a formacgédo da parece cistica. Os
cistos podem ser detectados entre seis a sete dias apods a infeccdo (Dubey et
al.,1998) e podem conter centenas de bradizoitos no seu interior. Essas formas
podem persistir por longos periodos em diversos tecidos de seus hospedeiros.
Entretanto, ndo séo totalmente estaveis e parecem liberar esporadicamente
bradizoitos que podem se converter a taquizoitos, invadir novas células adjacentes
e interconverter a bradizoito, formando novos cistos teciduais mesmo em
hospedeiros imunocompetentes. Os cistos sdo encontrados principalmente nos
tecidos muscular e nervoso, mas também hé relatos de identificacdo de cistos em
orgaos viscerais, como pulmdes, figado e rins (revisto por Skariah et al., 2010).
Essas formas caracterizam a fase cronica da doenca. Acredita-se que a parede
cistica forneca estabilidade e protecdo aos parasitos contra a acao deletéria do
sistema imune do hospedeiro, facilitando a persisténcia dos cistos por longos
periodos no organismo (Weiss e Kim, 2000). Com a queda da resposta imune,
como ocorre em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
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ou em pacientes que receberam drogas imunossupressoras, ocorre a reativacao da
infeccdo. Esta reativagéo leva a liberacdo de bradizoitos e taquizoitos com rapida
disseminagao, resultando em demasiada destruicdo celular, provocando graves
lesbes em diversos 6rgaos, podendo ocasionar pneumonias e encefalite aguda,
levando a morte do paciente. A infeccdo aguda numa gestante, principalmente no
primeiro trimestre da gestacao, pode provocar aborto e graves lesdes neuroldgicas
no feto (Gross, 2004).

Atualmente existem drogas que atuam efetivamente sobre as formas
taquizoitas, porém esses medicamentos surtem pouco ou nenhum efeito em
formas bradizoitas encontradas na fase crbnica, além de possuirem efeitos
colaterais (Tenter, 2009). Estes fatores conduzem a necessidade da introducdo de
novos medicamentos a partir da geracao de conhecimento sobre a toxoplasmose,
como por exemplo, com relacdo aos mecanismos moleculares da conversao
taquizoito-bradizoito, nos diferentes modelos celulares envolvidos no ciclo de vida

do T. gondii.

3. Biologia do Toxoplasma gondii

Protozoario intracelular obrigatério, o T. gondii, pertence ao filo Apicomplexa da
classe Sporozoa. Uma das principais caracteristicas que o classificou neste filo € a
presenca de um complexo apical onde se localizam organelas secretdrias apicais,
como roptrias e micronemas. Este complexo atua decisivamente nos processos de
reconhecimento celular, adesdo e invasdo do parasito as células hospedeiras
(Dubey et al.,1998).

3.1. Formas infectivas

O T. gondii apresenta trés formas infectivas: taquizoitos, bradizoitos e
esporozoitos (Esq.1).

Os taquizoitos possuem formato eliptico (4-8 um de comprimento e 2-4 pm
de largura) e se multiplicam por um tipo de reproducéo assexuada chamada de
endodiogenia, no interior de vacuolos parasitéforos (VP), formando rosetas e
lisando a célula hospedeira para seu egresso, caracterizando assim, o ciclo litico

do parasito (Dubey et al.,1998). Os taquizoitos sdo encontrados no interior de



varias ceélulas nucleadas sempre envolvidos pela membrana do vacuolo
parasitoforo (MVP) (Jones et al.,1972) e também no interior do nucleo da célula,
onde a MVP ndo é observada (Barbosa et al., 2005). A forma taquizoita é
responsavel pela fase aguda da infeccédo, causando forte inflamacédo, destruicéo
tecidual e manifestacdes clinicas (Frenkel, 1974). Pela ultraestrutura celular, os
taquizoitos apresentam um arranjo de microtubulos subpeliculares, anéis apicais e
polares, diversos granulos densos e micronemas, granulos de amilopectina raros
Ou ausentes, cinco a oito roptrias, apicoplasto, nucleo posicionado na regiao central
do corpo do parasito, além das outras organelas tipicas das células eucariotas
(Dubey et al.,1998).

Os bradizoitos medem aproximadamente de 7-9 um de comprimento por 2-4
pum de largura (Mehlhorn e Frenkel, 1980) e sdo encontrados no interior de cistos
teciduais, formas estas caracteristicas da fase cronica da infeccdo. Reproduzem-se
lentamente por endodiogenia no interior do vacuolo parasitéforo da célula
hospedeira, modificam a membrana do vacuolo formando a parede cistica dando
origem ao cisto tecidual (Weiss e Kim, 2000). Apresentam o nucleo deslocado para
regido posterior do corpo do parasito, e ainda, roptrias bastante eletrondensas,
grande numero de micronemas e diversos granulos de amilopectina ricos em
polissacarideos (Jacobs et al.,1960; Guimaraes et al., 2003).

Cistos teciduais variam de tamanho, os jovens podem medir cerca de 5 um de
diametro e os mais velhos podem conter centenas de organismos alcangando em
média cerca de 60 um de didmetro (Dubey e Carpenter, 1993). O tamanho do cisto
dependente de sua idade, do tipo da célula hospedeira e da cepa do T. gondii
(Weiss e Kim, 2000). A parede dos cistos teciduais € rica em acucares e outros
polissacarideos (Speer et al.,1998; Weiss e Kim, 2000; Guimaraes et al., 2003),
presentes nos 6rgaos viscerais, incluindo baco, figado e rim, e principalmente nos
tecidos nervoso e muscular. Os cistos podem permanecer intactos por toda a vida
do hospedeiro, sem causar uma resposta inflamatoria imunolégica (Dubey e
Welcome, 1988; Hill e Dubey, 2002).

Os esporozoitos sdo formas infectivas encontradas no interior dos oocistos.
Os oocistos sdo produzidos no epitélio intestinal dos felideos e eliminados, ainda
imaturos, junto com as fezes desses hospedeiros definitivos no meio ambiente,

onde sofrem maturagao e se tornam efetivamente infectivos para seus hospedeiros
5



(Dubey e Frenkel, 1973; Wong e Remington, 1993; Dubey et al.,1998).
Morfologicamente o0s esporozoitos representam a forma intermediaria entre
taquizoitos e bradizoitos, considerando-se a quantidade de determinadas
organelas (Speer et al.,1998). Eles apresentam um numero intermediario de
micronemas, um numero superior de granulos densos em relagcédo aos taquizoitos e
muitos granulos de amilopectina como os bradizoitos (Dubey et al.,1998).
Caracterizam-se pela presenca muitos granulos lipidicos que parecem ser uma

exclusividade dos esporozoitos (Speer et al.,1998).
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Esquema 1: Ultraestrutura das formas infectivas de T. gondii. Reproduzido
adaptado de Dubey et al. (1998).



3.2. Ciclo biologico

O T. gondii possui um ciclo de vida complexo, tendo apenas os felideos
como hospedeiros definitivos e outros mamiferos e aves como hospedeiros
intermediarios (Dubey e Welcome, 1988; Dubey et al., 2004).

O ciclo bioldgico do T. gondii (Esquema 2) pode se iniciar pela ingestao de
cistos teciduais presentes principalmente nos musculos de hospedeiros
intermediarios que sdo presas comuns dos felideos. Uma vez no trato digestivo do
animal, a parede do cisto é digerida por enzimas proteoliticas do estdbmago e
intestino delgado dos felideos e os parasitos na forma de bradizoitos sdo entédo
liberados do cisto. Alguns parasitos atingem a lamina prépria do intestino, se
diferenciam e multiplicam-se formando estagios taquizoitos e em poucas horas se
disseminam para outros tecidos através do sangue ou da linfa. Alguns bradizoitos
penetram nas células epiteliais intestinais superficiais dos felideos (0s enterécitos)
onde ocorre formacdo de diferentes esquizontes por reproducdo assexuada até a
formacdo de gametas femininos e masculinos (revisto por Speer e Dubey, 2005 e
Ferguson, 2009). Estes gametas, agora por reproducao sexuada formam o zigoto
gue apoés ser envolto por uma parede cistica € chamado de oocisto. Quando o0s
oocitos estdo maduros séo liberados para o ambiente externo junto com as fezes
dos felideos. No ambiente externo € que estes oocistos vao esporular e se tornar
infectantes. Cada oocisto maduro, na sua forma infectiva contém 2 esporocistos
com 4 esporozoitos cada, que ingerido pelos animais, incluindo o homem, fecham
o ciclo de vida deste parasito (Ferguson, 2009).

Os hospedeiros do T. gondii, incluindo os felideos, adquirem este parasito
através da ingestdo de carnes cruas ou mal cozidas contendo cistos teciduais de
outros animais infectados; de alimentos ou agua contaminados com oocistos
esporulados, ou ainda, pela ingestdo de leite contaminado com a forma taquizoita
do parasito que esteja infectando o animal produtor de leite (Tenter et al., 2000).
Desta forma, podemos observar que o ciclo do T. gondii, além de complexo, é
também dindmico considerando-se que o0 parasito pode ser transmitido do
hospedeiro definitivo para o intermedidrio ou vice-versa, bem como entre o0s

hospedeiros definitivos e entre os hospedeiros intermediarios (Tenter et al., 2000).
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Esquema 2: Ciclo de vida do T. gondii: Ciclo biolégico ilustrado do Toxoplasma gondii
mostrando as vias de transmissdo entre os hospedeiros intermediarios e
definitivos.

3.3.  Ciclo enteroepitelial ou sexuado

Os gatos domésticos podem excretar milhdes de oocistos apds ingerir qualquer
um dos trés estagios infectantes do T. gondii: taquizoitos, bradizoitos e
esporozoitos. Os oocistos sédo liberados por apenas um curto intervalo de tempo (1-
2 semanas) na vida do gato (Dubey e Beattie, 1988; Dubey, 2002). O tempo de
pré-paténcia (correspondente ao periodo da ingestdo até a liberacdo dos oocistos
no ambiente) e a frequéncia da liberacdo destes oocistos, dependem da forma

infectante ingerida (revisto em Dubey, 1998; Dubey, 2002; 2006). Dessa forma, a



liberacdo de oocistos pode ocorrer de trés a 10 dias apds a ingestdo de cistos
teciduais (Dubey, 2001; 2006), 19 dias ou mais apds a ingestdo de taquizoitos
(Dubey, 2002) e de 18 ou mais dias apds ingerir oocistos. A eficacia da
transmissdo do T. gondii € maior quando felinos ingerem cistos teciduais (por
carnivorismo) e quando camundongos, representando os hospedeiros definitivos,
ingerem oocistos (Dubey, 2006), demonstrando assim a importancia do papel dos
felideos no ciclo do T. gondii.

ApoOs a ingestao dos cistos teciduais pelos gatos, sua parede € destruida por
enzimas proteoliticas do estdmago, liberando os bradizoitos, que irdo infectar o
epitélio intestinal. Os bradizoitos liberados penetram na parede intestinal iniciando
o desenvolvimento de varias geracdes de T. gondii (Esq. 3) (Dubey e Frenkel,
1972). Inicialmente, ocorre o desenvolvimento de cinco tipos morfologicamente
distintos de T. gondii, ou esquizontes, ou estagios enteroepiteliais (tipos: A, B, C, D
e E). Os esquizontes se multiplicam exclusivamente nas células superficiais do
intestino delgado (enterdcitos) dos felinos e ddo origem aos merozoitos (Dubey e
Frenkel, 1972; Frenkel e Dubey, 1972), antes do inicio da gametogénese (revisto
por Speer e Dubey, 2005).

A gametogénese do T. gondii ocorre nas células superficiais do intestino
delgado, mais comumente na regidao jejuno-ileal. Os gametas masculinos
flagelados ou microgametas deixam as células da parede intestinal, caem na luz
intestinal e sdo atraidos pelos gametas femininos ou macrogametas (revisto por
Speer e Dubey, 2005; Ferguson, 2009). A fecundagé&o ocorre nas células da parede
intestinal, dando origem ao ovo ou zigoto com a formacao da parede do oocisto. As
células epiteliais infectadas se rompem liberando os oocistos imaturos no limen do
intestino (Dubey e Frenkel, 1972), que sao liberados junto com as fezes do felino e
entdo, esporulam no ambiente. Os oocistos nao esporulados tém a forma sub-
esférica e dupla membrana. Cada oocisto maduro possui dois esporocistos e em
cada esporocisto existem quatro esporozoitos (revisto em Dubey et al.,1998).

Paralelamente, o ciclo assexuado ocorre também nos felinos gerando lesdes
semelhantes aquelas observadas no quadro clinico dos hospedeiros intermediarios
(Dubey e Frenkel, 1972).

Hipoteses apontam que o ciclo sexuado desse parasito deva ser orquestrado
e modulado por moléculas presentes nos enterocitos de felideos que induzem as
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fases citadas acima, ja que elas ocorrem exclusivamente nesse hospedeiro (Moura
et al., 2009).
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Esquema 3: Ciclo enteroepitelial do T. gondii: Estagios enteroepiteliais do ciclo do
Toxoplasma gondii nos células epiteliais superficiais do intestino delgado do
gato doméstico. Criacdo e adaptacdo por M. Moura e H. Barbosa (2009)

com base principalmente nos artigos de Ferguson (2004) e Speer e Dubey
(2005).

3.4. Linhagens clonais de T. gondii

A maioria dos isolados identificados na Europa e na América do Norte pertence
a um dos trés gendtipos: tipo |, tipo Il e tipo Ill. A diferenca genética entre essas
linhagens clonais € de uma taxa de aproximadamente 1% entre seus genes.

Andlises genéticas detalhadas evidenciam que a variacdo génica dentro de cada
11
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gendtipo de T. gondii € rara (Boothroyd e Grigg, 2002; revisto em Montoya e
Liesenfeld, 2004).

Diferencas quanto a viruléncia e epidemiologia sdo encontradas entre essas
trés linhagens clonais. Linhagens do tipo I, como a RH, sdo altamente virulentas.
Em geral, formam menos cistos em cultura e em animais, e tém sido
frequentemente associadas com a toxoplasmose ocular em pacientes
imunocomprometidos (Boothroyd e Grigg, 2002; Kim e Weiss, 2004). As linhagens
do tipo Il, como a ME49, sdo menos virulentas podendo causar mortalidade
dependendo da carga parasitaria e/ou susceptibilidade do individuo. Em geral sao
cepas cistogénicas e em muitos estudos nos Estados Unidos e Europa, sdo as
mais prevalentes causas da toxoplasmose humana, mais especificamente com
relacdo a infeccdo congénita e em pacientes com AIDS. Cepas isoladas de animais
sdo na sua maioria do gendtipo lll, que sdo cepas moderadamente virulentas
(Howe e Sibley, 1995; revisto em Weiss e Kim, 2000; Ajzenberg et al., 2002;
Montoya e Liesenfeld, 2004).

Existe um grande interesse em se avaliar como um genétipo de T. gondii pode
diferir na sua capacidade infectiva ou na patogénese da doenca em uma
determinada espécie animal. O entendimento dos fatores genéticos que
influenciam a viruléncia e o mecanismo de selecdo genotipica de acordo com a
espécie hospedeira pode agregar conhecimentos que contribuam para o
desenvolvimento de terapias que interfiram na transmissao da doenca (revisto em
Saeij et al., 2005).

4. Diferenciacdo do T. gondii

Os mecanismos moleculares que regulam a conversdo de estagio
de taquizoitos < bradzoitos ainda néo estdo bem esclarecidos. Alguns estudos da
interconversao taquizoitos < bradizoitos propdem que o tipo celular ndo influencie
na interconversao e formacao de cistos teciduais (Lindsay, 1991). Esta proposta é
sustentada por resultados mostrados em varios estudos onde a interconversao
pode ser induzida in vitro por mudancas na temperatura ou no pH do meio (Soéte

et al.,1994), por citocinas pré-inflamatérias ou inibidores de mitocondria (Bohne et
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al.,1994), ou delecdo de nutrientes do meio (Fox et al., 2004). Recentemente,
nosso grupo empregando células musculares esqueléticas sugere fortemente que
fatores inerentes ao tipo celular possam ser determinantes para a formacao de
cistos. Nestas culturas, em que células musculares foram infectadas com
taquizoitos de cepa virulenta tipo | (RH), verificou-se a conversdo de taquizoito
para bradizoito na auséncia de estimulos exdgenos de estresse (Ferreira-da-Silva
et al., 2009). Além disso, linhagens de células musculares mostram ser mais
eficientes na capacidade de conversdo de taquizoitos para bradizoitos quando
comparadas as culturas de fibroblastos, reforcando a idéia de que o fendbmeno de
conversdo do T. gondii esta certamente associado a outros fatores, como por
exemplo, dependente do nicho celular onde a infeccdo se estabeleca (Ferreira-da-
Silva et al., 2008, 2009 a,b).

Embora o desenvolvimento de cistos teciduais, in vitro, com cepas
avirulentas (tipos Il e 1ll) de T. gondii ja tenha sido descrito ha mais de 40 anos
(Lainson, 1958), o interesse em estudar a interconversao deste parasito ficou em
segundo plano até o momento da descoberta de antigenos estagio-especifico e
consequente producdo de anticorpos contra esses antigenos (revisto em Weiss e
Kim, 2000).

Varios marcadores tém sido avaliados e varios sistemas tém sido
desenvolvidos para estudar a diferenciacdo, in vitro. O desenvolvimento de
anticorpos estagios-especificos tem possibilitado estudar os mecanismos de
conversdo do T. gondii (Jones et al.,1986; Lindsay et al.,1991; Soéte et al., 1993,
1994; Weiss et al.,1994; 1995; Bohne et al.,1995; Gross et al.,1996; Halonen et
al.,1996; Lane et al.,1996; Sahm et al.,1997; Guimaraes et al., 2008; Ferreira-da-
Silva et al., 2008b; 2009).

Weiss e colaboradores (1995) usando anticorpo anti-BAG5, que reconhece
especificamente antigenos de bradizoitos, observaram a formagéo de cistos trés
dias poés-inoculo (PI) em fibroblastos humanos com formas bradizoitas da cepa
ME49. Os autores sugerem neste artigo que alguns bradizoitos formem cistos
teciduais diretamente sem conversdo transitdria em taquizoito, como também
descrita por Guimardes e colaboradores (2008, 2009), empregando células

musculares esqueléticas.
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Os mecanismos moleculares que regulam a diferenciagcdo do T. gondii em
estagios enteroepiteliais também ainda ndo estdo bem esclarecidos. O
desenvolvimento de um modelo celular para o estudo do ciclo sexuado do T.
gondii, ainda é um grande desafio para compreensdo dos seus estagios
enteroepiteliais.

Apenas a inducéo do ciclo sexuado por bradizoitos in vivo foi bem estudada.
Felinos que ingeriram cistos teciduais desenvolveram o0s estagios enteroepiteliais e
formaram oocistos (Dubey e Frenkel, 1972; Hill e Dubey, 2002). Os estudos
desenvolvidos por Dubey e Frenkel (1998) indicam que o ciclo sexuado € mais
curto e a quantidade de liberacdo de oocistos é maior quando os felinos ingerem
cistos teciduais ou bradizoitos. Estudos prévios mais recentes demonstraram o
desenvolvimento de formas estruturais com caracteristicas semelhantes as formas
esquizontes de T. gondii em culturas de enterécitos de felinos in vitro, a
semelhanca do que tem sido descrito previamente, in vivo (Moura et al., 2009).
Essa lacuna na biologia do parasito reflete diretamente na auséncia de medidas de

controle da toxoplasmose em felideos.

5. Aspectos da interacdo T. gondii — célula hospedeira

O T. gondii e todos os membros do filo Apicomplexa sao parasitos
intracelulares obrigatérios que tém a necessidade de invadir as células hospedeiras
e migrar através dos tecidos. Como ndo possuem pseuddpodes, cilios ou flagelos,
0s parasitos deste Filo usam um modo de motilidade dependente do substrato para
invadir a célula, chamado de motilidade por deslizamento ("gliding motility") (Sibley
e cols., 1998). Estudos com T. gondii tém revelado que a invasdo da célula
hospedeira é um processo bastante complexo que ocorre por meio da liberagcéo
sequencial de proteinas presentes nos micronemas, roptrias e granulos densos do
parasito (Opitz e Soldati, 2002; Sibley, 2003). Esses eventos moleculares
compreendem: ligacdo receptor-ligante, transducdo de sinais, mobilizacdo do
sistema actina-miosina, regulacdo da exocitose das organelas secretoras e
modificacdo proteolitica das proteinas de superficie do parasito (Howell e cols.,
2005). Varios detalhes da invasédo diferem amplamente dependendo do género,
espécie, estagio evolutivo e célula hospedeira, mas 0os mecanismos basicos sao

provavelmente conservados no filo (Carruthers e Blackman, 2005). O fato do T.
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gondii invadir diferentes tipos celulares sugere a existéncia de um receptor
especifico universalmente distribuido, ou entdo, a participacdo de varios receptores
diferentes. Por exemplo, a laminina aumenta a adesdo dos taquizoitos a célula
hospedeira e que estes podem reconhecer e se ligar a multiplos receptores da
laminina como a afl integrina (Furtado e cols., 1992 a). O reconhecimento de
multiplos glicosaminoglicanos sulfatados na superficie da célula hospedeira
também contribui para a adesdo e invasdo deste parasito em diferentes tecidos
(Chatterton e cols., 2002). Em taquizoitos, SAG1 (p30), principal proteina de
superficie de taquizoitos com 30KDa, € reconhecida por moléculas glicosilados da
célula hospedeira (Bonhomme e cols., 1999). As proteinas adesivas sédo altamente
conservadas, como as proteinas do micronema (MIC) em T. gondii (Wan e cols.,
1997). Diversas proteinas dos micronemas formam complexos adesivos com
dominios (integrinas, fator de crescimento epidermal - EGF, trombospondinas e
lectinas) semelhantes aos encontrados em proteinas de vertebrados que
reconhecem receptores na superficie das diversas células hospedeiras, como
heparan sulfato, proteoglicanas e laminina (Chatterton e cols., 2002). A existéncia
destes diferentes complexos sugere que interacbes moleculares estariam
envolvidas na movimentacdo do parasito através das barreiras biologicas,
enquanto outros estariam envolvidos na penetracdo na célula hospedeira,
capacitando o parasito para o reconhecimento de uma variedade maior de
receptores, amplificando assim sua gama de hospedeiros (Chatterton e cols.,
2002).

Algumas proteinas da superficie de T. gondii envolvidas na invasao do
parasito, apresentam propriedades proteoliticas, demonstradas pela sensibilidade
do parasito aos inibidores de proteases durante a invaséo (Carruthers, 2002). Esse
processo envolve as proteinas adesivas TgMIC2 e TgMIC6 secretadas pelos
micronemas, sendo entdo translocadas até a superficie do taquizoito e
posteriormente liberadas, apds a clivagem proteolitica dos seus dominios
transmembranas (DTM) (Opitz e Soldati, 2002; Harper e cols., 2006). A clivagem
da protease-1 do micronema (MPP1), protease transmembranar, é necessaria para
0 processo de invasédo do T. gondii na célula hospedeira (Brossier e Sibley, 2005;
Brossier e cols., 2005). A secre¢do coordenada dos micronemas e das roptrias
identifica um complexo de quatro proteinas: TQAMAL, RON2, RON4 e a Ts4705.
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Pelo menos duas destas proteinas, a TJAMAL e a RON4 interagem no processo
de invasdo, localizando-se em uma constricdo denominada jun¢gdo movel (JM), na
qual as membranas do parasito e do hospedeiro ficam em intimo contato
(Alexander e cols., 2005). Aparentemente, a JM serve para excluir algumas
proteinas da membrana plasmatica da célula hospedeira, dando inicio a formacéo
e modificagdo da membrana do vacuolo parasitéforo (MVP) (Mordue e cols., 1999).
Outras proteinas das roptrias s@o inseridas na MVP, contribuindo para sua
formacdo durante a invasao da célula hospedeira pelo Toxoplasma (Boothroyd e
Dubremetz, 2008).

Moléculas tanto da célula hospedeira quanto do parasito participam da
formacdo e desenvolvimento do vacuolo parasitéforo (VP). Depois da invasdo a
MVP é bioquimicamente modificada por uma intensa exocitose de moléculas das
roptrias e granulos densos (Carruthers, 2002). Durante o processo de multiplicacéo
do parasito, ocorre um aumento significativo da extensdo da MVP. Alguns autores
atribuem este aumento a incorporagdo de moléculas provenientes de organelas do
hospedeiro como o reticulo endoplasmatico e mitocondria (de Melo e de Souza,
1997; Sinai e cols., 1997).

As proteinas dos granulos densos participam da modificacdo do VP e séo
secretadas logo apdés a interiorizagdo dos parasitos (Brossier e Sibley, 2005). As
proteinas GRA2, GRA3 e GRAG6 possuem um papel fundamental na formacéo dos
nanotubulos, sendo a GRA2 e GRA4 envolvidas na organizacdo de vesiculas que
apOs alongamento dardo origem a rede intravacuolar madura, e a GRA6 na
estabilizacdo da rede membranosa nanotubular (RMNT) (Mercier e cols., 2002). A
GRA7 encontrada na MVP tem sido recentemente relacionada com a formacéo dos
microtubulos derivados da invaginacdo da MVP, que estariam atuando no
transporte de lipideos, através do espaco vacuolar até o parasito (Coppens e cols.,
2006).

Assim, a formacédo e desenvolvimento do vacuolo parasitoforo (VP) envolve
moléculas de ambas as células (parasita e célula hospedeira) atuando na protecéo
do T. gondii contra a acdo de radicais livres, variacbes de pH, osmolaridade e
evitando também os mecanismos de defesa do hospedeiro (Pacheco-Soares e De
Souza, 1998; Laliberté e Carruthers, 2008; Sinai, 2008). Outra vantagem é que este
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vacuolo, diferentemente dos fagossomos néo se funde com compartimentos da via
endocitica (Joiner e cols., 1990; Mordue e cols., 1999; Sinai, 2008).

6. Linhagens celulares

Nas ultimas décadas, a utilizagdo de linhagens celulares representou um
grande avanco mundial em varios aspectos: no custo dos experimentos, rapidez na
obtencéo dos resultados e ainda, evitando sacrificio de animais (Balls, 2007). Ha
uma caréncia de linhagens celulares de animais de grande porte, animais silvestres
e domeésticos, quando comparado as linhagens de animais de laboratério, mais
especificamente quando se considera linhagens de origem intestinal (Golaz et al.,
2007).

Recentemente, alguns trabalhos relataram o0 estabelecimento e a
caracterizagdo de cultivos primarios intestinais de animais domeésticos: intestino de
bovinos (Follmann et al., 2000; Birkner et al., 2004; Rusu et al., 2005; Kaushik et
al., 2008); intestino delgado de caninos (Weng et al., 2005; Golaz et al., 2007) e
intestino de suinos (Badylak et al.,1998; Lindberg e Badylak, 2001).

O estabelecimento de linhagens celulares intestinais de mamiferos é um
processo muito dificil, devido a complexidade celular do intestino, da dependéncia
do contato entre as células e a necessidade de fatores de crescimento (Strater et
al.,1996).

Nos dultimos anos, culturas celulares epiteliais de célon, oriundas de
neoplasias, tém sido consideradas como 0s sistemas intestinais mais favoraveis
para o cultivo, pois podem ser mantidas por um longo periodo de tempo (3-4
meses). No entanto, uma série de processos fisiologicos e fisiopatologicos do
intestino grosso in vivo, ndo é mimetizada nestes sistemas (Bartsch et al., 2004).
Objetivando reproduzir os eventos celulares que ocorrem in vivo foram
estabelecidas culturas primarias de células epiteliais diferenciadas (adultas) de
colon de camundongos (Booth et al.,1995; Tabuchi et al., 2000), ratos (Ahnen et
al.,1988; Temes et al.,1991; Traber et al.,1991; Schorkhuber et al.,1998) e homem
(Whitehead et al.,1987; Baten et al.,1992; Stauffer et al.,1995; Pedersen et al.,

2000). A principal limitacdo de culturas primarias de células intestinais € o curto
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periodo de cultivo (na maioria dos casos 7 a 14 dias), sendo inadequadas, por
exemplo, para estudos de transformacéo celular (Bartsch et al., 2004).

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

Linhagens de epitélio de intestino delgado de ratos, provenientes de amostra
fetal, como IEC-6, IEC-18 e RIE-1 foram estabelecidas ha pelo menos trés
décadas. Estas linhagens apresentam caracteristicas morfofisioldgicas preservadas
do epitélio intestinal in vivo, trazendo varios avangos nos estudos in vitro da
fisiopatologia intestinal (Quaroni et al.,1979; Quaroni, 1986; Browning e Lees,
1994). Sendo assim, a introducao dessas linhagens epiteliais intestinais de origem
nao neoplasica representou um avanco nessa linha de pesquisa, pois além da
manutencdo das caracteristicas do tecido original, apresentam um taxa de
apoptose inferior as linhagens derivadas de células do intestino grosso (Potten e
Grant, 1998).

Apesar de varios estudos relacionados a producédo de vacinas e cultivos virais
em linhagens celulares de felinos (Lehmann et al.,1992a; Lehmann et al.,1992b),
poucas estdo disponiveis para uso em pesquisas. Podemos destacar as linhagens
de: macréfagos FCWS-4 (Jacobse-Geels e Horzinek, 1983); linfoblastos: NCE-
F161 (Allison e Gregoriadis, 1990), FelLV-3281 (Donahue et al.,1988), Fc3Tg
(Nelson-Rees et al.,1972), MYA-1 (Miyazawa et al.,1992) e FL74-UCD-1 (Pedersen
et al.,1979); linfocitos T: FeT-J e FeT-1c (Yamamoto et al.,1998); células da glia:
PG-4 (S+L-) e astrocitos G355-5 (Haapala et al.,1985).

Na auséncia de linhagens intestinais de felinos disponiveis em bancos de
células, linhagens epiteliais sdo os modelos mais proximos para estudos
comparativos morfofisiopatolégicos intestinais, e para isso temos disponivel duas
linhagens: epitélio hepatico AK-D (Cantin e Woods, 1993) e epitélio renal CRFK
(Crandell et al.,1973).
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Os aspectos ultraestruturais da interacdo taquizoitos e bradizoitos-célula
hospedeira, assim como aspectos comparativos entre essas interagdes frente a
células epiteliais de diferentes origens poderdo fornecer subsidios para o melhor
entendimento do ciclo sexual do parasito. A revelacdo do comportamento dessas
duas formas infectivas frente as células de origens distintas pode esclarecer se o
tipo celular tem um papel decisivo neste processo.

O emprego de células de felinos, mesmo linhagem celular CRFK (células do
epitélio renal de felinos), para o estudo da interacdo T. gondii com formas
bradizoitas e taquizoitas € pioneiro e vem sendo utilizado por nosso grupo. Estudos
preliminares tém demonstrado a capacidade de formacao de cistos nestas células.
Essa abordagem abre novas perspectivas no estudo da biologia celular do parasito,
com destaque para as abordagens do ciclo celular que ocorre nos hospedeiros
definitivos, os felinos.

O emprego de células epiteliais intestinais, mesmo linhagem originadas de ratos,
como a IEC-6, se justifica por serem as célullas epiteliais do intestino o
microambiente onde ocorre o ciclo sexuado do parasito, servindo como um modelo
comparativo entre a linhagem de felinos CRFK (células epiteliais de rim de felinos)
e a cultura primaria de enterécitos de felinos.

Os mecanismos que regem a diferenciacédo do T. gondii em células epiteliais e
as lacunas no conhecimento do ciclo sexuado sdo a motivagcdo para O
desenvolvimento dos objetivos propostos a seguir nesta dissertacdo. Nossa
proposta é que estes modelos celulares possam fornecer subsidios ao
desenvolvimento de estratégias que efetivamente causem uma interferéncia na
disseminag&o dos parasitos na natureza, assim como fornecer dados in vitro, que

possam agregar conhecimento ao ciclo entérico do T. gondii descrito, in vivo.
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II. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar o ciclo intracelular do Toxoplasma gondii em células epiteliais de

ratos e de felinos.

1. Objetivos especificos:

1.1. Avaliar comparativamente os indices de infeccdo de duas
linhagens epiteliais (CRFK e IEC-6) frente a infeccdo por
bradizoitos (cepa ME49) e taquizoitos (cepa RH) de Toxoplasma

gondii com diferentes cargas infectivas.
1.2. Monitorar o destino intracelular de taquizoitos (cepa RH) e

bradizoitos (cepa ME49) de T. gondii em duas linhagens epiteliais

(CRFK e IEC-6) com diferentes cargas infectivas.
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II. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram executados de acordo com as orientagbes
estabelecidas pelo Comité de Etica para o Uso de Animais, da Fundacdo Oswaldo
Cruz, Resolucdo 242/99 através da licenca CEUA LW 10-10 e sob as regras

internacionais de cuidados na manipulacdo de animais e agentes patogénicos.

1. Manutencao de linhagens celulares epiteliais

Considerando-se que o ciclo enteroepitelial do T. gondii ocorre exclusivamente
no epitélio intestinal de felideos, seus hospedeiros definitivos, foram utilizadas duas
linhagens epiteliais: IEC-6 do epitélio normal do intestino delgado de Rattus
norvegicus (rato) (BCRJ N° AP003) e CRFK de epitélio normal do cortex renal de
Felis catus (gato doméstico) (BCRJ N° CR0268), ambas adquiridas no Banco de

Células do Rio de Janeiro (http://www.bcrj.hucff.ufrj.br).

O desenho experimental objetivou avaliar se o tipo celular ou a origem das
células era capaz de modular a infec¢do. Para isso, as linhagens CRFK e IEC-6
foram semeadas na concentracéo de 1,0 x 10°/ml em garrafas de cultura celular de
25 c¢cm? (Gibco BRL, UK), em meio Eagle modificado por Dulbeco (DMEM/Hams
F12 - Sigma-Aldrich), suplementado com 1% solugéo de antibiético (Sigma-Aldrich)
e 10% de soro fetal bovino (SFB — CultLab). As células foram mantidas em estufa
umida a 5% de CO, e 95% de O, a temperatura de 37°C. A cada dois dias, metade
do meio era descartada e o mesmo volume de meio fresco era adicionado. As
células foram cultivadas até atingirem aproximadamente 80% de confluéncia. Neste
ponto, as células foram tratadas com solucdo de dissociacdo (salina tamponada
com fosfato - PBS, suplementado com 25% de &cido etilenodiamino tetra-acético-
EDTA e 25% de tripsina) durante 10 min a 37°C. Apoés dissociacdo, a suspensao
celular foi colocada em DMEM com 10% SFB a 4°C para inibir a acao da tripsina,
centrifugada durante 7 min a 650g a uma temperatura de 4°C, quantificada com o
auxilio de camara de Neubauer e cultivada em placas de 24 pocos sobre laminulas

(densidade celular de 8 x 10* células/poco).

21



2. Obtencéao dos parasitos:
2.1. Taquizoitos

Taquizoitos de T. gondii, cepa RH, foram mantidos em camundongos
fémeas Suico Webster, pesando entre 18 a 21g, através de passagens com inéculo
intraperitoneal de 10° taquizoitos/animal. Ap6s 48 a 72 h de infeccdo os parasitos
foram coletados do exsudato peritoneal em PBS, pH 7.2. A suspenséao celular foi
centrifugada a 200g por 7 min. a temperatura ambiente para remocéo das células
sanglineas e debris celulares. O sobrenadante contendo os parasitos foi
centrifugado a 1000g por 10 min e o sedimento obtido, concentrado com
taquizoitos de T. gondii, foi lavado 3 vezes em solucdo de PBS, pH 7.2. Os
parasitos foram ressuspensos finalmente em meio DMEM sem SFB e quantificados
em camara de Neubauer (n° de parasitos x diluicdo x 10*/ml) ao microscépio de luz,
sob contraste de fase. Os parasitos foram usados imediatamente apds a sua
obtencéo, sendo sua viabilidade celular verificada pelo teste de exclusdo com 0,5
% de Azul de Trypan (T6146 Sigma-Aldrich).

2.2. Bradizoitos

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 pesando 15-18g foram
inoculados por via intraperitoneal com cerca de 50 cistos teciduais, previamente
infectados com T. gondii da cepa avirulenta ME49 (Cedida pelo Dr. Ricardo T.
Gazzinelli, Laboratério de Imunopatologia, Instituto René Rachou, Belo Horizonte,
MG, Brasil). Assim, 4-8 semanas pos-infeccéo, os cistos teciduais foram isolados e
purificados do cérebro dos camundongos para posterior utilizagdo nos ensaios
experimentais e para manutencao da cepa.

Em resumo, os cérebros dos camundongos foram isolados, lavados e
homogeneizados em PBS, colocados em gradiente de 25% de Dextran, para
purificacdo, objetivando separar os cistos dos debris celulares. Para obtencéo de
formas bradizoitas, os cistos foram incubados sob agitagdo por 1-5 min a 37°C,
numa solucdo aquosa de pepsina acida diluida na proporcéo pepsina acida: cistos
de 1.5 visando o rompimento da parede cistica. Para neutralizacdo da atividade
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enzimatica foi utilizada a solucdo de 1% carbonato de sodio e lavadas 3 vezes, em
meio DMEM/Hams F12. O numero de parasitos isolados foi determinado usando
camara de Neubauer e o0s parasitos foram imediatamente usados nos
experimentos de interagcdo T. gondii-célula hospedeira. Para detalhes ver em

Guimaraes e colaboradores (2008).

3. Interacdo parasito-célula hospedeira:

As culturas de linhagens celulares epiteliais de origem tanto de rato como de
felinos foram semeadas em placas de 24 pocos com cerca de 8 x 10* células por
poco. Apds 24 h as culturas foram infectadas com bradizoitos ou taquizoitos de T.
gondii.

Os ensaios de interagcédo foram realizados na proporc¢éo de 1:5, 1:10 ou 1:20
(parasito-célula hospedeira) durante periodos que variaram de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 dias
pos-infeccdo. ApOs lavagem em PBS, as amostras controles (ndo infectadas) e
infectadas foram fixadas e processadas de acordo com 0S ensaios a serem

desenvolvidos.

4. Ensaios de quantificacdo da infectividade

As culturas celulares apds 24, 48, 72 e 96 h de interacdo parasito-célula
hospedeira foram fixadas em solugdo de Bouin por 5 min., lavadas com &gua
destilada e coradas por 60 min. em solucdo de 10% Giemsa diluida em PBS. Apos
a coloracao, as laminulas foram desidratadas em bateria decrescente/crescente de
acetona-xilol e montadas em resina Permount (SP15-500 Fischer Scientific).

A analise quantitativa foi realizada a partir de trés experimentos
independentes nos periodos de 24, 48, 72 e 96 h de interacdo, em duplicata. Para
essa analise foram contadas 400 células por experimento em pelo menos 10
campos aleatérios e entdo, considerados o percentual de: células infectadas,

vacuolos parasitoforos (VP) e de estruturas semelhantes a cistos de T. gondii (CL).

23



A partir dos resultados foram calculados: Média (M) e o Desvio padrao (DP)
sendo a andlise estatistica obtida pelo emprego do teste de Mann-Whitney e
desdobramento através do teste de Student-Newman-Keuls com um Intervalo de

confianca ao nivel de significancia de 0,5%.

5. Monitoramento dos estagios morfolégicos evolutiv os do T. gondii

A caracterizacdo dos estagios evolutivos do T. gondii em culturas de linhagens
epiteliais infectadas com formas bradizoitas, com relacdo de 1:10 (parasito-célula
hospedeira), foi monitorada por meio de sondas. Para identificacdo de taquizoitos
por imunomarcacao foi utilizado o anticorpo anti-p30 (TP3 sc-52255 - Santa Cruz),
gue reconhece especificamente a proteina SAG1 encontrada na superficie externa
da membrana plasmatica deste estagio. Para identificacdo de cistos de T. gondii
utilizamos a lectina Dolichos biflorus (DBA) conjugada a TRITC (L6533 Sigma-
Aldrich), que se liga especificamente a grupamentos N-acetil-galactosamina
presentes na parede cistica (Zhang e cols. 2001). Inicialmente, as células nos
periodos de 1 a 10 dias de infec¢do foram fixadas em 4% de paraformaldeido
(PFA) diluido em PBS durante 20 min a temperatura de 4°C, lavados 3 vezes
durante 10 min. em PBS. Para bloquear os radicais aldeidos livres as células foram
incubadas por 30 min em 50 mM cloreto aménia. Apds o bloqueio, as células foram
permeabilizadas por 20 min em PBS contendo 0,05% Triton X-100 (Roche) e 4%
BSA (Sigma-Aldrich) para bloquear ligacbes inespecificas. Para o ensaio de
imunofluorescéncia indireta, as culturas foram incubadas durante 2 h a 37°C com
anticorpo primario anti-p30 diluido 1:100 em PBS contendo 4% BSA. A seguir, as
células foram lavadas com PBS contendo 4% BSA e reincubadas durante 1 h a
37°C com anticorpo secundario (IgG anti-camundongo conjugado com FITC-
F5262) na diluicdo de 1:600 em PBS contendo 4% BSA. Para fluorescéncia direta
foi utilizada a lectina DBA-TRITC (1:50). ApGs a lavagem em PBS, as culturas
foram incubadas por 10 minutos com um intercalante de DNA, DAPI (4',6 —
Diamidino — 2 — phenylindole, Sigma Chemical Co.D cédigo 9542) diluido 1:1000
em PBS, lavadas uma vez em PBS, montadas em lamina com DABCO (1,4
Diazabicyclo [2.2.2] octane - Triethylenediamine - “antifading”, Sigma Chemical

Co.codigo D 2522). Os controles das reagfes foram realizados na auséncia do
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anticorpo primario e para a lectina DBA foi realizado um ensaio de competicdo com
a adicdo de 50 mM de N-acetil-galactosamina (GalNAc). As amostras foram
analisadas com o microscépio de varredura confocal a laser (Axiovert 510, META,
Zeiss, Alemanha) usando o laser 543 Hélio (LP560 filtro), laser 488 Argbnio /
Krypton (Ar/Kr) (filtro LP515) e o laser 405 Diiod (LP 420 filtro).

6. Analise ultraestrutural da interacdo parasito-cé  lula hospedeira

6.1. Microscopia eletrénica de transmisséo (MET)

Para analise ultraestrutural, culturas de CRFK semi-confluentes foram lavadas
3 vezes com PBS por 10 min. e infectadas na relacdo 1:10 (parasito-célula
hospedeira) com formas bradizoitas de T. gondii por periodos que variaram de 1 a
14 dias de infeccdo. As culturas infectadas foram fixadas por 1 h a 4°C com 2,5%
glutaraldeido (GA) diluido em 0,1 M de tampao cacodilato de sédio (CACO)
contendo 3,5% sacarose e 2,5 mM CaCl, (pH 7.2). Apos a fixacdo, as CRFK foram
lavadas no mesmo tampao e, em seguida, pos-fixadas em 1% de tetroxido de
0smio (0Os0O,), diluido em 0,1 M de tampéo CACO. As células foram entdo lavadas
no mesmo tampao, destacadas do substrato com um raspador de células (“rubber
policeman”) a 4°C e centrifugadas por 5 min a 10,000g. Posteriormente, as células
foram desidratadas em concentracdes crescentes de acetona e infiltradas em
resina epoxi (Poly/Bed® 812 — polysciences). Cortes ultrafinos foram contrastados
em acetato de uranila e citrato chumbo e examinados no microscopio eletrénico de
transmissao Jeol JEM-1011 da plataforma de microscopia eletronica do Instituto

Oswaldo Cruz — Fiocruz.

6.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As laminulas contendo as culturas de CRFK apdés cultivo de 1 a 13 dias de
infeccdo foram fixadas por 30 min a temperatura ambiente em 2,5% GA diluido em
0,1M de tampao CACO contendo 3.5% de sacarose e 2,5 mM de CaCl, (pH 7.2).

ApoOs a lavagem, no mesmo tampao, as células foram pos-fixadas por 30 min a
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temperatura ambiente, em 1% OsO, diluido em 0,1IM de tampdao CACO
desidratadas em bateria crescente de acetona e a secagem das amostras foi
realizada pelo método do ponto critico. As laminulas foram montadas com cola de
prata em suportes de aluminio e revestidos com uma camada de ouro na
espessura de 20 nm. As amostras foram analisadas ao microscépio eletrénico de
varredura Jeol JSM-6390LV com aceleragdo de voltagem de 15 kV da plataforma
de microscopia eletronica do Instituto Oswaldo Cruz (IOC - Fiocruz) e ao
microscopio eletronico de varredura Jeol JSM 6490LV Centro Universitario
Estadual da Zona Oeste - UEZO.

Técnicas de retirada da membrana da célula hospedeira com ajuda de fita
adesiva logo ap6s secagem pelo ponto critico foram empregadas, a fim de,
visualizar o interior das células com alta resolucéo pela MEV, o que possibilitou o
estudo do destino intracelular do parasito em linhagem de células CRFK ao longo

de 1 a 13 dias de interacdo T. gondii-célula hospedeira.
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IV. RESULTADOS

1. Andlise da capacidade infectiva do  T. gondii frente a duas linhagens de
células epiteliais

1.1 Infectividade de taquizoitos do  T. gondii da cepa RH frente a IEC-6 e
CRFK.

A andlise quantitativa da interacdo de taquizoitos de T. gondii e linhagem celular
IEC-6 (relacdo 1:5 - parasito-célula hospedeira) foi realizada no periodo entre 24 e
96 h através da contagem de 400 células por experimento em pelo menos 10
campos aleatorios. Os resultados apontaram que com 24 h de interagdo o numero
médio de células infectadas foi 70.5, observando-se um decaimento da infecgéo ja
nas 48 h de interacdo, atingindo valores de 34 células infectadas ao final de 96 h
(Fig. 1). Considerando-se que o n dos experimentos foi pequeno, esses dados
quantitativos deverao ser ainda confirmados. As imagens dessas culturas mostraram
poucos parasitos intracelulares, compativel com o tempo de infeccdo de 24 h (Fig.
2A); com 48 h de interagdo presenca de vacuolos contendo rosetas (Fig. 2B) e com
96 h um grande numero de parasitos no interior de vacuolos representativo de um
processo ativo de multiplicacéo por endodiogenia (Fig. 2C).

A analise quantitativa da interacdo de taquizoitos de T. gondii e a linhagem celular
CRFK empregando a relagéo parasito-célula de 1:5, durante os mesmos periodos de
infeccdo, mostrou que diferentemente da linhagem IEC-6, durante as primeiras 24 h
de interacdo, cerca de 125 células encontravam-se infectadas. A partir de 48 h o
namero médio de células infectadas aumentou mais do que trés vezes, e assim,
praticamente todas as células encontraram-se infectadas ao final de 96 h (Fig. 1).
Culturas infectadas por 24 h e coradas pelo Giemsa mostraram parasitos
intracelulares ja em forma de roseta (Fig. 3A) indicativo de processo ativo de divisao
celular. A partir de 48 h foram observadas células com vacuolos parasitoforos
apresentando muitos parasitos no seu interior e sendo ja detectados parasitos livres
no meio extracelular e debris celulares, confirmando assim o rompimento de células
decorrente do ciclo litico do T. gondii (Fig. 3B e C). A analise estatistica da
infectividade entre as duas linhagens celulares néao foi realizada, tendo em vista o

baixo numero de amostras de IEC-6 infectadas com taquizoitos.
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Figura 1: Numero médio de células IEC-6 e CRFK infectadas com taquizoitos de T.
gondii cepa RH, utilizando-se carga infectiva de 1:5 (parasito-célula

hospedeira).
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Figura 2: Culturas de IEC-6 infectadas com taquizoi tos de T. gondii. (A) Dois
pares de parasitos em uma Unica célula, indicativo de replicacdo por
endodiogenia, com 24 h de infeccao; (B) Célula apresentando um VP com
parasitos em forma de rosetas, com 48 h de infecc¢éo; (C) A partir de 72 h
de infeccdo observa-se uma célula com VP contendo numerosos
parasitos entre células ndo infectadas [Bar= 20um].
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Figura 3: CRFK infectada com taquizoitos de  T. gondii. (A) A partir de 24 h de
infeccéo foi observada a presenca de parasitos em forma de roseta (seta)
[Bar= 10um]; (B) Com 48 h de infeccdo a maioria das células se
encontrava infectada com diversos parasitos intracelulares (seta); (C)
Neste tempo de infeccdo foram ainda observados parasitos intracelulares
e também no meio extracelular (setas), proveniente do rompimento de
outras células infectadas [Bar= 50um].
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A infeccdo de células IEC-6 com taquizoitos empregando relagbes mais baixas
1:10 e 1:20 (parasito-célula hospedeira), mostrou que apds 48 h ocorreu um declinio
do numero meédio de células infectadas nessas culturas, sendo ainda mais
acentuado na relacao 1:20 (Fig. 4 e 5).

A interacado de taquizoitos de T. gondii e cultura de células CRFK empregando as
relacfes 1:10 e 1:20, ndo mostrou diferencas significativas quanto ao nimero médio
de células infectadas, a partir de 48 h de interacdo entre as trés cargas parasitarias
(Fig. 1, 4 e 5). Com relacdo as cargas infectivas, em particular a de 1:10 foi
demonstrado que nas culturas o numero de células infectadas aumentou cerca de 5
vezes a semelhanca do que foi observado empregando-se a relacdo de 1:5, com 24
h de interacdo. A maioria das células encontrou-se infectada quando analisadas

apos 48 h de infeccao.

1.2 Infectividade de bradizoitos de T. gondii da cepa ME49 frente as células
IEC-6 e CRFK

A analise quantitativa da interacédo de bradizoitos de T. gondii da cepa ME49
frente a linhagem IEC-6 empregando a carga infectiva de 1:5 (parasito-célula
hospedeira) foi realizada calculando-se a média e o desvio padrdo do numero de
células infectadas encontradas durante o periodo de 24 até 96 h de infeccdo. Aos
resultados obtidos aplicou-se o teste Mann-Whitney, com intervalo de confianca ao
nivel de significancia de 5%. O numero meédio de células infectadas se manteve
praticamente constante até 72 h de infeccdo e apds este periodo ocorreu um leve
declinio (Fig. 6). A analise com a linhagem CRFK, diferentemente da IEC-6,
apresentou um aumento do numero medio de células infectadas, principalmente

apos 48 horas de infeccao (Fig. 6).
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Figura 4: Numero médio de células IEC-6 e CRFK infectadas com taquizoitos de
T. gondii cepa RH, utilizando-se carga infectiva de 1:10 (parasito-célula
hospedeira).
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Figura 5: Numero médio de células IEC-6 e CRFK infectadas com taquizoitos de
T. gondii cepa RH, utilizando-se carga infectiva de 1:20 (parasito-célula
hospedeira).
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Figura 6: Numero médio de células IEC-6 e CRFK infectadas com bradizoitos de
T. gondii cepa ME49 com a carga infectiva de 1:5 (parasito-célula
hospedeira).* p< 0,05 e **p< 0,01.
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A andlise quantitativa da interacdo dos bradizoitos de T. gondii da cepa ME49
frente as culturas IEC-6 e CRFK, utilizando cargas infectivas mais baixas (1:10 e
1:20, relacdo parasito-célula hospedeira) também mostrou diferencas estatisticas
significativas (p< 0,05) entre as médias de células infectadas (Fig. 7 e 8). As andlises
de infeccdo com a linhagem IEC-6 usando a relacdo de 1:10 mostrou que apés 48 h,
a infeccdo se manteve praticamente constante até 96 h (Fig. 7). Durante o estudo
cinético de infeccdo, no periodo de 48 h foi observado um padrdo de células
apresentando varios vacuolos parasitéforos por célula, contendo somente um
parasito no seu interior (Fig. 9A). Apés 72 h foram observadas estruturas
parasitarias organizadas a semelhanca de cistos (Fig. 9B), porém néo era tao
comum quanto as rosetas observadas na maioria das células infectadas neste
mesmo periodo (Fig. 9C). Com 96 h foram visualizadas células apresentando
vacuolos contendo parasitos em dupla, em um cenario com poucas células
infectadas, como ilustrado na figura 9D, indicativo do ciclo litico do parasito e
reinfeccdo de novas células nessas culturas. Ao empregar uma carga infectiva
ainda mais baixa (1:20) foi observado um niamero médio de células IEC-6 infectadas
menor do que o observado com a CRFK a partir de 72 h (Fig. 8). As andlises com a
linhagem CRFK, diferentemente da IEC-6 demonstraram um aumento crescente de
infeccdo durante os periodos analisados, mostrando que essas diferencas de
infectividade entre as linhagens celulares foram independentes da relagéo parasito-
célula hospedeira utilizada.

Durante a analise de infectividade de bradizoitos frente as células CRFK e IEC-6
foi possivel a observacdo de estruturas parasitarias organizadas a semelhanca de
formas cisticas de T. gondii, “cisto-like” (CL). A linhagem de células CRFK foi a que
mais apresentou essas formas, principalmente apés 72 h de infeccédo (Fig. 10A-C).
Essas estruturas foram ainda observadas apos 144 h de infeccao (Fig. 10C).

Uma analise comparativa da ocorréncia de estruturas CL entre as duas células
epiteliais mostrou que existem diferencas significativas através do teste Mann-
Whitney (p< 0,05). Esses dados mostram que as formas CL ocorreram com mais
frequéncia na infeccdo das células CRFK, apés 72 h de infeccdo, utilizando-se as
cargas infectivas de 1:5 e 1:10 do que com as IEC-6 (Fig. 11 e 12).
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Figura 7: Numero médio de IEC-6 e CRFK infectadas com bradizoitos de T.

gondii cepa ME49 com a carga infectiva de 1:10 (parasito-célula
hospedeira). **p< 0,01.
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Figure 8: Numero médio de IEC-6 e CRFK infectadas com bradizoitos de T.
gondii cepa ME49 com a carga infectiva de 1:20 (parasito-célula
hospedeira). *p< 0,05.
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Figura 9: Culturas de células IEC-6 infectadas com bradizoitos de T. gondii
da cepa ME49. (A) Células apresentam varios VP com apenas um
Unico parasito em cada VP em 48 h de infeccdo; (B) Com 72 h de
interacdo foram observadas estruturas semelhantes a cistos (cabeca
de seta), porém a maioria das estruturas encontradas se apresentava
em forma de rosetas, como observado em C (seta) na qual foi
possivel identificar a presenca de corpo residual (CR); (D) Com 96 h
de interacdo, os parasitos foram visualizados em duplas, em VP
individualizados dentro de uma mesma célula (seta). [Bar= 50um]
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Figura 10: Culturas de CRFK infectadas com bradizoitos de T. gondii da cepa
ME49. Culturas infectadas e coloradas pelo Giemsa. (A) Estrutura
semelhante a cistos apds 72 h de interacdo (cabeca de seta); (B) Apos

96 h de interacdo (cabeca de seta); (C) Apos 144 horas de interacdo
(cabeca de seta). [Bar=20um]
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Figura 11: Numero médio de CL em CRFK e IEC-6 infectadas com bradizoitos
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Figura 12: Numero médio de CL em CRFK e IEC-6 infectadas com bradizoitos

de T. gondii cepa ME49 com a carga infectiva de 1:10 (parasito-
célula hospedeira). **p= 0,01
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ApoOs a verificacdo de que as formas CL foram mais frequentes nas células
CRFK com as cargas infectivas 1:5 e 1:10 realizou-se uma analise comparativa das
médias de CL nas CRFK com as duas cargas infectivas, utilizando-se o teste Mann-
Whitney. Os resultados estatisticos mostraram que existe diferenca significativa (p<
0,01) entre as cargas infectivas, confirmando que com a carga de 1:10 foi observado

um maior numero de formas CL, a partir de 96 horas de infeccéo (Fig. 13).

2. Caracterizagdo morfologica ultraestrutural de CRFK

A linhagem celular CRFK foi analisada por microscopia eletrénica de
transmissao (MET) e varredura (MEV). A analise ultraestrutural das culturas mostrou
células com forma fusiforme, ndcleo com cromatina concentrada preferencialmente
na periferia da membrana interna do envoltério nuclear (Fig. 14) e nucléolo grande e
centralizado (dado nédo mostrado). A principal caracteristica foi reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) bem desenvolvido e disperso pelo citoplasma da
célula, a presenca de mitocdndrias pequenas com cristas transversais em relacdo ao
eixo principal da célula, o Golgi préximo ao ndcleo e a matriz celular pouco
eletrondensa (Fig. 14A-B). A figura 14C mostra pontos de adeséo entre células e
filopddios de diferentes comprimentos.

A analise morfolégica por MEV mostrou com 48 h de cultivo, células fusiformes
organizadas lado a lado com distribuicdo paralela a semelhanca do tecido in vivo,
com a presenca de filopodios curtos na superficie. A adesdo ao substrato foi
estabelecida através de expansdes da membrana celular caracterizada por finos
filopddios, que mantinham conexao com as células vizinhas (Fig. 15).

Células CRFK fixadas ap6s 72 h de cultivo mostraram um aumento
consideravel de filopédios em toda superficie celular, estabelecendo também estreito
contato com células vizinhas. Nessas células houve um aumento significativo do

volume celular com a perda do aspecto fusiforme (Fig. 16A-B).

39



7,5 -

H15 ok
5,67

6 - M 1:10
—
(8]
()]
]
2 45 -
]
87}
£
o
5§ 31
£
=1
2

1,5 -
O T T

24h 48h 72h 96h
Tempo pés-infecgido

Figura 13: Numero médio de CL em CRFK infectada com bradizoitos de T.
gondii cepa ME49 com as cargas infectivas de 1:5 e 1:10 (parasito-
célula hospedeira). ** =p< 0,01
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Figura 14: Morfologia ultraestrutural de CRFK por MET. (A) Corte ultrafino
mostra o nudcleo da célula (N), mitocondrias (Mi) e reticulo
endoplasmético rugoso (RER) bem desenvolvido e disperso pelo
citoplasma; (B) Complexo de Golgi proximo ao nucleo (N); (C)
Pontos de adesdo entre as células (cabeca de seta), filopddios de
diferentes comprimentos (setas finas) e mitocéndrias (Mi) com
cristas transversais em relagdo ao eixo principal da célula. [Bar=
500nm]

41



Figura 15: Morfologia ultraestrutural de células CR  FK por MEV. (A) CRFK
com 48 horas de cultivo mostra células fusiformes organizadas lado a
lado com distribuicdo paralela. Expansfes da membrana celular
caracterizada por filopédios finos e longos (setas) assim como, a

presenca de filopodios curtos na superficie da membrana plasmatica
(cabeca de seta). [Bar= 10um]
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Figura 16: Morfologia ultraestrutural de CRFK por M EV. (A) CRFK com
72 horas de cultivo apresentam filopddios longos em toda
superficie  celular (seta); (B) Observam-se filopodios
estabelecendo contato entre as células (seta). [Bar= 5um]
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3. Caracterizacao da interacao de bradizoitosd e T. gondii-CRFK

Para a caracterizacdo do destino intracelular de bradizoitos em CRFK, técnicas
de citoquimica e de microscopia eletrénica de transmissao (MET) e varredura (MEV)
foram empregadas. Para este estudo elegemos as células CRFK e a relagéo
parasito-célula hospedeira (1:10) como as condicbes mais favoraveis para o
monitoramento da cistogénese de T. gondii, com base nos resultados obtidos a partir

do estudo cinético.

3.1 Imunomarcacao

Os ensaios de imunofluorescéncia confirmaram atraveés da incubacéo das células
com a lectina DBA, a formacéo de cistos de T. gondii apos 10 dias nas culturas de
CRFK infectadas com bradizoitos empregando a relacdo de 1:10 (Fig. 17 A-D). A
ocorréncia de células contendo cistos foi independente de manobras quimicas ou
fisicas que induzissem a cistogénese, estabelecendo-se espontaneamente. Em
culturas mantidas infectadas por 11 dias, células contendo cistos foram visualizadas
ao lado de células repletas de taquizoitos em forma de rosetas ou mesmo, com
alguns taquizoitos livres no meio extracelular, como revelado pelo anticorpo anti-P30
(Fig. 18 A e B). No nosso sistema, os cistos foram analisados até 13 dias de
infeccéo (Fig. 19A-D).
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Figura 17: Cistos de T. gondii em CRFK apds 10 dias de infeccdo. (A)
Reconstrucao de cortes de um cisto (cabeca de seta) confirmado por
imunomarcacdo com lectina DBA conjugada a TRITC e DAPI
revelando o ndcleo da célula hospedeira (seta fina); (B) Outro corte
do mesmo cisto (cabeca de seta) como observado em A; (C) Outro
cisto revelado por DBA-TRITC (cabeca de seta) encontrado entre os
nacleos de trés células hospedeiras, como observado pelo DAPI
(setas finas); (D) Corte do mesmo cisto observado em C, mostra a
presenca dos parasitos no interior do cisto, visualizados atraves da
marcacao dos nucleos com DAPI (seta grossa). [Bar= 5um]
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Figura 18: Cistos de T. gondii apds 11 dias de infeccdo. (A) Cisto observado
através da marcagédo com a lectina DBA conjugada a TRITC apoés 11
dias de interagéo (cabeca de seta). Taquizoitos foram observados em
formas de rosetas através do anticorpo anti-P30 conjugado a FITC
(setas grossas). Os nucleos das células e dos parasitos foram
visualizados através do DAPI; (B) Muitos taquizoitos foram
observados no meio extracelular (setas grossas). No mesmo campo
microscépico pode-se observar um cisto de T. gondii em vermelho
(cabeca de seta). [Bar= 10um].
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Figura 19: Cistos de T. gondii em CRFK apds 13 dias de infeccdo. (A-D)
Cortes seriados de um mesmo cisto (cabeca de seta) revelado com
lectina DBA-TRITC mostrando claramente a marcacdo da parede
cistica (em vermelho). As setas grossas apontam para 0S nucleos
dos parasitos revelados com DAPI e as setas finas apontam para 0s
nacleos das células hospedeiras (em azul). [Bar= 5um]
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3.2. Anadlise ultraestrutural durante a interacao de T. gondii-células epiteliais

As andlises ultraestruturais em alta resolucdo por MEV permitiram a visualizacdo
de parasitos no interior das células desde 24 h até 13 dias de infeccéo. A partir de 24
h de infeccéo foi possivel a visualizacdo de um Unico parasito no interior do vacuolo
parasitoforo (VP) e a célula CRFK apresentando projecdo de filopddios
caracteristicos de células epiteliais (Figura 20).

A partir de 48 h foram identificados VP com a presenca de 3 parasitos e a
imagem da impressao de um quarto parasito, que possivelmente foi retirado durante
a aplicacdo da técnica da fita adesiva (Fig. 21A-B). Em outra célula infectada foi
possivel a visualizacdo de parasitos em forma classica de roseta com a presenca do
corpo residual entre os parasitos (Fig. 21C). Outras células apresentaram VP mais
volumosos, com maior quantidade de parasitos, formando rosetas (Fig. 22A). A
técnica da extragdo da membrana celular com fita adesiva permitiu observar a
variabilidade de tamanhos de VP e o grande numero de parasitos, constituindo

rosetas e na regiao central um “imprint” do corpo residual (Fig. 22B).
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Figura 20: Vacuolo de T. gondii ap0s 24 h de interagdo. Observa-se um unico
parasito no interior do vacuolo parasitoforo (VP) (seta larga). A
membrana da célula CRFK apresentou filopédios curtos e longos por
toda a sua superficie (setas finas) [Bar= 2um].
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Figura 21 : Rosetas de T. gondii apGs 48 h de interacdo. (A) VP
com a presenca de 3 parasitos (seta grossa) em uma
célula que mostra longos e finos filopédios (seta fina)
[Bar= 5um]; (B) Detalhe da célula observada em A, onde
se vé o contorno do corpo de um quarto parasito neste
VP (seta); (C) VP mostra parasitos (seta) em forma
classica de roseta com a presenca do corpo residual
(CR). [Bar=2pum]
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Figura 22: Vacuolos de T. gondii apGs 48 horas de infeccdo. (A)
VP mostra diversos parasitos (seta) em forma de rosetas
com a presenca de corpo residual (CR); (B) Outro VP
mostra trés parasitos (seta grossa) e a impressao
(molde) de outros que estariam compondo este VP em
forma de rosetas (cabecas de setas). Nota-se o “imprint”
do corpo residual (CR) presente neste VP. [Bar= 10um]
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A partir de 72 h foram observadas células com VP bastante volumosos cujo
formato acompanhou o volume celular fusiforme (Fig. 23A). Nesse periodo
predominou a observacdo de rosetas, com a presenca de corpo residual (Fig. 23B).
Além disso, foi possivel a identificacdo de formas bem organizadas, sem a presenca
de rosetas, com parasitos justapostos a semelhanca do que é observado em formas
cisticas de T. gondii (Fig. 24A-C). A técnica da retirada de membrana permitiu a
observacédo de réptrias no interior de alguns parasitos (Fig. 25A-B). Na mesma
cultura foram observadas células com mais de um VP por célula (Fig. 26A) e
parasitos em pares, indicativo de processo de replicacdo por endodiogenia (Fig.
26B).
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Figura 23: Vacuolos de T. gondii apos 72 horas de infeccdo. (A) Células
mostram um grande VP que acompanha o formato celular
apresentando-se de forma alongada [Bar= 5um]; (B) Parasitos
constituindo rosetas com a presenca de corpo residual (CR). [Bar=
2um]
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Figura 24: Formas cisticas de T. gondii ap6s 72 horas de infeccdao. (A-C)
Parasitos justapostos (setas) a semelhanca do que é observado em
formas cisticas de T. gondii. [Bar= 5um].
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Figura 25: Formas cisticas de T. gondii apés 72 horas de infeccdo. (A)
Parasitos organizados de forma justaposta. A regido em
destaque evidencia o interior de alguns parasitos [Bar= 2umj;
(B) Aumento da regido observada em A, mostra roptrias dos

parasitos (cabecas de setas). [Bar= 1um]
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Figura 26: Vacuolos de T. gondii apés 72 horas de infeccdo. (A) Célula
mostra dois VP organizados de formas distintas entre si; (B)
Parasitos em pares, indicativo de processo de replicagdo por
endodiogenia (setas) [Bar= 2um].
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Em culturas CRFK, apos 7 dias de infeccao foi notada a presenca de uma rede
de membranas tubulovesiculares (MTV) expressiva (Fig. 27A-C), & semelhanca do
que tem sido descrito nos sistemas in vivo e também em enterocitos in vitro, como
sendo uma caracteristica do esquizonte tipo B, um dos estagios enteroepiteliais do T.
gondii. Esses vacuolos apresentam bradizoitos em processo final de divisdo celular,
caracterizado pela presenca do corpo residual (Fig. 27A). Poucas mitocondrias foram
observadas associadas & membrana do vacuolo parasitéforo, sendo mais frequente
a associacao de RER (Fig. 27A e C). Ainda na mesma cultura, foi possivel identificar
em algumas células a presenca de parasitos que apresentavam poucos granulos de
amilopectina, mas roptrias eletrondensas, caracterizando essas formas como
bradizoitos (Fig. 27A). Eventualmente, algumas células apresentavam poucos
parasitos, um ou até dois, em um mesmo VP, sugerindo reinfeccdo por taquizoitos
que logo diferenciaram para bradizoitos ou a manutencdo de formas bradizoitas
intracelulares sem a observacdo de modificagdo da membrana do VP (dados néo
mostrados). A presenca de vacuolos frouxos com MTV pouco desenvolvida ou quase

ausente também foi observada apos 7 dias de interacéo (Fig. 28A-B).

57



e R
= - LS T S

Figura 27 : Vacuolos distintos de T. gondii apds sete dias de interacdo. (A) VP
contendo bradizoitos com roptrias (Rop) bem eletrondensa, em processo
final de divisdo celular, caracterizado pela presenca do corpo residual
(cabeca de seta). Os parasitos apresentam uma rede de membranas
tubulovesiculares (MTV) bem desenvolvida (insert). Mitocondrias (Mi) e
RER da célula hospedeira sdo observadas proximo ao VP [Bar= 2um];
(B) Outro VP apresentando as mesmas caracteristicas da MTV [Bar=
500nm]; (C) Presenca de RER associado a outro VP com presenca de
MTV bem desenvolvida [Bar= 1um].
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Figura 28:

Interagdo T. gondii-CRFK apoés 7 dias de infeccdo.  (A) VP mostra
parasitos (P) com pouco ou nenhum granulo de amilopectina, MTV
pouco desenvolvida ou quase ausente (B) Parasitos (P) intravacuolares
apresentavam poucos granulos de amilopectina (Am) e RER da célula
hospedeira bem desenvolvido e associado ao VP. [Bar= 500nm]
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A analise por MEV ap6s 8 dias de infeccdo mostrou aspectos de reinfecdes
recentes e de estagios mais avangcados do desenvolvimento intracelular dos
parasitos. A técnica de extracdo da membrana plasmatica com a fita adesiva
mostrou células contendo apenas um parasito e o arranjo de filamentos em
associacdo com o parasito intravacuolar, possivelmente correspondente a MTV,
mantendo conexdo entre o parasito e a membrana interna do vacuolo parasitéforo
(Fig. 29A-B). A figura 29B sugere gque alguns parasitos foram destacados do vacuolo
como se pode observar pela impressao do contorno do corpo nesta imagem.

Cortes ultrafinos destas culturas evidenciam vacuolos apresentando um ou
dois parasitos por VP. Alguns VP apresentavam apenas um parasito intimamente
ligado & membrana do vacuolo, caracterizando-o como um VP apertado (Fig. 30)
circundado por mitocondrias como pode ser observado na figura 30 B. As figuras
30A- B mostram o parasito em estreito contato através do condide com o nudcleo da
célula hospedeira. Em outras células o VP foi observado com um aspecto frouxo
apresentando uma rede de MTV (Fig. 30C-D).

Outra caracteristica das culturas infectadas por 8 dias, quando vistas por
MEV, foi um grande numero de células com vacuolos em avancado estagio de
desenvolvimento. Pelo menos dois tipos de vacuolos foram detectados: (a) parasitos
organizados em forma de rosetas (Fig. 31A), alguns com a presenca de corpo
residual (Fig. 31B) e, (b) parasitos menos organizados e justapostos, a semelhanca
da constituicdo de cistos (Fig. 31C). Algumas células estavam altamente infectadas
apresentando vacuolos em estagios diferenciados de desenvolvimento contendo
rosetas e outros com caracteristicas tipicas de cistos (Fig. 32A). Na mesma cultura,
foram observadas estruturas bem organizadas sugestivas de formas cisticas do
parasito (Fig. 32B).
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Figura 29: Vacuolos de T. gondii apés 8 dias de infeccdo. (A) Células contendo
apenas um parasito (seta) e um arranjo de filamentos em associacao
com o parasito intravacuolar, possivelmente correspondente a MTV
(cabeca de seta); (B) Um parasito semelhante ao observado em A
(seta) e a impresséao do contorno do corpo (cabeca de seta) de outros
parasitos que estavam compondo este VP. [Bar= 2um]
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Figura 30: Reinfeccdo de culturas de CRFK por T. gondii ap6és 8 dias de
interacdo. (A) Célula mostra apenas um parasito intimamente ligado
ao nucleo (N) (insert cabeca de seta) [Bar= 1um]; (B) Regido destaca
em maior aumento o contato do parasito com o nucleo (N) da célula
através do condide (Co), mitocébndrias (Mi) também sao observadas
préximas ao parasito; (C) Célula mostra um VP préximo ao nucleo (N)
contendo dois parasitos; (D) Regido mostra em maior aumento a
presenca de uma rede de MTV. [Bar= 2um]
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Figura 31: Rosetas e cistos de T. gondii apos 8 dias de interacdo. (A) Parasitos
organizados em forma de rosetas; (B) CRFK mostra VP com mais de
uma roseta, nota-se a presenca do corpo residual de cada roseta
(cabeca de seta); (C) Parasitos menos organizados e justapostos
(setas), a semelhanca da constituicao de cistos de T. gondii. [Bar= 2um]
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Figura 32: Rosetas e cistos de T. gondii apés 8 dias de interacdo. (A) CRFK
apresentando vacuolos com parasitos em estagios diferenciados de
desenvolvimento: rosetas (seta fina) e outros com caracteristicas tipicas
de cistos (seta grossa); Notam-se também as membranas dos VP
(cabeca de seta); (B) Parasitos menos organizados e justapostos

(setas), a semelhanca da constituicdo de cistos de T. gondii. [Bar= 5um]
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ApoOs 9 dias de infec¢cdo, muitas das células continham no seu interior
vacuolos com parasitos desorganizados e visivelmente de tamanho menor do que o
padrdo, com caracteristicas compativeis com o0s esquizontes do tipo E,
correspondentes aos estagios enteroepiteliais do T. gondii (Fig. 33A-D e 34A).
Nessas culturas foi verificada uma grande quantidade de parasitos apresentando
grupos que pareciam estar recobertos ainda por membrana do VP e/ou da propria
célula (Fig. 33A-D) e outro grupo de parasitos ligados por um corpo residual bem
evidente (Fig. 33B). Ainda nas mesmas culturas foram observadas estruturas
contendo parasitos no interior organizados de forma semelhante a cistos, cuja
estrutura envoltora apresenta caracteristicas de superficie rugosa, compativel com a

imagem de cistos inteiros vistos por MEV (Fig. 34B).
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Figura 33: Formas semelhantes a esquizontes de T. gondii apés dias de

infeccdo. (A) Célula mostra VP com parasitos menores do que
bradizoitos e taquizoitos (setas). Nota-se a presenca de membrana
ligando-os a parede do VP (cabeca de seta) [Bar= 5um]; (B) Célula
mostra VP com grupos de parasitos em estagios diferenciados de
desenvolvimento: menores e recobertos por membrana (seta) e outro
grupo de parasitos ligados por um corpo residual (CR) bem evidente
[Bar= 5um]; (C) Célula mostra VP com parasitos menores apresentando
contato intimo com membranas (cabeca de seta) [Bar= 5um] (D) VP
mostra parasitos com morfologia diferenciada (seta) com a presenca de

membrana a célula hospedeira (cabeca de seta) [Bar= 2um].
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Figura 34: Formas semelhantes a esquizontes e cistos de  T. gondii apos 9 dias
de infeccdo. (A) Parasitos de tamanho e aspecto distinto de bradizoitos
elou taquizoitos (setas) apresentam membrana que conecta uns aos
outros (cabeca de seta) [Bar= 5um]; (B) A mesma cultura apresenta
estruturas contendo parasitos no interior de uma estrutura envoltora que
apresenta caracteristicas de superficie rugosa (cabeca de seta),

compativel com a imagem da parede cistica quando observada por MEV
[Bar=2um].
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A interacdo de CRFK com bradizoitos apdés 10 dias de infeccdo permitiu a
observacdo de parasitos no meio extracelular nas etapas de adesao e invaséo
celular (Fig. 35A). Esses aspectos s6 puderam ser visualizados neste periodo de
interacdo em decorréncia do estabelecimento completo do ciclo litico do parasito,
que corresponde a sua invasao, replicacdo e egresso da célula hospedeira. Nessas
culturas foram observadas simultaneamente VP com parasitos em forma de rosetas
(Fig. 35B) e também, VP apresentando estruturas semelhantes a constituicdo de
cistos (Fig. 35C).

Imagens obtidas através de cortes ultrafinos mostram células com trés VP
distintos que independentemente seguem rotas diferentes de diferenciagéo que iréo
determinar o destino intracelular desses parasitos (Fig. 36). O terceiro vacuolo
apresentou grande diferenca em relacdo ao aumento da espessura e da
eletrondensidade da membrana, quando comparado aos dois primeiros VP,
indicativo de ocorreu modificacdo da membrana do VP, constituindo assim a parede
cistica e ainda, alteracdo da matriz do vacuolo, caracteristicas essas compativeis
com o estabelecimento da cistogénese, in vitro (Fig. 36 e 37).

Através da fratura da membrana da célula hospedeira e andlise por MEV
tivemos acesso a imagens em alta resolugdo que revelavam parasitos
interconectados através de um sistema de tubulos bem desenvolvido que também
se associava a membrana interna do VP (Fig. 38).

No mesmo periodo de interagcdo (10 dias) foram observadas células que
apresentaram um VP proeminente com diferenca na eletrondensidade de membrana
de acordo com a regido analisada (Fig. 39). Este VP apresentou estagios infectivos
morfolégica e ultraestruturalmente semelhantes aos bradizoitos de T. gondii,
principalmente pela grande quantidade de granulos de amilopectina (Fig. 39A e 40).
Este vacuolo também possuia uma estrutura arredondada de grande volume,
multinucleada, com alguns granulos de amilopectina, parasito intimamente
associado a membrana do VP, corpos lipidicos e a presenca de pequenas vesiculas
que parecem brotar de protrusbes peliculares desta estrutura (Fig. 41),
caracteristicas essas presentes nos esquizontes do tipo C, estagio enteroepitelial do
T. gondii.
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Figura 35: Interacdo T. gondii-CRFK apo6s 10 dias de infeccdo. (A)
Parasitos no meio extracelular durante os processos de adeséo,
invasdo e egresso celular (seta) [Bar= 5um]; (B) VP com parasitos
em forma de rosetas [Bar= 2um]; (C) VP apresentando alguns
parasitos bem justapostos a semelhanca do que € encontrado em
cistos T. gondii [Bar= 2um].
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Figura 36: Vacuolos e cistos de T. gondii apos 10 dias de infec¢do. Célula
apresenta trés VP distintos. O primeiro e o segundo VP mostram
poucos parasitos em duplas e auséncia de rede de MTV. O terceiro
vacuolo apresenta grande diferenca em relacdo ao aumento da
espessura e da eletrondensidade da membrana, indicativo de

formacao de parede cistica (cabeca de seta). [Bar= 1um].
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Figura 37: Cisto de T. gondii ap6s 10 dias de infeccdo. (A) Terceiro VP
mostrado na figura anterior, mostra detalhes do espessamento e
aumento da eletrondensidade de parede (cabeca de seta). Nota-
se a alteracdo da matriz (M) na qual se encontram os parasitos
(P) [Bar= 200 nm]; (B-C) Regifes do cisto mostrado em A, em
maior aumento, destacando-se a alta eletrondensidade da parede
cistica (seta). [Bar= 100 nm].

71



Figura 38: Vacuolos de T. gondii com rede de MTV bem desenvolvida apos 10
dias de interagdo. (A) Células mostram dois VP com parasitos
interconectados através de um sistema de tdbulos bem desenvolvido
[Bar= 5um]; (B) Detalhe da rede de MTV interconectando os parasitos
(cabeca de seta); (C) Detalhe da MTV ligando o parasito a parede do VP
(cabeca de seta). [Bar= 1um]
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Figura 39: Aspectos ultraestruturais da interacéo T. gondii-CRFK apods 10 dias
de infeccdo. (A) Célula mostra um VP proeminente com parasitos
contendo diversos granulos de amilopectina (Am) [Bar= 1um]; (B)
Aumento de regido destacada em A mostra parasitos com alguns
granulos de amilopectina (Am) e presenca de matriz (M) intravacuolar
[Bar= 500 nm].
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Figura 40: Aspectos ultraestruturais da interacao T. gondii-CRFK apés 10 dias

de infeccdo. (A) Mesmo VP observado na Fig. 39 mostra regido em
destaque com estagios infectivos com grande quantidade de granulos
de amilopectina (Am) [Bar= 1um]; (B) Aumento da regido destacada em

Evidéncia de diversos granulos de amilopectina [Bar= 500 nm].
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Figura 41: Aspectos ultraestruturais da interacéo T. gondii-CRFK apés 10
dias de infeccdo. (A) VP mostra uma estrutura arredondada de
grande volume (cabeca de seta), multinucleada (N) com grandes
corpos lipidicos (Li) e presenca de alguns granulos de amilopectina
(Am) [Bar= 500 nm]; (B) Detalhe do parasito observado em A
mostra o condide (Co), a presenca de mitocondria (Mi), granulos de
amilopectina (Am) e granulos densos (Gd) [Bar= 200 nm]; (C)
Detalhe da regido do nucleo do parasito (NP) mostra a proximidade
da membrana do parasito (MP) com a membrana do vacuolo
parasitoforo (MVP) [Bar= 100 nm]; (D) Observa-se a presenca de
pequenas vesiculas (Vs) que parecem brotar de protruses
peliculares desta estrutura. [Bar= 200 nm]

75



A partir de 13 dias de infeccado foram observados VP com parasitos organizados
em forma de rosetas, indicativo de replicacdo ativa de taquizoitos recém liberados
das células hospedeiras (Fig. 42). Algumas células apresentavam dois ou mais VP
numa mesma ceélula, como demonstrado por MEV (Fig. 43A) e por MET (Fig. 43B).
Ainda na mesma cultura foram observadas estruturas de tamanhos variados, com
parasitos justapostos distribuidos e organizados semelhante a cistos, mostrando que
nestas células a cistogénese se estabelece de maneira espontdnea (Fig. 44).
Confirmando esses achados, a analise de cortes ultrafinos permitiu o acesso as
estruturas intracelulares identificando e caracterizando-as como cistos, a saber:
modificacdo da membrana e matriz do VP com aparéncia mais eletrondensa;
parasitos repletos de granulos de amilopectina; grande quantidade de micronemas e
roptrias predominantemente eletrodensas (Fig. 45 e 46). Algumas dessas células
apresentavam pouco citoplasma, indicios de faléncia celular, provavelmente
provocados pelo esgotamento de nutrientes decorrente da infeccdo avangada, como
pode ser observado na figura 46, embora os parasitos estivessem bem preservados,
indicativo de integridade celular. Esse achado sugere que essas células possam
estar liberando posteriormente essas formas cisticas ainda viaveis no sobrenadante
da cultura celular (Fig. 46).

A fim de verificar a possivel liberacdo e também a viabilidade desses cistos, apds
14 dias de infeccdo, o sobrenadante das culturas foi processado e analisado por
MET. Observou-se um cisto de T. gondii contendo diversos parasitos com grande
quantidade de granulos de amilopectina caracteristicos de estagios bradizoitos.
Identificou-se também acentuada eletrondensidade da parede deste cisto, que se
apresentou praticamente isolado, isto €, sem sinal de estruturas da célula

hospedeira associadas ao mesmo, como pode ser observado na figura 47.
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Figura 42: Rosetas de T. gondii- apos 13 dias de infec¢do. (A-B) VP com
parasitos organizados em forma de rosetas. [Bar= 5um e 1 pm,

respectivamente]
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Figura 43: Vacuolos de T. gondii apdés 13 dias de infeccdo. (A) Célula
apresentando cerca de nove VP ao longo de todo volume celular por
MEV [Bar= 5um]; (B) Outra célula apresentando o mesmo padréo de
infeccdo observada por MET. [Bar= 1um]

78



Figura 44: Cistos de T. gondii apés 13 dias de infeccdo. (A-C) As culturas
apresentaram estruturas de tamanhos variados, com parasitos
justapostos distribuidos e organizados semelhante a cistos. [Bar=

2um; 5um e 10um, respectivamente]

79



Figura 45: Cistos de T. gondii ap6s treze dias de infeccdo. (A) Cortes
ultrafinos mostram estruturas intracelulares com caracteristicas de
cistos (cabeca de seta) proximo ao ndcleo da célula hospedeira
(NCH) [Bar= 1um]; (B) Parasitos repletos de granulos de
amilopectina (Am), grande quantidade de micronemas (Mic) [Bar=
500nm]; (C) Detalhe da regido mostrando modificagdo da membrana
caracterizando a parede cistica (PC) e a matriz cistica (MC) [Bar=
200nm].
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Figura 46: Cistos de T. gondii apos 13 dias de infec¢cdo. Células apresentam

citoplasma escasso e com ma preservacao (cabeca de seta). Cisto
intracelular (seta) mostra parasitos muito bem preservados com grande
guantidade de granulos de amilopectina (Am). [Bar= 1um]

81



Figura 47: Cisto de T. gondii ap6s 14 dias de cultura. Cisto liberado no
sobrenadante de cultura apés 14 dias de infeccdo mostra a parede
cistica (PC), matriz cistica (MC) e diversos parasitos apresentando
grande quantidade de granulos de amilopectina (Am). [Bar= 1um]
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V. DISCUSSAO

O presente estudo analisou a infectividade de taquizoitos e bradizoitos de T.
gondii frente a duas linhagens celulares epiteliais de origens distintas (CRFK e IEC-
6). Uma das abordagens foi identificar a influéncia da variagado da relagao parasito-
célula hospedeira no destino intracelular do T. gondii considerando-se: duas
diferentes cepas do parasito e dois estagios infectivos (taquizoitos e bradizoitos). Os
resultados obtidos demonstraram que a linhagem CRFK € mais susceptivel a
infeccdo do que a linhagem IEC-6, independente do estagio infectivo ou cepa do
parasito. Além disso, o0 emprego da linhagem CRFK mostrou que o destino
intracelular do parasito pode ser modulado de acordo com carga infectiva utilizada,
como observado com a carga de 1:10 produzindo formas cisticas e estruturas
semelhantes aos esquizontes de T. gondii.

Um dos diferenciais deste estudo foi o emprego de formas bradizoitas durante a
interacdo do T. gondii-células epiteliais, considerando-se que a grande maioria do
conhecimento gerado durante os estudos envolvendo a interagdo T. gondii-célula
hospedeira tem sido obtido utilizando-se estagios taquizoitos do parasito. Essa
escolha se baseia provavelmente, por envolver protocolos mais simples de obtencéo
desses estagios (Dubey et al., 1998; Ferreira-da-Silva et al., 2008; Sibley, 2011). O
emprego de bradizoitos como fonte de infeccdo nos estudos in vivo e in vitro sdo
bastante restritos (Frenkel et al., 1970; Dubey e Frenkel, 1972; Dubey e Frenkel,
1973; Lindsay et al., 1991; Dubey et al., 1998; Ricard et al., 1999; Speer e Dubey,
2005; Dubey, 2006; Fouts e Boothroyd, 2007; Guimaraes et al., 2008, 2009; Moura
et al., 2009), pois além de envolver um grande numero de animais para obtencéo
dos cistos contendo os bradizoitos, necessita também de um longo e delicado
processo de isolamento e purificagdo dessas formas. A importancia de se utilizar
bradizoitos para estudos in vitro se deve ao fato de que esses estagios representam
uma das principais vias de contaminacgao natural da doenca, através da ingestédo de
cistos contidos em carnes cruas ou mal cozidas (Tenter, 2009). O reduzido emprego
desse estdgio infectivo, como modelo de estudo da toxoplasmose experimental,
restringe os estudos que possam contribuir para o desenvolvimento e aplicacao de
Nnovos compostos que atuem sobre a parede cistica, que possibilitaria 0 seu acesso
aos bradizoitos intracisticos interferindo assim, na fase crbnica da toxoplasmose.

Dessa forma, a eleicdo de bradizoitos como fonte de infecgdo no presente estudo,
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abre novas perspectivas hos campos da biologia celular, molecular e quimioterapia
agregando conhecimentos novos que potencialmente, ampliam as abordagens em
toxoplasmose experimental.

Para a realizacdo dessa dissertacdo foram utilizadas duas linhagens celulares
epiteliais de origens distintas. Esses modelos celulares se justificam por ser o
epitélio intestinal o nicho onde ocorre a reprodugdo sexuada do parasito no
hospedeiro definitivo e porque a caracterizacdo morfolégica do ciclo entérico do T.
gondii € limitada a somente cinco artigos na literatura no modelo in vivo (Frenkel et
al. 1970; Dubey e Frenkel, 1972; Fergunson, 2004; Speer e Dubey, 2005; revisto em
Ferguson, 2009) e mais recentemente, um artigo in vitro (Moura et al., 2009). A
reprodutividade destes experimentos para desenvolvimento de novas abordagens
neste campo, que inclua a pratica da eutanasia de gatos, € quase proibitiva, o que
induz a busca de modelos alternativos. A grande maioria dos estudos in vitro sobre a
conversdo taquizoitos < bradizoitos foi desenvolvida em linhagens celulares por
varios motivos, dentre eles: a facilidade de crescimento destas células,
sobrevivéncia por longos periodos como monocamadas e por ter sido proposto que
o tipo celular ndo é determinante para a formacdo de cistos tissulares in vitro
(Lindsay e cols. 1991, McHugh e cols. 1993). Porém, recentemente nosso grupo
empregando células musculares esqueléticas tem sugerido fortemente que fatores
inerentes ao tipo celular possam ser determinantes para a formacdo de cistos
(Ferreira-da-Silva et al.,, 2008; 2009a, b). Os resultados apresentados nesta
dissertacdo também apontaram para diferencas quantitativas e qualitativas da
infeccdo pelo T. gondii, quando diferentes tipos celulares foram utilizados. As
analises quantitativas demonstraram que ao utilizar taquizoitos da cepa RH do T.
gondii, o parasito completa o ciclo litico em 48 h nas células epiteliais de felinos
(CRFK). Com relacdo as ceélulas epiteliais de ratos (IEC-6) houve uma reducéo do
namero de células infectadas, a partir da infeccdo também com taquizoitos entre 48
e 72 horas. Este resultado indica que a IEC-6 foi menos susceptivel a infeccao do
que a CRFK, sugerindo que essa caracteristica seja em funcéo das propriedades
intestinais da IEC-6. Outra hipOtese pressupde que a diminuicdo de células
infectadas no curso da infecgéo, seja em funcéo da ativagéo da via de producao de
citocinas proé-inflamatoérias, por exemplo, capacitando essa célula a debelar a
infeccdo. As caracteristicas da resposta celular frente a infeccdo de CRFK ou IEC-6

mantiveram-se mesmo quando foram utilizadas cargas infectivas mais baixas,
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sugerindo que, neste caso, o0 destino intracelular do parasito da cepa RH foi
determinado, pelo menos em parte por fatores inerentes ao tipo celular. Outros
estudos cinéticos, utilizando a cepa RH, demonstraram que linhagens de fibroblastos
de gatos foram mais susceptiveis a infeccdo do que linhagens de fibroblastos de
cées (Lei et al.,, 2005). Assim, os resultados obtidos na presente dissertacao
associados a esses estudos, reforcam a idéia de que as vias de sinalizacdo de cada
tipo celular possam estar sendo ativadas, modulando diferentemente a infeccao e
determinando o destino intracelular do T. gondii.

O emprego de formas bradizoitas como fonte de infec¢do para as CRFK e IEC-
6 demonstrou que estatisticamente as CRFK apresentam maior susceptibilidade por
bradizoitos, o que poderia ser inicialmente justificado tendo por base as
caracteristicas de cada tipo celular, como sugerido no paragrafo anterior.

Nossos resultados mostraram que ao serem utilizados bradizoitos, além das
células de felinos serem mais susceptiveis a infec¢éo, elas induziram, a partir de 72
horas, a cistogénese espontanea in vitro. Estudos preliminares, durante a
quantificacdo da infeccado de IEC-6 ndo apontaram na direcéo de que a cistogénese
estivesse ocorrendo. Dessa forma, esses resultados corroboram a sugestao
apontada por Dubey (2006), jA que o destino intracelular do parasito foi modulado
pelo estagio infectivo, os bradizoitos, e pela origem da célula-hospedeira de felinos
(CRFK). Além disso, a formacdo dessas estruturas cisticas in vitro foi dependente,
nado s6 da cepa do parasito e do tipo celular, mas também da carga infectiva
utilizada. Estudos anteriores empregando culturas primarias de enterécitos de felinos
infectadas com bradizoitos da cepa ME49 in vitro, revelaram a sua maior
susceptibilidades a infeccdo quando comparadas com as linhagens IEC-6 e CRFK e
também a obtencdo de um maior nimero de formas cisticas quando infectadas com
uma relacao parasito-célula hospedeira de 1:10 (Moura, 2008). Neste contexto, esse
dado pode, além das justificativas antes discutidas, ser interpretado pelas
caracteristicas moleculares e fisiolégicas preservadas do tecido in vivo, que deu
origem as culturas primarias, quando comparadas as linhagens celulares.

A partir de 10 dias de infeccdo foram observados tipicos cistos de T. gondii,
revelados através da marcacdo com a lectina DBA, que se liga especificamente ao
acucar N-acetil-D-galactosamina presente na parede cistica, como previamente
demonstrada por Matsubayashi e Akao (1963), Weiss e Kim (2000) e Dzierszinski et

al. (2004). A obtencdo de altos indices de conversdo e o0 estabelecimento da
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cistogénese in vitro foram propostos inicialmente por Soéte e cols. (1994) e
Dzierszinski e cols. (2004), indicando serem dependentes de manobras
experimentais, como por exemplo, aumento de temperatura ou alteracdo de pH. Por
outro lado, alguns autores consideram que a cistogénese espontanea seja um
evento dependente da cepa de T. gondii, tendo as cepas avirulentas, como a ME49,
a capacidade natural de formar cistos em culturas celulares de mamiferos (McHugh
ET al., 1993; Darde et al., 1989; Lindsay et al., 1991; Ferreira-da-Silva et al., 2009a).
Essa questdo ainda nédo foi totalmente esclarecida. Numa revisédo recente, produto
da experiéncia que nosso grupo tem acumulado nos estudos da interacdo do T.
gondii com célula muscular esquelética, dados contundentes foram apresentados
que sugerem ser o tipo celular um dos fatores determinantes do destino intracelular
do parasito (Ferreira-da-Silva et al., 2008).

Outro aspecto importante que deve ser considerado nos resultados
apresentados na presente dissertacao foi a demonstragdo de que se diminuindo a
carga parasitaria para 1:10 (bradizoito-célula hospedeira), ocorre a formacéo
espontanea de cistos intracelulares bem definidos a partir de 10 dias de infeccéo,
sem qualquer modulacdo exdgena (fisica, quimica ou imunologica) das culturas.
Esses dados introduzem um novo aspecto na interacdo do T. gondii-célula
hospedeira: a relevancia da carga infectiva neste processo sem, no entanto,
descartar a hipotese de que o tipo celular esteja envolvido como um potencial
indutor da cistogénese.

Os estudos de Soéte e cols. (1993) infectando culturas de fibroblastos
humanos com bradizoitos evidenciaram que no inicio da infeccdo 100% dos
parasitos permaneciam como bradizoitos, como demonstrado através da utilizacao
de 4 sondas especificas para bradizoitos, e com 15 horas de infec¢do, os parasitos
expressavam antigenos de bradizoitos e taquizoitos. No nosso sistema, além do
estabelecimento da cistogénese, a partir da infeccdo com bradizoitos, as células
CFRK geraram também taquizoitos com a formacédo de rosetas, como revelado
através da marcacdo dessas culturas com o anticoropo anti-p30. Alguns autores
(Gross e Pohl, 1996; Sahm et al.,, 1997) consideram que ap0s a infeccdo com
formas bradizoitas da cepa ME49, alguns bradizoitos formam cistos teciduais
diretamente, sem conversdo transitoria para taquizoitos, enquanto outros se
transformam em taquizoitos antes de formar cistos (Guimarées et al., 2008). Outra

possibilidade é gque se mantenham como taquizoitos para a garantia da rapida
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proliferacdo celular visando o ciclo litico, egresso e reinfeccdo de novas células,
como demonstrado aqui e descrito por Dubey (1997c¢) enfatizando que independente
da forma infectiva (taquizoitos, bradizoitos ou esporozoitos) alguns parasitos
seguem direto para a efetivacao do ciclo litico.

O estabelecimento do ciclo litico nas culturas de CRFK foi confirmado pelas
analises ultraestruturais através da microscopia eletrbnica de varredura que
permitiram com o auxilio de uma fita adesiva a observacdo de VP com parasitos em
forma de rosetas e corpos residuais bem evidentes, indicativo da constante
multiplicacdo de taquizoitos nessas culturas. Ao mesmo tempo, essas células
apresentaram parasitos organizados, justapostos a semelhanca do que tem sido
observado em estruturas cisticas, principalmente apés 8 dias de infeccéo,
corroborando os resultados apresentados pelas analises obtidas através da
microscopia confocal.

As andlises ultraestruturais através de cortes ultrafinos de células CRFK,
infectadas com bradizoitos, a partir de 6 até 13 dias de infeccdo, apresentaram
vacuolos parasitoforos sempre associados ao RER e mitocondrias da célula
hospedeira. Os estudos classicos de Jones et al. (1972) descrevem que em
macrofagos, somente vacuolos contendo T. gondii vivos eram circundados por
mitocondrias e reticulo endoplasmatico (revisto em Sinai et al., 1997 e em De Souza,
2005). O papel funcional dessas associacdes, em particular do RE parece estar
vinculado ao significativo aumento da membrana do vacuolo parasitéforo durante o
processo de multiplicagéo do parasito (de Melo e De Souza, 1997; Sinai et al., 1997,
Magno et al., 2005).

Durante o periodo analisado, foi comum encontrar parasitos com pouco ou
nenhum granulo de amilopectina, tanto em formacfes de rosetas, indicativo de
replicacdo de taquizoitos por endodiogenia, como isolados em um Unico VP,
indicativo de re-infecgdo em novas células. Esses resultados, somados aos obtidos
por MEV e por imunofluorescéncia, corroboram experimentos in vitro que mostraram
que independente da forma infectiva utilizada (taquizoitos, bradizoitos e
esporozoitos), alguns parasitos inicialmente se replicam rapidamente como
taquizoitos para amplificar a infeccdo (Dubey, 1997c). Tem sido descrito que
esporozoitos recém isolados ou bradizoitos inoculados em fibroblastos in vitro
seguem um curso definido de desenvolvimento. Essas formas evolutivas convertem

para o estagio taquizoito e depois de aproximadamente vinte divisbes celulares do
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inicio da cultura, diminuem a atividade multiplicativa antes de espontaneamente se
converterem a bradizoitos (Jerome et al., 1998; Radke et al., 2003, 2005; revisto em
Skariah et al., 2010).

Nas nossas culturas, alguns desses parasitos apresentavam morfologia
compativel com taquizoitos, mantendo um intimo contato com a membrana do VP e
através da regido do condide com o nucleo da célula hospedeira. Essas imagens
apresentavam certa analogia com a descricdo da presenca intranuclear de
taquizoitos descrita por Barbosa et al. (2005), podendo refletir um processo preé-
Invasao nuclear.

Através da microscopia eletrénica de transmissdo também foram observados
cistos de T. gondii intracelulares em células CRFK confirmados pela presenca de
parasitos contendo grande quantidade de granulos de amilopectina e maior
eletrondensidade da membrana circundando os parasitos, semelhante a constituicdo
da parede cistica, principalmente apds 10 dias de infec¢cdo. Contudo, a depender da
metodologia utilizada para avaliagdo da cinética da cistogénese in vitro, diferentes
resultados podem ser encontrados na literatura: variando de 6-7 dias (Shimada et
al., 1974; Hoff et al., 1977), 20-21 dias (Hogan et al., 1960; Kambara et al., 1971) até
40-80 dias como descrito por Jones et al. (1986). Essas diferencas podem estar
relacionadas com a viruléncia das cepas e com o0 estagio infectivo do parasito
empregado. A velocidade de interconversdo entre os estagios infectivos e a
quantidade gerada de cistos in vitro tém sido relacionadas com o tipo de cepa de T.
gondii (McHugh et al., 1993; Soéte et al., 1994). As cepas de baixa viruléncia que
sdo mais eficientes na formacéo de cistos em camundongos, tais como a ME49, tém
maior velocidade de formacéo de cistos em cultura do que cepas de alta viruléncia
como, a cepa RH (Soéte et al., 1994), confirmado pelo emprego de células que séo
0s principais nichos in vivo para a cistogénese, como o tecido muscular (Ferreira-da-
Silva et al., 2008).

Durante o periodo de observacdo da interacdo parasito-célula hospedeira
avaliada nesta dissertacdo, indicios de modificacdo da membrana do vacuolo
parasitoforo foram evidenciados, concomitantemente com a presenca de parasitos
ativos em processo de divisdo celular. Esses dados sugerem que embora alguns
parasitos nao apresentem caracteristicas morfologicas de bradizoitos, eles ja
expressem proteinas especificas de bradizoitos e a sinalizagdo molecular

necessaria para a modificagdo do MVP em uma nova estrutura especializada
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chamada de parede cistica, como demonstrada aqui e anteriormente por Bohne et
al. (1993); Weiss et al. (1994, 1995); Lane et al. (1996) e Luder et al. (1999).

Alguns desses cistos estavam presentes em células que apresentavam uma ma
preservacao estrutural, compativel com faléncia celular. Ao mesmo tempo, a
estrutura dos parasitos mostrava-se com Otima preservacdo, compativel com
viabilidade celular. Esse dado sugere que essas células possam estar morrendo e
liberando os cistos ainda viaveis para o sobrenadante das culturas. Dessa forma, as
células CRFK apresentam potencial para produzir cistos in vitro, podendo contribuir
para a substituicdo de animais experimentais como fontes para a obtencéo desses
cistos e de estagios bradizoitos. Recentemente, Zhang et al. (2010) desenvolveram
um método de purificacdo de cistos de T. gondii in vitro utilizando a lectina DBA
acoplada a esferas magnéticas sugerindo que este método se aplique aos sistemas
in vivo e in vitro. Portanto, essa metodologia pode vir a ser um dos métodos de
escolha para isolar cistos produzidos em culturas de CRFK.

Alguns VP foram detectados contendo parasitos associados a uma rede de
membranas tubulovesiculares (MTV) bastante desenvolvida ocupando praticamente
toda a matriz vacuolar, descrita previamente em enterdcitos por Speer e Dubey
(2005) in vivo, durante a infeccéo de gatos e também observada em cultura primaria
de enterdcitos in vitro (Moura, 2008). Ja a partir do trabalho de Jones et al. (1972) foi
observada a presenca desta rede (muito menos desenvolvida) e mais tarde, os
granulos densos foram identificados como a organela responsavel pela secrecao
das proteinas localizadas no interior do VP e associadas as redes de MTV, assim
que o parasito esta completamente no interior do vacuolo (Sibley et al., 1986;
Cesbron-Delauw, 1994). As funcbes das proteinas dos granulos densos ainda néo
foram totalmente elucidadas, em parte por falta de homologia significante com
proteinas de funcéo conhecida. Apesar disso, varias evidéncias sugerem fortemente
que as proteinas dos granulos densos estejam envolvidas com a construcédo da MTV
(Sibley et al., 1995). A MTV téo desenvolvida no interior de PV, em modelos in vitro,
como a descrita aqui com uma linhagem celular epitelial de felino s6 teve um
precedente até agora utilizando célula epitelial intestinal de felinos (Moura, 2008).
Essa hipotese poderia também sugerir que esta diferenciacdo possa estar associada
aos aspectos moleculares presentes ou mesmo ausentes, que podem ser restritos
aos felinos, favorecendo assim a diferenciacdo dos parasitos nos seus estagios

enteroepiteliais que ocorre exclusivamente nos hospedeiros definitivos.
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Um fato que foi observado e que merece comentario foi a diversidade de
caracteristicas morfoldgicas dos parasitos no interior dos vacuolos parasitéforos
durante a interacdo de bradizoitos com as células CRKF. Diferentes estagios de
diferenciacdo puderam ser observados num mesmo vacuolo revelado pela analise
ultraestrutural de culturas de CRFK infectadas com a carga de 1:10 (parasito-célula
hospedeira) com formas bradizoitas. As analises revelaram caracteristicas
morfologicas dos parasitos intravacuolares que decididamente diferem das descritas
até o momento com outros tipos celulares: parasitos imersos numa matriz vacuolar
com auséncia de MTV apresentando formato mais largo, com mais de um nucleo,
corpos lipidicos relativamente grandes, granulos densos e alguns granulos de
amilopectina. Essas caracteristicas sdo compativeis com esquizonte do tipo C, a
semelhanca do que foi descrito no intestino de gatos in vivo, 3-6 dias pos-infeccao
por Speer e Dubey (2005), como pode ser morfologicamente comparadas nas
imagens da figura 50.
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Figura 50: Forma esquizonte em células CRFK apés 10 dias de infeccdo com
bradizoitos de T. gondii versus esquizonte do tipo C descrito in vivo por
Speer e Dubey (2005). (A) Parasito apresentando mais de um nucleo
(Nu), alguns granulos de amilopectina (Am), corpusculo lipidico grande
(Li), granulos densos (Dg), condide evidenciado (Co); (B) Estagio inicial
de esquizonte do tipo C descrito in vivo por Speer e Dubey (2005)
apresentando nudcleo (Nu), alguns granulos de amilopectina (Am),
corpusculo lipidico grande (Li), granulos densos (Dg) e condide
evidenciado (Co); (C) Destaque para a presenca de vesiculas
observadas em (A); (D) Vesiculas encontradas em esquizontes do tipo C
descritas in vivo, por Speer e Dubey (2005). [Bar= 500nm]

91



Com o auxilio do MEV foram observados parasitos com tamanho menor do que
bradizoitos e taquizoitos e também de formato distinto e bastante semelhante as
caracteristicas morfoldgicas previamente descritas para o esquizonte tipo E,
identificado por Speer e Dubey (2005) como demonstrado comparativamente na
Figura 51.

Figura 51: Formas esquizontes de T. gondii em células CRFK apds 10 dias de
infeccdo com bradizoitos versus esquizonte tipo E descrito in vivo por Speer e
Dubey (2005). (A) Parasitos (setas largas) de tamanho e formato semelhantes aos
esquizontes do tipo E, observados por MEV; (B) Esquizontes tipo E descritos in vivo
observados por MET em Speer e Dubey (2005). [Bar= 5um]

Além dos esquizontes dos tipos C e E foram observados com 6 dias de infeccao,
vacuolos contendo mais de 2 parasitos com intensa rede de membranas
tubulovesicular, sugerindo o estabelecimento do esquizonte tipo B, como observado
em culturas primérias de enterdécitos de felinos (Moura, 2008) e in vivo no periodo de
3-6 dpi ap0s ingestdo de cistos através de gavagem por gatos (Frenkel e Dubey,
1972; Dubey e Frenkel, 1972; Ferguson, 2004; Speer e Dubey, 2005; revisado em
Ferguson, 2009). Essa andlise morfolégica comparativa nos permite inferir que as
células CRFK, provenientes de felinos, possam estar induzindo o desenvolvimento
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de estagios de T. gondii descritos previamente em enterdcitos. Assim, essas células
sdo fortes candidatas a reproduzir o ciclo os estagios do parasito que ocorre
exclusivamente nos hospedeiros definitivos.

A introducdo de linhagens celulares epiteliais neste estudo mostrou que
potencialmente podem contribuir com novos subsidios para o melhor entendimento
da biologia celular do parasito. As praticas laboratoriais, principalmente nos dias de
hoje (Chatterrton et al., 2010) exigem que seja adotada a pratica de controle do uso
de animais em laboratérios e a aplicacdo do principio dos 3R: reaproveitamento,
refinamento e reducdo de animais na pesquisa. Dessa forma, as células CRFK se
mostram como um excelente modelo celular em potencial para producéo de cistos in
vitro em larga escala. Esses dados abrem perspectivas para modulagcdes no meio de
cultura, como varia¢cdes do pH ou choque de temperatura visando maior inducéo da
cistogénese nessas culturas, contribuindo assim, efetivamente para substituicdo
gradativa da utilizacdo de animais para obtencéo de cistos e bradizoitos de T. gondii.
Sendo assim, a linhagem celular de felinos (CRFK) se apresenta como uma
metodologia alternativa para em condi¢cdes controladas, investigar os aspectos
moleculares desta interacdo que possam contribuir, por exemplo, para o
desenvolvimento de novas estratégias visando a intervencdo numa das principais

vias de disseminacéo da toxoplasmose.
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Conclusoes




VI. CONCLUSOES

v As células epiteliais renais de felinos (CRFK) sdo mais
susceptiveis a infec¢do pelo T. gondii do que as células epiteliais

intestinais de ratos (IEC-6).

v O destino intracelular do T. gondii foi dependente do tipo celular,
da cepa do parasito, do estagio infectivo e da carga parasitaria, ou
ainda, da interacdo desses fatores determinando, por exemplo, o

estabelecimento espontaneo da cistogénese em CRFK.

v Esse estudo potencialmente abre perspectivas: (i) Para a
reproducao de alguns estagios enteroepiteliais de T. gondii in vitro,
ratificando a hipdtese de que este ciclo deva ser orquestrado e
modulado por moléculas presentes nas células dos felinos, em
funcdo do alto grau de especificidade do parasito por esse Unico
hospedeiro definitivo; (ii) Nos campos da biologia celular e analise
molecular das vias de sinalizacdo para o desenvolvimento do
parasito; (iii) Para exploracdo dos aspectos moleculares desta
interacdo que possam contribuir, por exemplo, para o
desenvolvimento de novas estratégias visando a intervengdo numa
das principais vias de disseminagdo da toxoplasmose; (iv) Nos
campos da inovacao e desenvolvimento tecnoldgico para obtencéo
de formas infectivas do T. gondii, em particular cistos e bradizoitos,
como alternativa para a substituicdo gradativa de animais

experimentais.
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Anexo: Interaction of Toxoplasma gondii bradyzoites and feline epithelial

cells induces differentiation of cysts and syncytial forms

Renata Morley de Muno, Marcos de Assis Moura, Sergio H. Seabra and Helene

Santos Barbosa
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*Graphical Abstract

Abstract — Felids are the only definitive hosts of Toxoplasma gondii, a
Coccidian protozoan. It maintains its sexual life cycle in the felid gut and yields
sporozoites within stable oocysts into the environment. In this work, primary
cultures of FIEC and epithelial cell lines were infected with the bradyzoite forms
of T. gondii. Three different infective loads (1:5; 1:10; 1:20 parasite-host cell
ratio) demonstrated that FIEC was more susceptible to infection compared to
CRFK. The intracellular fate of T. gondii was dependent on the parasite/host
cell ratio in both cells: (i) with the ratio 1:5, the bradyzoites differentiated into
tachyzoites that proliferated intensely, causing lysis of the host cell; (ii) with the
ratio 1:10 and 1:20, the cystogenesis was established with the intracellular
formation of cysts and, (iii) with the ratio 1:20, vacuoles with one or more
parasites inside a vacuolar matrix containing a well developed tubulovesicular
membrane network (TMN), like schizont forms. Additionally, some large
vacuoles containing parasites were seen in asynchronous division. Structures
similar to schizont types C and E of T. gondii were observed in CRFK cells.
Feline epithelial cells from different sources influence the intracellular fate which
is also dependent on the parasite load. This is an area for further research in

parasite cellular biology.



*Highlights

HIGHLIGHTS

The experimental strategies implemented in this work reproduced in vitro
the natural microenvironment established during development of the parasite in
the intestines of the definitive host, the domestic cat. This feature can really
represent the first disclosure of at least partial reproducibility of the enteric cycle
of T. gondii in vitro. The introduction of the feline epithelial cells as the cellular
model employed in this study showed that they can contribute to new studies on
the cell biology of the parasite. In other words, the FIEC or feline epithelial cells
are alternative methodologies to better understand the enteric cycle of T. gondii
under controlled conditions; also this is an open field for investigation into the
molecular aspects of this interaction that can contribute, for example, to the
developing of new strategies to intervene in one of the main routes that spreads

toxoplasmosis.
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Abstract — Felids are the only definitive hosts of Toxoplasma gondii, a Coccidian
protozoan. It maintains its sexual life cycle in the felid gut and yields sporozoites within
stable oocysts into the environment. In this work, primary cultures of FIEC and epithelial
cell lines were infected with the bradyzoite forms of T. gondii. Three different infective
loads (1:5; 1:10; 1:20 parasite-host cell ratio) demonstrated that FIEC was more
susceptible to infection compared to CRFK. The intracellular fate of T. gondii was
dependent on the parasite/host cell ratio in both cells: (i) with the ratio 1:5, the bradyzoites
differentiated into tachyzoites that proliferated intensely, causing lysis of the host cell; (ii)
with the ratio 1:10 and 1:20, the cystogenesis was established with the intracellular
formation of cysts and, (iii) with the ratio 1:20, vacuoles with one or more parasites inside a
vacuolar matrix containing a well developed tubulovesicular membrane network (TMN),
like schizont forms. Additionally, some large vacuoles containing parasites were seen in
asynchronous division. Structures similar to schizont types C and E of T. gondii were
observed in CRFK cells. Feline epithelial cells from different sources influence the
intracellular fate which is also dependent on the parasite load. This is an area for further
research in parasite cellular biology.

Keywords: Toxoplasma gondii; Feline enterocytes; parasitophorous vacuole;

tubulovesicular membrane network; cysts; CRFK line
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1. Introduction

Toxoplasma gondii is an intracellular protozoan, a parasite that infects different
species of mammals and birds (Dubey, 1998a). Asexual reproduction of the parasite takes
place in these animals, characterizing them as intermediate hosts (Black and Boothroyd,
2000; Lehmann et al., 2000). The sexual cycle or enteroepithelial stage of T. gondii occurs
exclusively in domestic cats and other felines (Dubey et al., 2004). These are considered
definitive hosts and the processes of schizogony, gametogony and sporogony take place in
the intestinal epithelium, which results in the formation of immature oocysts that are
eliminated together with the feces of the felines (Dubey and Frenkel, 1972; Dubey, 1973;
Dubey and Frenkel, 1973; Dubey et al., 1988).

Domestic cats can liberate oocysts after ingesting any infective form of T. gondii:
tachyzoites, bradyzoites or sporozoites. The time to eliminate oocysts after the infection
and the frequency of the release of oocysts depends on the infective form ingested: 3 to 10
days after ingesting tissue cysts, 13 days after ingesting tachyzoites and 18 or more days
after ingesting oocysts (Dubey and Frenkel, 1972; Dubey and Frenkel, 1973; Dubey and
Welcome, 1988). After the ingestion of tissue cysts, the cyst wall is destroyed by proteolytic
enzymes of the stomach and intestine. Then, the bradyzoites are released and penetrate
into the intestinal cells initiating the development of several generations of T. gondii (Dubey
and Frenkel, 1972). However the induction mechanisms of the sexual cycle are still
unknown.

Five distinct morphological types of parasites appear exclusively in felines that are
enteroepithelial stages or schizonts of T. gondii (Types: A, B, C, D and E). The stage E
differentiates to the micro- and macrogametocytes that after fusion give origin to the
immature oocyst in the intestinal epithelium of felines and are eliminated, still immature,
together with the feces of the definitive host into the environment (Dubey and Frenkel,

1972; Frenkel and Dubey, 1972; Lindsay et al., 1991).
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The morphological characterization of the sexual reproduction of T. gondii observed
in the gut of neonate cats has been developed in in vivo systems (Dubey and Frenkel,
1972; Ferguson et al., 1974; 1975; Speer and Dubey, 2005; Ferguson, 2009) and some
molecular aspects have been explored (Ferguson, 2004). During the enteroepithelial
process, the host cell also shows ultrastructural differences in relation to parasitophorous
vacuole morphology (Dubey et al., 1998; Weiss and Kim, 2000; Speer and Dubey, 2005).
The present work is pioneer and shows for the first time, in feline epithelial cells, the in
vitro development of some T. gondii stages: tachyzoites, bradyzoites and the syncytial

forms similar to those described in vivo.

2, Materials and Methods
The experiments were carried out in accordance with the guidelines established by
the Fundacao Oswaldo Cruz Committee of Ethics for the Use of Animals, resolution 242/99
by license CEUA LW 10/10 and by the Guidelines on the Care and Use of Animals for

Experimental Purposes and Infectious Agents (NACLAR).

2. 1. Primary cultures of feline intestinal cells (Moura et al., 2009)

Primary cultures of feline intestinal epithelial cells were obtained from the fetus of a
clinically healthy pregnant domestic cat (no gastrointestinal disease and serologically
negative for T. gondii, feline immunodeficiency virus and feline leukemia virus). The
samples of small intestine were collected aseptically corresponding to the jejunum-ileum
region. The fragments were placed for 20 min under agitation at room temperature in a
nonenzymatic dissociation solution (pH 7.2) containing 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5 mM
dithiothreitol and 10% antibiotic solution (Perreault and Jean-Francois, 1996; Macartney et
al., 2000; Aldhous et al., 2001; Rusu et al., 2005). The cell aggregates were plated in

DMEM/Hams medium (Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Hams Nutrient F12 (1:1)
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containing 10% antibiotic solution, 1 mM glutamine, 10% bovine fetal serum and 20 ng/ml
epidermal growth factor (Sanderson et al., 1996; Aldhous et al., 2001). The cultures were
maintained at 37°C incubated in a 5% CO, atmosphere and the medium was renewed

every two days.

2.2. Epithelial cell lines
CRFK epithelial cell line from normal epithelium of the renal cortex of Felis catus
(domestic cat) (BCRJ N° CR0268) was used. The cells were acquired from Rio de Janeiro

Cell Bank (http://www.bcrj.hucff.ufrj.br).

CRFK was plated at a concentration of 1.0 x 10° cells/ml in 25 cm?® bottles (Gibco
BRL, UK) in DMEM/Hams F12 medium (1:1) (Sigma-Aldrich) containing 1% antibiotic
solution (Sigma-Aldrich) and 10% bovine fetal serum. The cells were incubated at 37°C in a
5% CO, atmosphere. Every two days, half the medium was discarded and the same
volume of fresh medium added. The cells were cultivated until they reached approximately
80% confluence. At this point, the cells were treated for 10 min at 37°C with dissociation
solution (PBS with 0.01% EDTA and 0.25% trypsin). After dissociation the cells were
placed in culture medium at 4°C with 10% bovine fetal serum to inhibit the action of trypsin,
centrifuged for 7 min at 650g at 4°C and were grown in 24-well plates on coverslips (8 x10*
cells/ well).

2.3. Isolation of tissue cysts and bradyzoites

T. gondii cysts from the ME-49 strain (Type Il) were inoculated intraperitoneally into
C57BL/6 female mice (15-18 g) with 50 cysts/animal. After 4 and 12 weeks post-infection
the mice were sacrificed and the brain cysts isolated, as described by Freyre (1995) and
Popiel et al. (1996) and modified by Guimardes et al. (2007, 2008). Bradyzoites were

obtained from isolated tissue cysts (for details see Guimarées et al., 2008).
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2.4. Interaction T. gondii — Feline Intestinal Epithelial Cells (FIEC) and epithelial
cell lines

Confluent FIEC and CRFK cultures were infected with bradyzoites of T. gondii. The
assays were performed at ratios of 1:5, 1:10 or 1:20 (parasite-host cell) for periods ranging
from 1 to 13 dpi in order to analyze the course of infection and also to evaluate the
intracellular fate of the parasites morphologically. After the interaction periods, the cells
were washed in PBS and processed according to the experiments to be carried out.

The ability of T. gondii bradyzoites to infect CRFK cells and enterocytes in vitro was
tested by fixation of the cells in Bouin's solution and stained by Giemsa solution. The
infection analysis was carried out with a total of 400 cells per coverslip for three
independent experiments, at interaction times of 24, 48, 72 and 96 h, in duplicate. The
statistical analysis used the ANOVA one way with the Student-Newman-Keuls test. Values

are presented as mean * SD. The results were considered significant when P<0.05.

2.5. The characterization of T. gondii stages by immunolabeling

The differentiation of parasites in culture cells infected with bradyzoite forms [ratio 1:5
and 1:10 (parasite-host cell)] was monitored using stage-specific antibodies and lectin.
Tachyzoites were identified by immunostaining with antibodies anti-SAG-1 (kindly provided
by Dr. José Roberto Mineo - Immunoparasitology Laboratory, Federal University of
Uberlandia, Minas Gerais, Brazil) and cysts of T. gondii were identified with lectin DBA
conjugated to TRITC (Sigma-Aldrich Co. L6533), which binds to N-acetyl-galactosamine
groups (Zhang et al., 2001). Initially, the cultures were fixed for 20 min at 4°C on days 1 to
13 with 4% PFA in PBS, washed three times for 10 min in PBS and then to block free
aldehyde radicals were incubated for 30 min in 50 mM ammonium chloride. After which the
cells were permeabilized for 20 min with PBS solution containing 0.05% Triton X-100

(Roche) and 4% BSA (Sigma-Aldrich Co.) to block nonspecific binding. For the indirect
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immunofluorescence assay, the host cells were incubated for 2 h at 37°C with primary
antibody anti-SAG-1 diluted 1:200 in PBS/BSA. After incubation the cells were washed
with PBS containing 4% BSA and incubated for 1 hour at 37°C with secondary antibody at
a dilution of 1:1000 (anti-mouse IgG conjugated with FITC-F5262) or TRITC (15393
Sigma-Aldrich). For direct fluorescence DBA lectin-TRITC (1:200 dilution) in PBS was
used. In some tests in order to reveal the actin filaments, the cell cultures were incubated
in PBS for 1h at 37°C with 4 g/ml phalloidin-FITC (P5282 Sigma-Aldrich Co.) at a dilution
of 1:400. Afterwards, the cultures were washed 3 times for 10 min in PBS, incubated in 0.1
pMg/mL with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, an intercalate of DNA, Sigma-Aldrich Co.)
diluted 1:10,000 in PBS for 5 min. After washing in PBS, the coverslips were then mounted
on slides with a solution of 25% DABCO (1,4-diazabicyclo-[2,2,2]-octane-
triethylenediamine antifading, Sigma Chemical Co.) in PBS containing 50% glycerol, pH
7.2. Controls were performed by omission of the primary antibody and for the lectin DBA a
competitive reaction with the addition of 50 mM N-acetyl-galactosamine (GalNAc) was
carried out. The samples were examined under a confocal laser scanning microscope
(CLSM Axiovert 510, META, Zeiss, Germany) using a 543 Helium laser (LP560 filter), 488

Argon/Krypton laser (Ar/Kr) (filter LP515) and a 405 Diiod laser (LP 420 filter).

2.6. Ultrastructural analyzes

For ultrastructural analyzes cell cultures infected with bradyzoites of T. gondii (1:10 or
1:20 parasites-host cell ratio) were used. These parasites-host cell ratios were the ratios
that increased the incidence of cysts in vitro as demonstrated by kinetic studies. The cells
were washed 3 times for 10 min with PBS and fixed for 1 h at 4°C in 2.5% glutaraldehyde
diluted in 0.1 M sodium cacodylate buffer containing 3.5% sucrose and 2.5 mM CaCl; (pH
7.2). After fixation, the cells were washed in the same buffer and then post-fixed for 30 min

at room temperature in 1% osmium tetroxide diluted in 0.1 M cacodylate buffer. For
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transmission electron microscopy (TEM) analyses, the cells were washed in the same
buffer and scraped at 4°C from the plastic dish and centrifuged for 5 min at 10,000 g.
Thereafter, the cells were dehydrated in graded acetone and embedded in Epoxy resin
(PolyBed 812). Thin sections were stained with uranyl acetate and lead citrate and then
examined under a transmission electron microscope Jeol JEM1011. For scanning electron
microscopy (SEM), the infected cell cultures were fixed for 30 min at room temperature with
2.5% glutaraldehyde in 0.1 M Na-cacodylate buffer (pH 7.2) and post-fixed for 30 min at
room temperature with a solution of 1% OsO4 containing 2.5 mM CaCl; in the same buffer.
The cells were dehydrated in an ascending acetone series and dried by the critical point
method with CO, (CPD 030, Balzers, Switzerland) and the monolayer was gently scraped
with Scotch tape (Flood, 1975) to expose the cytoplasmic face of the cell. The scraped
portion of the cells, which remained adhered to the tape, was also observed. The samples
were mounted on aluminum stubs, coated with a 20 nm thick gold layer and examined in
Jeol JSM6390LV and JSM 6490LV scanning electron microscopes (Tokyo, Japan). The
samples were analyzed at the Electron Microscopy Platform of Instituto Oswaldo Cruz and

Centro Universitario Estadual da Zona Oeste.

3. Results

The analysis of the bradyzoites-FIEC interaction at the 1:5 ratio, showed that the
inoculated parasites were maintained as bradyzoites within the parasitophorous vacuole
(PV) for 24 hpi, as revealed by negative reaction for tachyzoites, using antibodies anti-
SAG1 (Fig. 1A). The bradyzoite-tachyzoite conversion occurred at 48 hpi when vacuoles
containing parasites (SAG-1+) were seen (Fig. 1B). The revelation of actin filaments using
phalloidin-FITC allows us to observe that the VP does not compromise the FIEC alignment
and polarization (Fig. 1B). The lytic cycle of T. gondii was characterized by the disruption of

FIEC at 96 hpi and the release of tachyzoites into the medium (Fig. 1C).
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Quantitative analysis of the capacity of bradyzoites of T. gondii strain ME49 to infect
FIEC and the CRFK line (1:5 parasite-cell ratio) was performed from 24 to 96 hpi. The data
in Figure 2 show the influence of the parasite load on the number of infected enterocytes
over the time studied: 24 h (29 cells) and 96 h (169 cells). The results obtained using the
ratios 1:10 and 1:20 demonstrated a lower number of infected enterocytes (Fig. 2). The
behavior of bradyzoites in the CRFK line was similar to the results described for FIEC but
the ability of the parasites to infect CRFK was lower (Fig. 3). These data demonstrated that
regardless of the host cell-parasite ratio, FIEC are more susceptible to infection by
bradyzoites of T. gondii than the CRFK line (Fig. 2 and 3). These differences were
considered statistically significant (P<0.05).

Another aspect observed in both cell cultures was the establishment of the
cystogenesis as shown in Figures 2 and 3. As seen by phase contrast microscopy the
formation of cyst-like intracellular structures in the enterocytes occurred after 3 dpi (Fig. 4A)
and 6dpi (Fig. 4B) using the ratio 1:10 (parasite-host cell). The cytochemical assays, using
the lectin DBA conjugated to TRITC that recognizes the bradyzoites in a cyst-like structure,
gave a positive reaction indicating the establishment of cystogenesis in vitro at 6 dpi (Fig.
4C). Additionally, the enterocytes infected at 6 dpi and incubated simultaneously with
antibody anti-SAG-1, under the same experimental conditions, showed that there were
tachyzoite and bradyzoite forms inside some of these cysts, characterizing them as mixed
cysts, which was also observed in serial sections obtained by confocal microscopy (Fig.
4Ca-f).

Similar results were obtained with the CRFK line infected with bradyzoites of T. gondii
and stained with Giemsa at 96 hpi showing the presence of cyst-like (CL) structures with
the infective load of 1:10 (parasite-cell ratio) (Fig. 5A). The cytochemical assays using the
lectin DBA conjugated to TRITC revealed the cyst wall at 10 dpi. In the same culture,

tachyzoites were also observed in typical rosettes forms as revealed by SAG + (Fig. 5B).
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Infected cultures of CRFK maintained until 13 dpi showed reactivity for lectin DBA with
positive results for cyst wall and also bradyzoites indicating that cystogenesis was well
establishment in vitro. This was observed in various infected cells (Fig. 5B-F).

Samples of CRFK cultures after 8 dpi processed for SEM and scrapped with Scotch
tape showed VPs containing tachyzoites in a typical rosette formed by daughter cells and
connected to the residual body by their posterior ends (Fig.6A). At 10 dpi the
tubulovesicular membrane network (TMN) was widespread and was anchoring the
parasites to the intern vacuolar membrane as well as covering the parasites (Fig. 6B).

At 13 dpi it was possible to identify intravacuolar structures of various sizes containing
parasites with overlapping features, like to cysts showing that the T. gondii cystogenesis
had established itself spontaneously in these cells (Fig. 7A).

SEM analysis of these cultures identified and characterized some cyst structures:
membrane modification and high electrondense PV matrix, parasites with amylopectin
granules, a large amount of micronemes and electrondense rhoptries (Fig. 7B). Some of
these host cells had little cytoplasm, which is evidence of cell death probably caused by
nutrient depletion due to advanced infection, as shown in Figure 7C, although the
parasites are very well preserved indicating their cellular integrity.

As described during the quantitative analyses, syncytial forms of T. gondii were
observed in FIEC using 1:20 (parasite-host cell ratio) (Fig. 2). This information was
confirmed by TEM demonstrating that infected FIEC cultures presented parasitophorous
vacuoles containing parasites with morphological types such as the enteroepithelial stages
of T. gondii in felids. The PV presented a weak aspect, with a large and well developed
TMN, occupying the entire vacuole matrix (Fig. 8A). TMN can be seen in detail in the
Figure 8B. Endoplasmatic reticulum profiles, mitochondria and lipid bodies of the host cell,

associated to the parasitophorous vacuole membrane, were also frequently observed (Figs.
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8A-C). Some intracellular parasites presented asynchronous division, without typical
rosette formations (Figs. 8C).

As demonstrated before, during the quantitative analysis of CRFK infection in the first
96 hpi syncytial intracellular forms were not observed (Fig. 2), but at 7 dpi ultrathin sections
revealed parasitophorous vacuoles containing a highly developed intravacuolar network
similar to type B schizonts as described in vivo during the enteroepithelial cycle of T. gondii
in felines (Fig. 9A and B). Other charateristics observed at 9 days of interaction was the VP
containing parasites at various stages of differentiation: (i) morphology compatible with
bradyzoites of T. gondii, especially a large amount of amylopectin granules (Fig. 9C); (ii) a
round multinucleated structure with a large volume closely associated with the PVM
containing amylopectin granules, lipid bodies and small vesicles that appear to spring from
this structure in pellicular protrusions (Fig. 9C) which might correspond to type C schizonts
of the T. gondii enteroepithelial stage. Other vacuoles after 9 days of infection showed
many parasites which were in disarray and noticeably smaller than the standard sized
parasites (Fig. 9D) and whose characteristics were compatible with the type E schizonts as

described in vivo.

4, Discussion

This work shows the infection of T. gondii bradyzoites in feline epithelial cells in vitro.
The choice of bradyzoite forms as the infective stage to interact with the FIEC and the
CRFK line is justified because it represents one of the natural ways that T. gondii is
transmitted: via the consumption of raw meat by carnivorous animals or humans. The study
of infections with bradyzoites in vitro is little used, probably because the methodology of
isolation and purification is a long process and involves a reasonably large number of
animals. Another key point of this work is the introduction of FIEC for the first time as the

cellular model with the aim to study the T. gondii enteric cycle.
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The statistical analysis demonstrated that FIEC have a higher susceptibility to
infection by T. gondii bradyzoites than CRFK cells. This finding can be confirmed by the
molecular and physiological characteristics of the original tissue preserved in cells from
primary cultures, when compared to all other cell lines. Our data indicate the possibility
that the cellular model used here is one of the main factors in this work to elucidate
determinants of the intracellular cycle of T. gondii, as demonstrated recently by our group
using primary cultures of skeletal muscle during the development of cystogenesis
(Guimaréaes et al., 2008; reviewed in Ferreira-da-Silva et al., 2008, 2009a, b) and also in
primary cultures of brain tissue (Fischer et al., 1997, Kurz et al. 1998; Luder et al., 1999).
The high affinity of the parasites for FIEC and CRFK cells reflects the molecular
mechanisms in cats which determine the intracellular fate of parasites: lytic cycle,
cystogenesis or schizont development. The high affinity of the parasites for FIEC and
CRFK cells reflects the molecular mechanisms in cats which determine the intracellular
fate of parasites: Iytic cycle, cystogenesis or schizont development.

The use of probes that identify the intracellular stages of T. gondii showed that the
number of parasites per cell used during the interaction assays is one determinant of the
intracellular fate of the parasite in both cell types and that this ratio can generate: (i) the
development of the lytic cycle of the parasite, with the ratio 1:5 (parasite-host cell), due to
bradyzoites differentiation into tachyzoites, culminating with their intensive proliferation and
causing lysis of the host cell; (i) the establishment of cystogenesis: intracellular cyst
formation with the ratio 1:10 (parasite-host cell) and, (iii) the development of different
stages/morphological stages of T. gondii, like the enteroepithelial cycle of the parasite, with
the ratio 1:20 (parasite-host cell).

In vitro experiments have shown that independently of the infective form (tachyzoites,
bradyzoites or sporozoites), some parasites initially replicate quickly as tachyzoites to

amplify the infection, as described by Dubey (1997c). FIEC infected with bradyzoites of
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MEA49 strain at the ratio 1:5 parasite-host cell were seen, by detection of SAG-1, to convert
bradyzoites into tachyzoites at 48 hpi in more than 95% of intracellular parasitic forms,
similar to the results obtained in vivo (Dubbey and Frenkel, 1973). The conversion of
bradyzoites to tachyzoites is a natural process from 15 hpi in cell cultures without the
addition of immunomodulatory substances (Gross et al., 1996). The lysis of the FIEC and
CRFK cells at 96 hpi liberating tachyzoites, converted from bradyzoites, as shown here,
characterizes the lytic cycle of T. gondii, confirming the results obtained by Dzierszinski et
al. (2004) when the lysis of the cell lines infected with VEG strain tachyzoites at 72-96 hpi
was observed.

The high rate of conversion and the establishment of cystogenesis in vitro is
dependent on experimental intervention, such as temperature increase or pH change as
first proposed by Soéte et al. (1993, 1994) and confirmed by Dzierszinski et al. (2004).
Some authors consider that cystogenesis is a spontaneous event dependent on the strain
of T. gondii as in avirulent strains (type Ill) such as ME49 which has a natural ability to
form cysts in mammalian cell cultures (McHugh et al., 1993; Darde et al., 1989; Lindsay et
al., 1991). However, this question has not been fully answered. Although our recent review
has opened the discussion stating that the cell type could be one of the factors
determining the intracellular parasite route (Ferreira-da-Silva et al., 2008, 2009a). Our
results here have shown for the first time that decreasing the parasite ratio to 1:10
(bradyzoites-host cell) causes the formation of well defined intracellular cysts, up 6 dpi
spontaneously, without any modulation: physical, chemical or immunological of the cell
cultures, similar to the recently described use of skeletal muscle cells as host cells
(Ferreira-da-Silva et al, 2008, 2009a, 2009b).

During infection with bradyzoites forms of the ME49 strain, some of these parasites
did not form tissue cysts directly, but differentiated into tachyzoites transiently, then

amplified the infection followed by bradyzoites interconversion initiating cystogenesis
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(Ferreira-da-Silva et al.,, 2008, 2009; Guimardes et al.,, 2008). Based on these
observations, our data suggested that the cystogenesis in vitro is an event dependent on
several factors, including the strain, the parasite load and cell type or the interaction of
these factors, which could be considered crucial for the establishment of the intracellular
cycle of T. gondii. Another important fact is that it was also possible to observe the
presence of syncytial forms associated with cyst formation using the parasitic load of 1:10
(parasite-host cell) in our cellular models of cats. This promoted ultrastructural studies to
explore the potential of cellular models and to characterize the enteroepithelial
reproductive stages of T. gondii

The ultrastructural observation of FIEC and CRFK cultures in assays using the ratio
1:10 or 1:20 (parasite-host cell) infected with bradyzoites, revealed morphological
characteristics decidedly different from that described in other cell types. One of the main
morphologic observations was the extremely well develop tubulovesicular membrane
network in the PV in accordance with the in vivo description made previously by Speer and
Dubey (2005). This is the main argument reinforcing the fact that the reproduction of the
enteric cycle of T. gondii in vitro can be obtained under our experimental conditions
associated with the cell type. Dense granules have been identified as organelles
responsible for the secretion of proteins, which have been located in the interior of the PV
and associated to the TMN, as soon as the parasite is completely inside the
parasitophorous vacuole (Sibley et al., 1986; Cesbron-Delauw, 1994). The function of
dense granule proteins has not totally yet been elucidated, in part because of the absence
of a homology with proteins of a known function. However, some evidences suggest that
the dense granule proteins are involved in the construction of the TMN (Sibley et al., 1995)
and that this network participates in the metabolic exchanges between the parasite and

the host cell, as well as in the transit of small molecules from the host cell cytosol to the
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parasite or the export of proteins and/or lipids from the parasite to the MPV and/or host cell
(Mercier, 2005).

Our observations of a very well developed TMN after the invasion of bradyzoites in
FIEC and CRFK suggest that the presence of the parasites in these cellular models could
be a signal for the induction of the enteroepithelial stages of T. gondii. The maintenance of
TMN in PV is indicative that the parasites are alive (Sibley et al., 1986), considering that
the association of TMN does not take place in PV containing dead or opsonized parasites
(Jones et al., 1972; Nichols and O’Connor, 1981). The hypertrophy of the TMN in the PV
described in FIEC does not have precedent in other mammal cellular models studied. This
finding strongly suggests that the molecular signaling or modulation to trigger the
differentiation of bradyzoites / schizont type A to type B is taking place, as has been
recently described in the intestine of cats in vivo, 3-6 days post infection (Speer and
Dubey, 2005). This hypothesis could also suggest that this differentiation is associated
with the molecular aspects present or absent, which could be restricted to cats, thereby
favoring the differentiation of parasites in their enteroepithelial stages that occur
exclusively in the definitive hosts.

A fact that deserves comment was the diversity of morphological characteristics of
the parasites inside the same vacuole during ultrastructural analysis in CRFK cultures
infected with bradyzoites forms with the 1:10 parasite-host cell ratio load. The
morphological characteristics of intravacuolar parasites were decidedly different from
those described so far with other cell types: vacuolar parasites embedded in a matrix with
no MTV, with a larger format, with more than one nucleus, relatively large lipid bodies,
dense granules and some amylopectin granules that are compatible with schizont type C,
similar to what was described in the intestine of cats in vivo, 3-6 days post-infection (Speer
and Dubey, 2005). Another aspect observed was the presence of intravacuolar parasites,

smaller than tachyzoites and bradyzoites, some with a round format and quite similar to
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the morphological characteristics previously described for schizont type E, identified by
Speer and Dubey (2005).

The experimental strategies implemented in this work reproduced in vitro the natural
microenvironment established during development of the parasite in the intestines of the
definitive host, the domestic cat. This feature can really represent the first disclosure of at
least partial reproducibility of the enteric cycle of T. gondii in vitro. The introduction of the
feline epithelial cells as the cellular model employed in this study showed that they can
contribute to new studies on the cell biology of the parasite. In other words, the FIEC or
feline epithelial cells are alternative methodologies to better understand the enteric cycle of
T. gondii under controlled conditions; also this is an open field for investigation into the
molecular aspects of this interaction that can contribute, for example, to the developing of

new strategies to intervene in one of the main routes that spreads toxoplasmosis.
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Legends to figures

Figure 1: Interaction of Toxoplasma gondii strain ME49 bradyzoites with FIEC in the
ratio 1:5 parasite-host cell. (A) 24 hpi, the early formation of parasitophorous vacuoles (PV)
containing bradyzoites, confirmed by immunostaining using antibodies anti-SAG1/TRITC
(SAG1 -), in green actin filaments revealed by Phalloidine-FITC and in blue the nuclei
visualized by stain with DAPI [Bar 10um]; (B) 48 hpi shows the conversion of bradyzoites
into tachyzoites by immunostaining (SAG1 +)[Bar 10um]; (C) 96 hpi shows the lysis of

FIEC with the liberation of tachyzoites from the cells (SAG1 +) [Bar 20um]

Figure 2: Average number of FIEC infected with bradyzoites of T. gondii ME-49 strain
using infective load of 1:5, 1:10 and 1:20 (parasite- host cell ratio); *p< 0.05; o

cystogenesis; ¢ syncytial forms.

Figure 3: Average number of CRFK line infected with bradyzoites of T. gondii ME-49
strain using infective load of 1:5, 1:10 and 1:20 (parasite- host cell ratio); *p <0.05; o

cystogenesis.

Figure 4: Interaction of T. gondii strain ME49 bradyzoites and FIEC, in the ratio 1:10
parasite-host cell. (A) Formation of cystic like structures after 3 dpi and (B) 6 dpi as seen by
phase contrast microscopy; (C) Presence of cysts of T. gondii (revealed by lectin DBA-
TRITC) in FIEC at 6 dpi. Sequential sections (Ca-Cf) demonstrate the formation of cysts

containing bradyzoites (red) and tachyzoites (SAG+) (green). [Bar 20um]

Figure 5: Interaction of T. gondii strain ME49 bradyzoites and CRFK, in the ratio 1:10
parasite-host cell. (A) Formation of cystic like structures after 96 hpi stained with Giemsa

(thin arrow). Note that some parasites were found near the cystic like structures
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(arrowhead) [Bar 20um]; (B) Presence of cysts of T. gondii revealed by lectin DBA-TRITC
(thin arrow), in blue the nuclei of parasites visualized by stain with DAPI (thick arrow) and in
green tachyzoites revealed by antibody anti-SAG + [Bar 10um]; (CF) Cysts of T. gondii in
CRFK after 13 days of infection. (CD) Reconstruction and section of the same cyst
revealed by immunostaining with TRITC-lectin DBA clearly showing the cyst wall (thin
arrow) and in blue the nuclei of parasites (thick arrow). (EF) Reconstruction and section of
other cysts revealed by immunostaining with TRITC-lectin DBA (thin arrow) and in blue the

nuclei of parasites (thick arrow) and the nuclei of the host cells. [Bar S5um]

Figure 6: Interaction of T. gondii-CRFK at 8 dpi and 10 dpi. (A) Two VPs in the same
host cell (thin arrow) containing parasites (thick arrow) in a typical rosette connected to the
residual body by their posterior ends (arrowhead) at 8 dpi [Bar 2um]; (B) At 10 dpi a well
developed TMN was found anchoring the parasites (thick arrow) to the internal vacuolar
membrane and also covering the parasites (arrowhead), thin arrows show the membrane of

the host cell [Bar 1um].

Figure 7: Cysts of T. gondii in CRFK at 13 dpi. (A) Intravacuolar structures of various
sizes containing parasites with overlapping features like T. gondii cyst. [Bar 5um]; (B) Cyst
of T. gondii (C) near the host cell nuclei (HCN) containing parasites (P) with a large
amount of amylopectin granules (Am) [Bar 1um]; (C) Cyst of T. gondii presenting its
electrondense cyst wall (CW) containing parasites showing a large number of amylopectin

granules (Am) in CRFK with little cytoplasm [Bar 1um].

Figure 8: Interaction of T. gondii in the ratio 1:20 (parasites/FIEC) at 6 dpi. (A) PV with
several parasites (P) during the polyendodiogeny replication presenting a vacuolar matrix

with tubulovesicular membrane network (TMN). Note the parasitophorous vacuole
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containing parasites (P) associated to endoplasmatic reticulum (ER), mitochondria (Mi) and
lipids droplets (Li); (B) Detail of parasitophorous vacuole membrane (PVM) closely related
with ER and a well developed TMN; (C) PV presenting intravacuolar parasites with large
lipid bodies (Li) and mitochondria (Mi) in asynchronous division, without typical rosette
formations. The PV also presenting close association of ER and Mitochondrion (Mi) of the

host cell (HC). [Bars 500nm]

Figure 9: Syncytial forms of T. gondii in CRFK. (A and B) Parasites (P) in
parasitophorous vacuoles containing a highly developed tubulovesicular membrane
network (TMN) at 7 dpi seen by TEM [Bar 500nm]; (C) PV presenting parasites with a
large amount of amylopectin granules (Am), a round structure multinucleated with a large
volume closely associated with the PVM, containing amylopectin granules (Am), lipid
bodies (Li), more than one nucleus (N) and small vesicles that appear to spring from this
structure in pellicular protrusions (arrowhead) [Bar 1um]; (D) Many parasites in disarray
and noticeably smaller than the standard sized parasites are seen among others in a

typical rosette connected to the residual body (RB) [Bar S5um].
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