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RESUMO

Toxoplasmose é uma doenca causada pelo protozoério Toxoplasma gondii que afeta todos os
animais de sangue quente, incluindo humanos. A capacidade de infectar qualquer célula
nucleada permite que o T. gondii se dissemine para qualquer tecido do corpo, apresentando
tropismo pelo tecido muscular esquelético e pelo sistema nervoso central (SNC), este Gltimo o
mais seriamente acometido. Ao longo das Ultimas décadas, os astrocitos tém emergido pelas
descobertas de suas inumeras fungbes no SNC, sendo que alguns estudos tém
responsabilizado este tipo celular como capaz de sustentar o encistamento de T. gondii. Ja foi
demonstrado que a infeccdo de células musculares esqueléticas por este parasito modula o
metabolismo de lipidios e que os corpusculos lipidicos sdo recrutados para o vacuolo
parasitéforo. Tendo como base culturas primarias de astrocitos murinos, realizamos
experimentos com os objetivos de avaliar comparativamente a infectividade de duas cepas
polares (ME-49 e RH) de T. gondii frente a essas células, a participacdo de estruturas de
astrdcitos, como corpusculos lipidicos (CL) e filamentos intermediarios durante o ciclo litico
e a cistogénese de T. gondii. Nossos resultados apontam uma suscetibilidade de astrocitos em
albergar os parasitos das duas cepas até 144 h ap6s a infeccdo, com a presenca de numeros
variados de vacuolos parasitéforos e parasitos, bem como a presenca de cistos. A infeccdo de
células com a cepa ME-49 obteve um percentual maximo de 57,4%, enquanto as infectadas
com a cepa RH, 38,97%. O desenvolvimento intracelular do parasito foi monitorado por
analises citoquimica, que confirmou a presenca de cistos e de corpusculos lipidicos para a
cepa ME-49. A andlise ultraestrutural desta interacdo demonstrou o recrutamento importante
de organelas de astrocitos, que incluem mitocondrias, reticulo endoplasmatico e corplsculos
lipidicos, mantendo estreito contato com a membrana do vacuolo parasitoforo. Esta
associacdo é mantida durante os diversos estagios do desenvolvimento intracelular do
parasito, quer ao longo do curso do estabelecimento do ciclo litico, como também durante o
processo da cistogénese, quando essas organelas permanecem interagindo com a parede
cistica. Além disso, a proteina GFAP (proteina acida fibrilar glial) associada ao filamento
intermediario de classe-111 é restruturada em torno do vacuolo parasitéforo e de maneira mais
intensa ao redor do cisto. Este conjunto de dados sugere que o T. gondii é capaz de modular a
resposta celular de astrocitos que certamente auxilia no estabelecimento do ciclo litico e que
garante sua manuten¢ao no seu estagio dormente durante a fase crénica da infeccao.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, astrécitos, cistogénese, corpusculos lipidicos
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is a disease that affects all warm-blooded animals, including humans. The
ability to infect any nucleated cell allows Toxoplasma gondii to spread to any tissue in the
body, demonstrating a parasite tropism for skeletal muscle tissue and central nervous system
(CNS). In last few decades, astrocytes have emerged from the discoveries of their
innumerable functions in the CNS, and some studies have blamed this cell type in the
maintenance of supporting T. gondii cystogenesis. It was previously described that the
infection of skeletal muscle cells by this parasite modulates host lipid metabolism and that
lipid droplets (LD) are recruited to the parasitophorous vacuole. Based on primary cultures of
murine astrocytes, we performed experiments with the objective of comparatively evaluating
the infectivity of T. gondii polar strains (ME-49 and RH) against these cells, evaluating the
participation of astrocyte structures, such as lipid droplets (LD) and intermediate filaments
during the lytic cycle and the cystogenesis of T. gondii. Our results indicate a susceptibility of
astrocytes to harbor the parasites of both strains up to 144 h after infection, with the presence
of varied numbers of parasitophorous vacuoles and parasites, as well as the presence of cysts.
The infection of cells with the ME-49 strain obtained a maximum percentage of 57.4%, while
those infected with the RH strain, 38.97%. The intracellular development of the parasite was
monitored by cytochemical analysis, which confirmed the presence of cysts and lipid droplets
for the ME-49 strain. The ultrastructural evaluation of this interaction demonstrated the
important recruitment of astrocyte organelles, which include mitochondria, endoplasmic
reticulum and LD, maintaining close contact with the parasitophorous vacuole membrane.
Such association is maintained during the various stages of intracellular development of the
parasite both along the course of the establishment of the lytic cycle and during the process of
cystogenesis when these organelles are in close contact to the cystic wall. In addition, the
GFAP (glial fibrillary acid protein) associated with the class-11l intermediate filament is
restructured around the parasitophorous vacuole and more intensely around the cyst. Our data
suggests that T. gondii modulates the cellular response of astrocytes in order to facilitate the
establishment of the lytic cycle, guaranteeing its maintenance in dormancy stage during
chronic phase of the infection.

Keywords: Toxoplasma gondii, astrocytes, cystogenesis, lipid droplets.
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I. INTRODUCAO

1.1 TOXOPLASMA GONDII

O protozoario intracelular obrigatério Toxoplasma gondii € um dos patégenos de
maior distribuicdo na Terra e ndo conhece fronteiras geograficas. O T. gondii é o agente
causador da toxoplasmose, uma zoonose de importancia médica e veterinaria, considerando-
se que pode causar aborto e doencas congénitas em seus hospedeiros intermediérios e
definitivos (Tenter et al., 2000; Dubey, 2010). O parasito é capaz de infectar e se replicar em
qualquer célula nucleada de aves e mamiferos, incluindo o homem. Estima-se que a sua
soroprevaléncia em humanos varie de 30 a 70%, dependendo da regido mundial (Blanchard et
al., 2015).

Os hospedeiros intermedidrios e definitivos podem adquirir a infec¢éo principalmente:
pela ingestdo de oocistos do meio ambiente, pela ingestdo de cistos teciduais presentes em
carne crua ou malcozida, ou ainda por transmissao transplacentéria de taquizoitos (Remington
e Desmonts, 1990; Evans, 1992; Dubey et al., 1998; Tenter et al., 2000).

Numa revisao recente realizada por Dubey (2010), T. gondii foi classificado taxonomicamente
como:

Filo: Apicomplexa (Levine, 1970)

Classe: Sporozoasida (Leukart, 1879)

Sub-Classe: Coccidiasina (Leukart, 1879)

Ordem: Eimeriorina (Leger, 1911)

Familia: Toxoplasmatidae (Biocca, 1956)

Género: Toxoplasma (Nicole e Manceaux, 1909)

Espécie: Toxoplasma gondii (Nicole e Manceaux, 1909)

O protozoério foi descrito pela primeira vez em 1908 na Tunisia, norte da Africa por
Nicole e Manceaux, que o isolaram de um roedor (Ctenodactylus gundi), que era utilizado

para pesquisas sobre leishmaniose. A principio acreditaram que era um organismo do género



Leishmania, porém descobriram que se tratava de uma nova espécie. No mesmo ano no
Brasil, o parasito era descrito por Splendore (1908), que o isolou de coelhos, denominando-o
de Toxoplasma cuniculi. Um ano mais tarde, foi verificado que se tratava de uma Unica
espécie, prevalecendo a designacdo Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1909;
Splendore, 1909).

1.2 FORMAS INFECTIVAS

O nome Toxoplasma (toxo = arco; plasma = forma) deriva do seu formato. T. gondii
pode assumir 3 formas infecciosas, responsaveis pela transmissdo da toxoplasmose:
taquizoitos (livres), bradizoitos (em cistos) e esporozoitos (em oocistos) (Hill et al., 2005).
Estas formas sdo estruturalmente semelhantes, porém apresentam algumas diferencas em suas
organelas, que possuem papeis cruciais nos processos de adesdo e invasdo (Dubey et al.,
1998).

1.2.1. Taquizoitos

O termo "taquizoito" (tachos = rapido em grego) refere-se ao estagio de rapida
multiplicagdo em quaisquer células nucleadas dos hospedeiros intermediarios e em celulas
ndo epiteliais intestinais dos hospedeiros definitivos. O taquizoito é uma célula polarizada,
que possui forma alongada, sendo sua regido anterior afilada e a posterior arredondada.
Medem cerca de 6 um de comprimento e 2 um de largura. Ultraestruturalmente, o taquizoito é
revestido por uma pelicula trimembranar e possui diversas organelas, incluindo uma
mitocdndria Unica e ramificada, reticulo endoplasmatico liso e rugoso, Golgi, apicoplasto,
corpos lipidicos, granulos densos, citoesqueleto, microporo e um ndcleo situado em sua
regido mediana. Formando seu complexo apical (regido anterior ou apical do corpo) estéo
presentes: o anel polar, os anéis pré-conoidais, os microttbulos intraconoidais, o condide,
além das organelas secretorias, roptrias e micronemas (Fig. 1.2) (de Souza et al., 2010;
Paredes-Santos et al., 2012). Embora os taquizoitos ndo possuam meios de locomog¢do como
cilios, flagelos ou pseuddpodes, podem se mover por deslizamento, flexionamento,

ondulacOes e rotacdes. O taquizoito invade a célula por penetracdo ativa, e 0 processo se



inicia quando entra em contato com a superficie celular e secreta proteinas dos micronemas e
roptrias. Apos invadir a célula, o taquizoito encontra-se envolto pela membrana do vacuolo
parasitéforo (MVP), que tem sua composicédo derivada de moléculas secretadas pelo parasito,
além daquelas oriundas da célula hospedeira (Dubey et al., 1998; Hill et al., 2005; de Souza et
al., 2010). Este vacuolo consegue evitar a fusdo com as vias endolisossomais da célula
hospedeira, permitindo a sobrevivéncia e desenvolvimento do parasito. No interior do vacuolo
parasitéforo o T. gondii se divide assexuadamente por endodiogenia, um processo que ocorre
a cada 6-8 h (Mordue et al., 1999; Halonen e Weiss, 2013; Francia e Striepen, 2014), que
consiste na formacdo de duas progénies, a partir da célula mae, a qual é entdo consumida

pelas descendentes antes de se separarem dela (Fig. 1.1) (Dubey et al., 1998).

Figura 1.1. Processo de divisdo de taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos por

endodiogenia (de Souza et al., 2010).

1.2.2. Bradizoitos e cistos teciduais

Os bradizoitos (brady = lento em grego) sdo morfologicamente semelhantes aos

taquizoitos, porém se replicam lentamente. Ultraestruturalmente, bradizoitos apresentam as



mesmas organelas que os taquizoitos, no entanto, possuem o nucleo localizado em diregdo a
extremidade posterior, enquanto nos taquizoitos essa estrutura € mais centralizada; possuem
roptrias eletrondensas, maior abundancia de micronemas, menos granulos densos e maior
numero de granulos de amilopectina. Corpos lipidicos ndo sdo encontrados em bradizoitos,
ocorrendo ocasionalmente em taquizoitos. Por outro lado, bradizoitos s&o menos suscetiveis a
destruicdo por enzimas proteoliticas do que taquizoitos. Ambos estagios sdo intracelulares e
se dividem por endodiogenia. Os bradizoitos possuem aproximadamente 7 um de
comprimento x 1,5 pum de largura e estdo presentes no interior de cistos, que possuem a
parede cistica eléstica e fina (Montoya e Liesenfeld, 2004; Hill et al., 2005; Dubey, 2010;
Weiss e Kim, 2011).

O tamanho dos cistos depende de fatores como idade, célula hospedeira e cepa de T.
gondii. Cistos jovens podem ter 5 um de didmetro e abrigar apenas dois bradizoitos, enquanto
cistos maduros podem abrigar milhares de parasitos. Bradizoitos se desenvolvendo em cistos
sdo comuns em uma variedade de tecidos, sendo encontrados principalmente nos tecidos
neurais, como cérebro e retina, bem como nos musculares, como coracdo e mausculos
esqueléticos. Cistos cerebrais sdo geralmente esféricos e podem atingir até 70 um de
diametro, enquanto cistos intramusculares sdo alongados e podem ter 100 pm de
comprimento (Fig. 1.2) (Weiss e Kim, 2007; Dubey, 2010).

Bradizoitos no interior de cistos estdo protegidos do sistema imune, caracterizando a
fase cronica da toxoplasmose (Weiss e Kim, 2011), podendo persistir por toda a vida do
hospedeiro (Ferguson e Hutchison, 1987). No entanto, existem riscos de reativacdo da fase
aguda da infec¢do quando o sistema imune do hospedeiro se encontra comprometido, como
por exemplo, em pacientes portadores de HIV e/ou sob tratamento com corticosteroides,
radiacdo, drogas antineoplasicas e outros transtornos imunoldgicos (Suzuki et al., 1988; Gross
etal., 1997).
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1.2.3. Esporozoitos e oocistos

Esporozoitos sdo as formas infectivas de T. gondii presentes no interior de oocistos.
Cada oocisto contém dois esporocistos, 0s quais contém quatro esporozoitos cada. Os
esporozoitos possuem um tamanho de cerca de 8 um de comprimento por 2 um de largura e,
ultraestruturalmente, sdo semelhantes aos taquizoitos, embora apresentem um nucleo
subterminal e maior abundancia de algumas organelas, como réptrias de morfologia mista,
eletrondensas e eletron-lucentes, micronemas, granulos de amilopectina e corpos lipidicos
(Fig. 1.3) (Dubey, 2010; Dubey et al., 1970).

Membros da familia dos felideos sdo os hospedeiros definitivos do T. gondii, podendo
disseminar oocistos depois de ingerir quaisquer dos trés estagios infecciosos. Somente no
intestino desses animais ocorre a reproducdo sexuada do parasito, resultando na producéo de
oocistos. Durante a fase aguda da infeccdo milhdes de oocistos séo eliminados nas fezes dos
felideos por 7-21 dias. (Dubey et al., 1970, Frenkel, 1973). Os oocistos infecciosos sdo
ovoides, medem 11 x 13 pum e possuem uma parede rica em proteinas, que atua como uma
barreira evitando que 0s esporozoitos no seu interior sofram ataques fisicos e quimicos
(Ferguson et al., 1979; Speer et al., 1998; Dumeétre et al., 2013; Freppel et al., 2016). No

ambiente, sob condi¢des de umidade, aeracdo e temperatura quente, os oocistos eliminados



nas fezes de gatos esporulam dentro de 1 a 5 dias, tornando-se infecciosos. S&o0 muito
resistentes e podem sobreviver a periodos de frio e desidratagdo, permanecendo vidveis em
solos umidos ou arenosos por um ano ou mais (Frenkel, 1988; Jackson e Hutchison, 1989;
Evans, 1992; Dubey, 1986; Dubey et al., 1998).

A ingestdo de agua, frutas e vegetais crus contaminados com oocistos tém sido
identificadas como importantes fatores de risco para a infeccdo humana (Dubey 2010, Pereira
etal., 2010). Uma vez ingeridos, os oocistos sofrem acdo do suco gastrico rompendo a sua
parede e liberando os esporozoitos que ao penetrarem no epitélio intestinal se diferenciam em
taquizoitos (Frenkel, 1988).

Anéis apicais
Anéis polares
Condide
Mictonemas
Roptias
Plasmalema

Amilopedina
Mitocdndria
Apicoplasto
Golgi

Centiolos
Reticulo endoplasmatico nugoso

Muden
Granulos densos

~__. Corwos lipidicos

/ P cro podterior

E sPOROZOFTO

Figura 1.3. Esquema de um esporozoito de T. gondii. Adaptado de Dubey et al.
(1998).



1.3. CICLO BIOLOGICO DO T. GONDI|I

O ciclo de vida de T. gondii (Fig. 1.4) é complexo, possuindo uma fase sexuada, que
ocorre nas células epiteliais intestinais dos hospedeiros definitivos, ou seja, gatos e outros
felideos, e uma fase assexuada, que ocorre tanto nesses animais quanto nos hospedeiros
intermediérios, animais de sangue quente, incluindo aves e 0 homem (Dubey et al., 1998). A
infeccdo dos hospedeiros intermediérios pode ocorrer pela ingestdo de cistos e oocistos, que
tem suas paredes rompidas por enzimas gastricas, dos quais bradizoitos e esporozoitos,
respectivamente, emergem e penetram nas células da mucosa intestinal, onde se convertem
em taquizoitos (Rougier et al., 2016). Os taquizoitos se disseminam, multiplicando-se, o que
ocasiona a ruptura da célula e liberagdo dos parasitos na corrente sanguinea, para que invadam
novas células hospedeiras, caracterizando o ciclo litico (Sibley et al., 2009). Fatores como a
pressdo do sistema imune, estresse ambiental, dentre outros, favorecem a diferenciacdo de
taquizoitos em bradizoitos, que se multiplicam lentamente, preferencialmente dentro das
células de vida longa, como as do sistema nervoso central (SNC) e musculatura esquelética, o
que assegura a manutencédo da infec¢do por longos periodos. Os bradizoitos formam cistos, e
embora possuam um metabolismo lento, podem romper o cisto, se transformando novamente
em taquizoitos e invadindo novas células, para entdo repetirem o ciclo litico ou se convertem
em bradizoitos formando novos cistos (Frenkel, 1973; Dubey et al., 1997; Tenter et al., 2000).
A fase sexuada ocorre nos enterécitos dos felideos, culminando na formacdo de oocistos ndo
esporulados, que séo eliminados aos milhares no ambiente através de suas fezes (Dubey et al.,
1970). Os oocistos se tornam esporulados mediante condi¢cdes propicias de temperatura,
umidade e oxigenacgdo, podendo permanecer assim por muitos anos. S8o resistentes aos
desinfetantes quimicos comuns e forgas fisicas, e podem infectar animais de sangue quente
guando ingeridos através da agua ou alimentos contaminados. Os oocistos também sdo
infecciosos para os hospedeiros definitivos, embora de forma pouco eficiente (Frenkel et al.,
1975; Dubey et al., 1998; Robert-Gangneux et al., 2012).
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Figura 1.4. Esquema do ciclo de vida de T. gondii nos hospedeiros intermediarios e
definitivos. Moura et al. (2009).

1.4. CEPAS DE T. GONDII

T. gondii é classificado em trés linhagens clonais predominantes, designadas tipos 1, 11
e I11, que foram isoladas da América do Norte e Europa. Embora sejam geneticamente muito
semelhantes, possuem 1 a 2% de diferencas em seus nucleotideos, bem como diferencas
fenotipicas, que influenciam quanto ao seu crescimento, viruléncia e capacidade de formar
cistos. Analises de polimorfismo apontam que as diferentes linhagens surgiram apds um
cruzamento genético, 0 que causou a sua expansdo (Howe e Sibley, 1995; Su et al., 2003;
Sibley et al., 2009). A linhagem tipo | cresce rapidamente e é altamente virulenta, levando a
morte de camundongos em pouco tempo. Taquizoitos do tipo | sd0 menos propensos a se
converterem em bradizoitos, causando, frequentemente, doenca aguda em seus hospedeiros.
Sua cepa mais comumente utilizada em laborato6rios é conhecida como RH, e acredita-se que
tenha perdido a capacidade de formar cistos maduros devido a sua alta propagacéo in vitro.
Desta forma, embora cresca rapido e seja facil de ser manipulada geneticamente, a cepa RH
ndo é a melhor escolha quando se quer estudar a cistogénese (Akins et al., 2004; Sullivan e



Jeffers, 2012; Weiss e Kim, 2013). Outra caracteristica de infec¢des causadas por parasitos da
linhagem | é que se disseminam rapidamente, alcancando uma alta carga parasitaria, mesmo
com um inoculo inicial baixo (Mordue et al., 2001). A linhagem do tipo Il (ex. cepas
Prugniaud e ME-49) possui viruléncia intermediaria, baixa taxa de replicacdo, formando
cistos in vitro e in vivo. E a linhagem mais frequentemente associada em casos de portadores
HIV positivos e em infeccBes congénitas na América do Norte (Howe e Sibley, 1995; Howe
et al., 1997), além de ser a mais comum em casos clinicos de toxoplasmose humana (Howe et
al., 1997). A cepa ME-49 ¢é a mais utilizada quando se quer obter cistos para experimentos,
bem como investigar o processo de cistogénese (Dubey et al., 1998; Guimarées et al., 2008,
2009; De Muno et al., 2014). A linhagem tipo 111 é considerada a de mais baixa viruléncia, de
crescimento mais lento, e assim como a Il, forma cistos, porém ndo é associada com

toxoplasmose clinica em humanos (Sullivan e Jeffers, 2012; Knoll et al., 2014).

Existem cepas que apresentam gendtipos distintos, sendo denominadas cepas atipicas
(Ajzenberg, 2010), que surgem a partir de cruzamento de duas cepas distintas durante o ciclo
sexuado do parasito no intestino de felideos infectados, dando origem a esporozoitos com um
perfil genético diferenciado. Cepas atipicas diferem em viruléncia, prevaléncia, capacidade
migratdria no hospedeiro e na formacéo de cistos teciduais. Na América do Sul e Africa tém
sido identificados varios gendtipos atipicos, indicativo de que nestes continentes a replicacédo
sexual do parasito ocorra com alta frequéncia quando comparada a qualquer outra parte do
mundo (Flegr et al., 2014). A alta diversidade genética de T. gondii j& foi identificada no
Brasil a partir de isolados de varios animais, tais como, galinhas (Dubey et al., 2008; Lopes et
al., 2016), gatos, cachorros (Pena et al., 2008) e suinos destinados ao consumo humano

(Frazéo-Teixeira et al., 2011).

1.5. CICLO INTRACELULAR

1.5.1 Ciclo litico

O estabelecimento da infecgdo de células hospedeiras pelo T. gondii implica na
penetracdo ativa do parasito que garanta o seu ndo reconhecimento no interior da célula,
induzindo ao bloqueio da fusdo fagolissosomal (Jones et al., 1972; Mordue e Sibley, 1997;
Yamamoto e Takeda, 2012). O processo de interacdo parasito-célula hospedeira se inicia pelo
deslizamento do parasito e a sua adesdao via proteinas de superficie do parasito, as SAGs
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(“surface antigens™) e as SRSs (“SAG related surface antigens”) com moléculas da matriz
extracelular como heparan sulfato e laminina (Blader e Saeji, 2009). Associado a este
processo, organelas secretoras localizadas na regido apical participam da adesdo, invasédo e
manutencdo do parasito no interior da célula. Os micronemas por meio de proteinas adesivas
como, AMAL, as MICs e a M2AP interagem com componentes de superficie da célula
hospedeira. Outras proteinas com dominio transmembrana fazem parte do glideossomo
(inseridas na pelicula para deslocamento do parasito), se conectam entre a célula hospedeira e
a maquinaria interna do protozoario (Sheiner et al., 2010; Tardieux e Baum, 2016). Proteinas
secretadas pelas roptrias tem participagdo ativa (RON-2, RON-4, RON-5 e RON-8) na
invasdo formando uma estrutura transitéria, com constricdo em torno do corpo do parasito, a
juncao movel, que funciona como uma “peneira”, selecionando 0os componentes da membrana
do hospedeiro que irdo integrar a membrana do vacuolo parasitéforo (Alexander et al., 2005;
Besteiro et al., 2011).

O processo de invasdo envolve ainda, a membrana plasmatica da célula hospedeira:
invaginacdo e formacao do vacuolo parasitéforo, no qual o parasito ficard abrigado e em ativa
multiplicacdo intracelular (Shen e Sibley, 2012). Outra via de acesso do parasito a célula
hospedeira € por fagocitose, confirmado por ensaios com dinasoro, um inibidor da via
endocitica (Jones e Hirsch, 1972; Morisaki et al., 1995; Guimaraes et al., 2008; Kirchhausen
et al., 2008; Caldas et al., 2009).

J& no interior do vacutolo parasitéforo, proteinas secretadas pelas réptrias (ROPs) sdo
liberadas em sequéncia as RONs, migrando para a membrana do vacuolo parasitéforo (MVP),
para o interior da célula hospedeira ou para o limen do vactolo parasitéforo em formacéo
(Boothroyd e Dubremetz, 2008). Concomitante, proteinas dos granulos densos secretadas
durante e ap0s a invasdo do parasito, permanecem sollveis no Iimen do VP ou tornam-se
associadas a MVP ou a rede tabulovesicular (RTV), dentro do VP (Mercier et al., 2002;
Magno et al., 2005; Vommaro et al., 2014). Estas proteinas modificam o ambiente dentro do
VP garantindo a sobrevivéncia e replicacdo do parasito, promovendo o transporte de ions,
lipidios, carboidratos, ATP e aminoacidos (Peng et al., 2011). Além disso, o T. gondii por
meio da secrecdo de proteinas das roptrias promove o recrutamento de outras estruturas da
celula, tais como, mitocondrias, reticulo endoplasmatico e corpusculos lipidicos (Sinai et al.,
1997, 2001; Gomes et al., 2014; Mota et al., 2014). A hipGtese mais aceita € que este

recrutamento iria se favorecer da maquinaria energética da célula hospedeira, garantindo o seu
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desenvolvimento intracelular e manutengdo durante a fase cronica da infeccéo (Sinai e Joiner,
1997; Laliberté e Carruthers, 2008; Peng et al., 2011; Gomes et al., 2014).

Ap0s os varios ciclos de divisdo celular, cerca de 48 h apds a invasdo, periodo que
varia com a cepa, ocorre o egresso do parasito da célula hospedeira. Este processo se inicia
com o aumento do influxo intracelular de célcio (pela producdo de &cido absisico pelos
parasitos), fragmentacdo da RTV, extrusao do condide, secrecdo de proteinas dos micronemas
semelhantes as porinas, que se inserem na MVP, permeabilizando-a e facilitando o escape do
parasito do VP (Kafsack et al.,, 2009). No citoplasma, frente & membrana da célula
hospedeira, também permeabilizada pela acdo das porinas, T. gondii alcanca 0 meio
extracelular e esta apto a invadir novas células, concluindo assim o ciclo litico (Caldas et al.,
2010; Blackman e Carruthers, 2013).

1.5.2 Cistogénese

O é&cido absisico parece ter um papel decisivo no destino intracelular do T. gondii.
Assim, a sinalizacdo de célcio mediada por este &cido influencia diretamente no
direcionamento para o ciclo litico ou a cistogénese. Desta forma, experimentalmente tem se
demonstrado que a inibi¢do da producdo do acido absisico leva ao encistamento (Nagamune
et al., 2008).

Outro fator importante para o encistamento é a diferenciacdo de formas taquizoitas
para bradizoitas de T. gondii, que permite a manutencdo do parasito dentro do hospedeiro por
um longo periodo, talvez pela vida inteira do hospedeiro (Frenkel, 1973; Weiss e Kim, 2011;
Schliter et al., 2014).

Dada a importancia do desenvolvimento de cistos teciduais como um dos principais
mecanismos de persisténcia da infeccdo, diversos trabalhos tém desenvolvido métodos para
melhor compreensdo da diferenciacdo em bradizoitos, embora as bases moleculares para o
desenvolvimento desta modificacdo ainda sejam pouco conhecidas (White et al., 2014). A
estagio conversdo € associada com a regulacdo positiva e negativa de varios genes expressos
em estagios especificos (Behnke et al., 2008; Naguleswaran et al., 2010) que codificam varias

proteinas de superficie, proteinas de choque térmico, enzimas, em especial da via glicolitica,
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proteinas secretoras/excretoras, proteinas da parede cistica, fatores de transcricao, entre outros
(Manger et al., 1998; Radke et al., 2005; Naguleswaran et al., 2010).

Cepas de T. gondii avirulentas do tipo 1l (VEG, ME-49; Beverley, Prugniaud e NTE),
produzem cistos teciduais espontaneamente in vitro com mais frequéncia (Lindsay et al.,
1993; McHugh et al., 1993; De Muno et al., 2014) e em maior nimero quando comparadas as
cepas virulentas do tipo | (cepa RH e BK) (Bohne et al., 1994; Bohne et al., 1999; Ferreira-
da-Silva et al., 2009Db).

Alguns estudos sobre o estagio-conversdo taquizoito«<»bradizoito propdem que o tipo
celular ndo influencia na formac&o de cistos teciduais (Lindsay et al., 1991). Esta proposta é
sustentada por resultados mostrados em varios estudos onde a interconversdo pode ser
induzida in vitro por mudancas na temperatura ou no pH do meio (Soete et al., 1994), por
citocinas pré-inflamatdrias (Bohne et al., 1994), ou delecdo de nutrientes do meio (Fox et al.,
2004). Soete et al. (1994) detectaram antigenos especificos para bradizoitos (BAG-1) e
formacdo de estruturas cisticas em culturas celulares das linhagens Vero e HFF infectadas
com T. gondii (cepa RH), quando submetidas a estresse fisico e metabolico. Ferreira-da-Silva
et al. (2009-a, -b) empregando células musculares esqueléticas sugeriram que fatores
inerentes ao tipo celular possam ser determinantes na formagdo de cistos. As culturas
primarias de células musculares esqueléticas foram infectadas com taquizoitos da cepa
virulenta tipo | (RH) e verificou-se a conversdo de taquizoito para bradizoito na auséncia de
estimulos exdgenos de estresse. Além disso, linhagens de células musculares mostram ser
mais eficientes na capacidade de interconversdo quando comparadas as culturas de
fibroblastos, reforcando a ideia de que o fendmeno de conversdo do T. gondii esta associado a
outros fatores, como por exemplo, o microambiente celular onde a infeccdo se estabeleca
(Ferreira-da-Silva et al., 2008, 2009 -3, -b).

A descoberta de antigenos estagio-especifico, e consequente producdo de anticorpos
contra esses antigenos, favoreceram os estudos da cistogénese in vitro, com cepas avirulentas
(tipos Il e 1) (Weiss e Kim, 2011) e dos mecanismos de interconversao in vitro (Bohne et al.,
1993; Lindsay et al., 1993; McHugh et al., 1993; Soete et al., 1993; Bohne et al., 1994; Soete
et al., 1994; Gross et al., 1996; Sahm et al., 1997; Guimardes et al., 2008; Ferreira-da-Silva
et al., 2008, 2009a; De Muno et al., 2014; Garcia, 2016).
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O emprego do anticorpo CC2 especifico para parede cistica possibilitou identificar
cistos teciduais em cultura de astrécitos e de neurénios de tecido de feto humano, com a cepa
ME-49 (Halonen et al., 1996). In vivo, quando bradizoitos sdo inoculados em camundongos
por qualquer via, o periodo minimo para formacdo de cistos teciduais biologicamente
funcionais é de 6 dias pos-infeccdo (Dubey e Frenkel, 1976). Outros ensaios in Vivo
demonstraram que todos os bradizoitos convertem para a forma taquizoita 18 h p6s-infec¢édo e
foram negativos para o antigeno BAG-5, que reconhece especificamente antigenos de
bradizoitos, 48 h pds-infeccdo (Dubey, 1997). Weiss et al. (1995) usaram o anticorpo anti-
BAGS e observaram a formacdo de cistos trés dias pos-indculo de estagios bradizoitos da
cepa ME49 em fibroblastos humanos. Estes autores sugerem que alguns bradizoitos formem
cistos teciduais diretamente sem conversao transitoria em taquizoito, como também descrita
por Guimardaes et al. (2008, 2009), empregando células musculares esqueléticas. Weilhammer
et al. (2012) ao demonstrarem a formacdo de cistos em fibroblastos HFF e células Vero in
vitro descreveram a influéncia da célula hospedeira no processo de encistamento. Paredes-
Santos et al. (2013) por sua vez, observaram que células epiteliais LLC-MK; apds 4 dias de
infeccdo com taquizoitos da cepa EGS formaram cistos de forma espontanea em maior
quantidade quando comparadas com fibroblastos HSFS e linhagem de células da glia. Esses
estudos corroboram com os de células epiteliais como produtores de cistos, sem qualquer
manobra experimental (De Muno et al., 2014).

1.6. ASTROCITOS

1.6.1 Biologia

O SNC é constituido por neurdnios e células da glia, que incluem microglias,
oligodendrdcitos e astrocitos, sendo os astrécitos o tipo celular mais abundante (Fields e
Stevens-Graham, 2002). Durante muito tempo, os astrdcitos foram conhecidos erroneamente
como “cola" cerebral (glia é o termo grego para cola), além de serem considerados
secundarios aos neurénios em relagdo as fungGes no SNC. O termo astrocito foi usado pela
primeira vez em 1839 por Michael von Lenhossek, devido a sua morfologia estrelada
(Oberheim et al., 2012; Kiray et al., 2016). No século 19 estas células foram classificadas em
astrocitos protoplasmaticos e fibrosos, o que ainda € valido até hoje. As diferencas entre 0s

dois tipos celulares baseiam-se em sua morfologia e localiza¢do. Astrocitos protoplasmaticos
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sdo encontrados distribuidos por toda a matéria cinza, sdo mais complexos, apresentando
inimeros processos ramificados, que originam ramificacbes mais finas, formando uma
distribuicdo globdide. Astrocitos fibrosos sdo encontrados por toda a matéria branca, sdo
menos complexos e possuem diversos processos longos, finos e ndo ramificados (Ramon e
Cajal, 1909; Sofroniew e Vinters, 2010). Diferentes estudos neuroanatdmicos revelaram que
0s processos dos dois tipos de astrocitos envolvem vasos sanguineos, as ramificacdes dos
astrocitos protoplasmaticos as sinapses, enquanto o0s processos dos astrocitos fibrosos
envolvem os nds de Ranvier. Ambos formam juncdes do tipo gap entre astrocitos vizinhos
(Peters et al., 1991; Sofroniew e Vinters, 2010). Os astrocitos protoplasméticos sdo o tipo
celular mais abundante no cortex cerebral de seres humanos e roedores, porém em humanos
sdo maiores, mais diversos e mais complexos (DeFelipe et al., 2002; Oberheim et al., 2009).
Um dos principais filamentos intermediarios de astrocitos, a proteina &cida fibrilar glial
(GFAP), se tornou o principal marcador para a identificacdo dessas células através de técnicas
de imunohistoquimica (Eng et al., 2000). De maneira geral, os astrocitos possuem formas
espongiformes, com diametros variando de 40-60 um e volume de ~6.6 x 104 pm?, sendo que
em torno de 90-95% de sua area é formada por processos e ramificagbes. Estima-se que
apenas 15% do volume de um astrocito de roedor possa ser visualizado por marcagdo com
GFAP, que incluem o corpo celular e os processos maiores (Bushong et al., 2002; Ogata e
Kosaka, 2002).

1.6.2 Funcoes

Um principio em biologia afirma que forma e fungdo estdo intimamente relacionadas,
portanto, em astrocitos, especialmente os protoplasmaticos, acredita-se que seus nUMerosos
prolongamentos, que fazem conexdes com vasos sanguineos e sinapses, possam esclarecer um
pouco de suas diversas funcbes (Kimelberg e Nedergaard, 2010). O posicionamento
estratégico de astrécitos permite a captacdo de glicose dos vasos sanguineos, suprindo
diferentes elementos neurais (Sofroniew e Vinters, 2010). Pesquisas apontam que 0S
astrocitos participam da regulacdo do fluxo sanguineo ao produzirem e liberarem diversos
mediadores moleculares, tais como éxido nitrico, acido aracdbnico e prostaglandinas, que
causam vasodilatacdo e vasoconstricdo no SNC (Gordon et al., 2007; ladecola e Nedergaard,
2007). Os astrocitos sdo importantes para o desenvolvimento e funcionamento de sinapses,

pois regulam ions, fluidos e pH, além de captarem neurotransmissores, tais como, glutamato,
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glicina e GABA, acumulados nas fendas sindpticas (Simard e Nedergaard, 2004; Sattler e
Rothstein, 2006). Tais neurotransmissores sdo convertidos por enzimas em precursores e
reciclados para novas transmissdes sinapticas (Seifert et al., 2006). Astrocitos ainda protegem
0S neurbnios ao capturarem excesso de compostos tdxicos como aménia e glutamato,
convertendo-o0s em glutamina, além de participarem da captacdo de metais pesados, como o0
chumbo (Struzynska et al., 2001). Também sdo fontes de agentes neuroativos, como
esterdides, eicosanoides, estradiol, progesterona, fatores de crescimento e diversos
metabolitos com efeitos sobre a transmissdo e modulacao das sinapses (Martin, 1992; Garcia-
Segura e Melcangi, 2006). O colesterol € um ester6ide componente das membranas celulares,
e no caso do SNC, é primordial a formacdo e manutencdo da membrana da bainha de mielina
gue reveste 0s axOnios neuronais, e como estas células ndo sintetizam colesterol
eficientemente, obtém dos astrocitos, que sdo estdo entre as células que mais produzem
colesterol (Siegel et al., 1999; Nieweg et al., 2009). Além disso, durante a neurogénese, 0S
astrocitos auxiliam na migracdo e no desenvolvimento de axénios em desenvolvimento
(Powell e Geller, 1999), eles expressam canais de sdédio e potassio, regulando a sua
concentracdo extracelular, mas diferente dos neurdnios, ndo propagam potenciais de acao
através de seus prolongamentos (Nedergaard et al., 2003; Kimelberg e Nedergaard, 2010).
Estas células ndo séo consideradas fisiologicamente inertes, uma vez que exibem aumentos na
concentracdo de célcio intracelular, forma de excitabilidade astrocitéria, sendo independente
de influéncias de atividades neuronais (Charles et al., 1991; Nett et al., 2002). Acredita-se que
este aumento de calcio esteja relacionado com comunicacdes intercelulares entre astrocitos-

neurdnios e astrocitos-astrocitos (Sofroniew e Vinters, 2010).
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Figura 1.5. Esquema representativo de algumas func¢des dos astrécitos. (1) Modulacdo da fungéo
sindptica; (2) comunicagdo entre astrocitos, via liberacdo de ATP e sua ligacdo em receptores de
purinas em astrécitos adjacentes com ativacdo de fosfolipase C, inositol trifosfato e mobilizacdo de
calcio; (3) comunicacdo entre astrécitos, via juncbes gap para troca de moléculas pequenas; (4)
realizacdo do ciclo glutamato-glutamina, retirando glutamato da fenda sinaptica e liberando glutamina
para os neurdnios; (5) transporte de glicose a partir da vasculatura; (6) regulagdo do fluxo sanguineo
mediada pela liberagdo de substancias vasoativas; (7) liberagdo de glutamato pelo aumento de célcio
intracelular; (8) liberacdo de glutamato pelos hemi-canais pela redugdo de calcio intracelular; (9)
ligacdo do glutamato a receptores metabotrdpicos mobiliza o célcio intracelular levando a liberagéo de
substancias vasodilatadoras. Gln: glutamina; Glu: glutamato; IP3: inositol trifosfato; PLC: fosfolipase
C. Adaptado de Maragakis e Rothstein (2006).

1.6.3 Astracitos e patologias do SNC

O SNC é propenso a lesdes mecanicas e diversas doencgas que desencadeiam respostas
de diferentes células neuronais e ndo neuronais. A compreensdo da contribuicdo destas células
na progressdo e no reparo de desordens cerebrais € de grande importancia (Burda e
Sofroniew, 2014). Neste contexto, sabe-se que 0s astrocitos possuem diversas funcdes
homeostaticas no SNC saudavel e debilitado, e podem assumir caracteristicas fenotipicamente
reativas diante de isquemia cerebral (reducéo do fluxo sanguineo), traumas e doencas (Hol e
Pekny, 2015). Estas células respondem a danos sofrendo alteracBes celulares, moleculares e
funcionais, frequentemente denominadas astrogliose reativa (Khakh e Sofroniew, 2015).
Dentre os elementos de astrocitos reativos que sofrem alteracfes na expressao de genes, estdo
as proteinas de filamentos intermediarios vimentina e GFAP, sendo este Gltimo um conhecido
marcador de astrogliose (Middeldorp e Hol, 2011; Hostenbach et al., 2014).
Morfologicamente, a astrogliose pode variar de leve a severa, sendo associada a formacao de
uma cicatriz glial (Sofroniew, 2005), que delimita o tecido com dano, protegendo o tecido

saudavel, um processo considerado importante para a recuperagdo da resisténcia do tecido
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nervoso lesado (Ridet et al, 1997). Acredita-se que estas alteracdes séo formas de defesa que
ajudam a equilibrar o estresse celular, contribuindo para a homeostase cerebral (Pekny e
Pekna, 2014). Estudos utilizando modelos transgénicos com delecbes apontam as fungdes
benéficas que os astrécitos reativos exercem frente a danos no SNC, tais como reparo da
barreira hematoencefalica, controle da disseminagdo de células inflamatorias e infeccoes, e
que a perda ou diminuigdo dessa reatividade pode comprometer o tecido cerebral, como, por
exemplo, levando a falha ou atenuacdo da captacdo de glutamato, o que pode ocasionar
neurodegeneracdo excitotoxica (Rothstein et al., 1996; Swanson et al., 2004). Estudos
utilizando camundongos nocautes para GFAP e vimentina mostraram que esses animais
apresentavam formacdo da cicatriz glial prejudicada, perda sinaptica apds traumas (Pekny et
al., 1999) e uma menor resisténcia do tecido a estresses mecanicos (Pekny e Lane, 2007;
Verardo et al., 2008). Além disso, esses animais, quando submetidos a isquemia, sofreram
mais infartos em relacdo aos animais selvagens (Li et al., 2008). Astrdcitos também podem
ser alvos e responder a micro-organismos infecciosos, principalmente virus, entretanto seus
mecanismos de reatividade durante essas infecces estdo apenas comecando a ser elucidados
(Sofroniew e Vinters, 2010). Sabe-se que astrocitos reativos formam um aglomerado ao redor
de lesdes causadas por parasitos e que modelos animais com deficiéncia em GFAP,
apresentam menor capacidade de restringir danos causados pelo T. gondii, ocasionando um
aumento da carga parasitaria e de inflamacdo acentuada no tecido (Stenzel et al., 2004).
Estudos in vitro mostraram que astrocitos ativados por IFN-y controlam a infec¢do pelo T.
gondii via expressdo de pequenas GTPases, e que camundongos nocautes para essas
moléculas ndo conseguem controlar a infec¢do, o que ocasiona uma encefalite necrotizante.
Apesar desses achados, os papéis imunoregulatérios de astrécitos frente a infeccdo por T.
gondii ainda precisam de maiores esclarecimentos (Taylor et al., 2000; Drogemiiller et al.,
2008).

1.6.4 SNC e T. gondii

A compreensdo das interacdes entre T. gondii e células do SNC vém de estudos
realizados com células murinas, in vitro. Assim como o0s humanos, camundongos sao
hospedeiros intermediarios, onde a cistogénese prevalece principalmente no SNC (Remington
e Cavanaugh, 1965; Dubey, 2010; Cabral et al., 2016). Estudos prévios apontaram que 0

parasito é capaz de infectar tanto neurdnios quanto astrocitos humanos e murinos (Halonen et
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al., 1996; Fischer et al., 1997a; Luder et al., 1999). De acordo com Ferguson e Hutchison
(1987) e Melzer et al. (2010), parece existir uma exclusividade de persisténcia do parasito em
neurdnios in vivo. Dentre alternativas possiveis para a compreensdo dessa divergéncia entre
estudos in vivo e in vitro seria que neurdnios e astrocitos sejam infectados por T. gondii,
porém apenas 0s astrocitos possuem mecanismos capazes de debelar os parasitos, deixando o0s
neurdnios como principais células infectadas cronicamente. Sobre essa questdo, alguns
estudos preliminares in vitro estabeleceram que astrécitos, mas ndo neurdnios, sao capazes de
utilizar GTPases reguladas pela citocina interferon-gama (IFN-y) para eliminar 90% dos
parasitos intracelulares (Cabral et al., 2016). Um experimento realizado por Fischer et al.
(1997a) com culturas mistas de células cerebrais identificou os tipos celulares suscetiveis a
infeccdo e ao encistamento do parasito. Seus resultados indicaram que neur6nios, microglias,
astrocitos e oligodendrécitos foram infectados, mas os cistos s6 foram encontrados nos trés
primeiros tipos celulares. A interleucina 6 (IL-6) poderia ser um candidato a mediador imune,
pois € secretada por astrocitos e microglias, e parece ser um fator importante para o
encistamento in vivo (Suzuki et al., 1994) e in vitro (Weiss et al., 1995). De acordo com
outros estudos conduzidos por Fischer et al. (1997b), os astrocitos possuem um papel imune
importante contra T. gondii no SNC, pois sdo capazes de ativar e secretar diferentes citocinas
como IL-1pB, IL-6 e TNF-a durante a infecgdo in vitro. A habilidade do T. gondii de infectar e
se estabelecer em astrocitos in vitro tem sido comprovada (Daubener et al., 1993; Peterson et
al., 1993; Pelloux et al., 1996; Fischer et al., 1997a), assim como in vivo (Ferguson et al.,
1989; Sims et al., 1989; Deckert-Schluter et al., 1999). As divergéncias em relacdo ao tipo
celular mais suscetivel a infeccdo bem como ao encistamento do parasito em astrocitos €
proveniente principalmente da diversidade de modelos experimentais, como cepas (diferencas
de viruléncia), espécies de hospedeiros, carga parasitaria e os diferentes periodos de avaliacdo

(Contreras-Ochoa et al., 2012), constituindo dessa forma, um dos desafios desta dissertagao.

1.7. CORPUSCULOS LIPIDICOS

Os corpusculos lipidicos (CL) foram considerados por muito tempo como meros
reservatorios de lipidios, aumentando ou diminuindo de acordo com o requerimento de
energia metabolica (Fujimoto e Parton, 2011; Welte, 2015). CL tém sido considerados como
auténticas organelas, ricas em lipidios neutros, presentes em todos os tipos celulares

eucaridticos (Murphy, 2001; Zhang et al., 2010) e procarioticos, como em bactérias dos
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géneros Mycobacterium, Rhodococcus, Nocardia, Streptomyces e Acinetobacter (Kalscheuer
e Steinbuchel, 2003; Waltermann et al., 2005). A biologia dos CL esta somente comecando a
ser desvendada (Thiam et al., 2013; Pol et al., 2014; Gao e Goodman, 2015). Sdo mais
abundantes em células adiposas e produtoras de esterdides, mas podem ser encontrados em
qualquer tipo celular. Apesar das variacbes entre 0s organismos, seus diferentes tipos
celulares e fungdes, os CL apresentam a mesma arquitetura - um nudcleo contendo lipidios
neutros, com predominancia de triacilglicerois e ésteres de esterdis, circundados por uma
monocamada de fosfolipidios anfipaticos e proteinas associadas (Murphy, 2001; Tauchi-Sato
et al., 2002). Esta monocamada, caracteristica Unica dessas organelas, facilita a sua
visualizacdo através da microscopia eletrénica de transmissdo (MET), em comparagdo a
outras organelas intracelulares (Melo et al., 2006). CL sdo estruturas esféricas, e em
adipdcitos, um grande corpusculo pode alcancar até 200 um de didmetro, ocupando quase
todo o citoplasma da célula em condicdes de excesso de lipidios. Em outros tipos celulares
essas estruturas variam de tamanho, em média de 0,1 a 5 um de didmetro, distribuidas pelo
citoplasma. (Tauchi-Sato et al., 2002; Saka e Valdivia, 2012). Dependendo do tipo celular e
sua funcao, os lipidios neutros presentes no ndcleo dos corpusculos podem variar, assim como
as proteinas presentes na monocamada lipidica. Em adipdcitos os triacilglicerdis sdo mais
abundantes, ja em outros tipos celulares, como macréfagos, os ésteres de esterois
predominam, enquanto em leveduras, ambos triacilglicerdis e ésteres de esterdis ocorrem na
mesma razdo (Leber et al., 1994; Bartz et al., 2007; Walther e Farese, 2009). A biogénese de
CL normalmente é dependente de membrana; em procariotos sdo sintetizados a partir da
membrana celular (Waltermann et al., 2005), enquanto em eucariotos, existem algumas
hipoteses, sendo a mais aceita a de que reticulo endoplasmatico seja seu sitio de formacgéo
(Meester et al., 2011; Pol et al., 2014), uma vez que muitas enzimas necessarias para a
biossintese de triacilglicerdis e fosfolipidios, assim como para a esterificacdo de esterdis estdo
presentes nessa organela (Murphy, 2001). Outros aspectos relevantes envolvem a composicao
lipidica da monocamada dos corpusculos que é semelhante aquela encontrada no reticulo,
além de frequentemente, serem encontrados muito proximos a membrana reticular (Tauchi-
Sato et al., 2002; Ozeki et al., 2005, Robenek et al., 2006; Bartz et al., 2007). Segundo esse
modelo de biogénese, lipidios neutros seriam sintetizados entre regides especificas da
bicamada lipidica do reticulo endoplasmatico liso, e entdo, quando maduros, brotariam da
bicamada para se tornarem organelas independentes, porém muitos aspectos desta biogénese

permanecem ainda néo claros (Martin e Parton, 2006; Ploegh, 2007; Kalantari et al., 2010;
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Wilfling et al., 2014). Outras fungdes dos CLs incluem o metabolismo de lipidios e
homeostase de energia, uma vez que aumentam seu tamanho e nimero quando ha excesso de
lipidios, prevenindo a lipotoxicidade (Listenberger et al., 2003), além de serem utilizados
quando outras fontes de carbono estdo em falta e ha necessidade de suprimento energético
(Masuda et al., 2006), e fornecerem lipidios para a sintese de componentes de membrana e
para sinalizacdo celular. Recentes descobertas apontam a existéncia de CL no nucleo,
havendo evidéncias de que estejam envolvidos no metabolismo lipidico nuclear e que os
corpusculos citoplasmaticos possam servir como reservatorios de histonas (Welte, 2015;
Ohsaki et al., 2016; Farese e Walther, 2016). Nos ultimos anos, CL tém sido apontados como
organelas importantes no ciclo de vida de uma ampla gama de patdgenos intracelulares, e

podem agir como mediadores de respostas imunes (Saka e Valdivia, 2012).

1.7.1 CL e patdgenos

Nos ultimos anos, diversas fungbes dos CL em processos bioldgicos vém sendo
reveladas. Em relacdo ao sistema imune, sabe-se que sdo sitios de sintese de moléculas
sinalizadoras importantes para a inflamac&o, eicosanoides e atuam na defesa contra o cancer e
diversos patdgenos (Bozza et al., 2009, 2011). Muitos estudos se referem a presenca desta
organela com aumento da producdo de mediadores inflamatérios (Pacheco et al., 2002,
D'Avila et al., 2006) tais como, prostaglandina E2 (PGE2) (Bozza et al., 2011). No entanto,
alguns patégenos conseguem escapar do sistema imune, e os CLs sdo alvos desses
organismos, dos quais obtém lipidios como substrato energético, garantindo sua sobrevivéncia
e multiplicacdo na célula hospedeira (van der Meer-Janssen et al, 2010; Welte, 2015). Dentre
esses patdgenos estdo diversos virus, bactérias intracelulares e protozoarios (Saka e Valdivia,
2012). Apesar das células conterem CL fisiologicamente, a interacdo com patdgenos pode
acarretar em alteragdes estruturais dessas organelas, como aumento em seu ndmero e
tamanho. Essas modificacdes frente a infec¢bes podem acontecer in vivo e in vitro (Melo e
Dvorak, 2012; Gomes et al., 2014). Em relagdo aos protozoarios, sabe-se que muitos possuem
uma natureza intracelular obrigatoria, e quando infectam uma celula hospedeira, séo
internalizados dentro de um vacuolo derivado de membrana, o vactolo parasitéforo (VP),
onde se proliferam e sobrevivem (Sibley, 2011). O primeiro relato da interacdo entre a
biogénese de CL e uma infecgdo por protozoario ocorreu em 2003, quando foi observado um

aumento dessas organelas em macrofagos de ratos infectados com Trypanosoma cruzi (Melo
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et al., 2003). Posteriormente, outros estudos com diferentes protozoarios como Leishmania
amazonensis (Pinheiro et al., 2009; Lecoeur et al., 2013), Leishmania major (Rabhi et al.,
2016), Plasmodium berghei (Pulido-Méndez et al., 2006) e Toxoplasma gondii (Charron e
Sibley, 2002; Gomes et al., 2014) também demonstraram aumento semelhante da organela da
célula hospedeira, bem como um intimo contato com o vacuolo parasitéforo, indicando que 0s
patdégenos poderiam estar explorando estas organelas para seu beneficio. Analises feitas por
MET comprovam a associacao entre os corpusculos e o VP (Gomes et al., 2014; Toledo et al.,
2016).

1.8. TOXOPLASMOSE

O primeiro caso de toxoplasmose congénita humana foi descrito em 1923 por Jankd,
um oftalmologista tchecoslovaquio, em uma crianca de 11 meses cega, que apresentava
hidrocefalia e que morreu pouco tempo depois. Na autopsia foram identificadas em um dos
olhos estruturas semelhantes a cistos, as quais Jank( denominou de "esporocistos”. Na época
0 médico acreditava que o parasito se tratava de Encephalitozoon (um microsporideo). Apesar
da descricdo dos sintomas apontarem para toxoplasmose, analises conclusivas desse caso nao
puderam ser realizadas porque o material foi perdido em um bombardeamento durante a
Segunda Guerra Mundial (Weiss & Kim, 2007). Em 1938 foi descrito o primeiro caso
conclusivo de toxoplasmose em uma crianga recém-nascida nos Estados Unidos, que veio a
Obito com 1 més de vida. A autdpsia confirmou a presenca de T. gondii no olho direto,
medula espinhal e cérebro.

Em 1942, Sabin propds os sinais tipicos para o reconhecimento da toxoplasmose
congénita: hidrocefalia, microcefalia, calcificagdes intracerebrais e corioretinite. Em adultos,
0 primeiro caso identificado foi no Peru, em 1937, quando Pinkerton e Weinman observaram
T. gondii no coracdo, baco e em outros 6rgdos de um jovem de 22 anos (Weiss e Kim, 2007).

Toxoplasmose é uma das zoonoses parasiticas mais comuns em humanos e animais de
sangue quente. Tem sido relatada em praticamente qualquer mamifero e em diversas espécies
de passaros. Era uma infecgdo pouco compreendida até o surgimento da epidemia do HIV
(Hill et al., 2005; Sukthana, 2006). Estima-se que em torno de 25 a 30% da populacédo
humana no mundo todo esteja infectada pelo T. gondii. No entanto, a incidéncia varia muito
entre os paises (10 a 80%), entre diferentes regibes de um mesmo pais e entre regides do

globo, sendo que a América do Norte, Sudeste Asiatico, Norte da Europa e paises sahelianos
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da Africa, apresentam uma baixa soroprevaléncia (10 a 30%). Incidéncia moderada é
observada em paises da Europa Central e do Sul, e alta incidéncia na América Latina e paises
tropicais da Africa (Pappas et al., 2009; Robert-Gangneux et al., 2012).

Diversos fatores podem afetar a soroprevaléncia da toxoplasmose em humanos. A
sobrevivéncia de oocistos no ambiente esta relacionada a fatores climaticos e isso pode
contribuir para o aumento da infeccdo em animais produtores de carne, que séo consumidos
por humanos. Paises tropicais, com clima Umido e quente apresentam alta incidéncia, ao
contrario de paises com clima frio ou &rido. Outros fatores também influenciam na variagéo
da incidéncia da toxoplasmose, que incluem habitos alimentares e sanitarios, como tipo de
carne e vegetais consumidos, método de cozinhar, lavagem das médos e dos alimentos,
qualidade da agua consumida, e ainda, fatores sdcioeconémicos e habitos culturais. A
soroprevaléncia aumenta com a idade do individuo, mas isso esta diretamente relacionado ao
pais e a niveis socioecondmicos. Criangas que vivem em ambientes pobres de higiene

apresentam alta probabilidade de se contaminarem (Robert -Gangneux et al., 2012).

Embora a infeccdo por T. gondii em humanos seja muito comum, os sintomas clinicos
costumam ser restritos a alguns grupos de risco. Em individuos imunocompetentes a doenca é
frequentemente assintomética, embora sintomas leves como linfadenopatia possam ocorrer.
ManifestacGes mais graves sdo raras em imunocompetentes, e incluem miocardite, encefalite
ou hepatite (Ho-Yen, 1992; Tenter et al., 2000). A transmissao vertical ocorre quando uma
mulher gravida se infecta, sendo os danos para o feto diretamente relacionados com o estagio
da gravidez no qual a mée se infectou. Infec¢des adquiridas no primeiro trimestre costumam
ser mais graves em relacdo as do segundo e terceiro. Podem ocorrer abortos, morte neonatal
ou ainda anormalidades fetais com consequéncias graves para o feto (Desmonts e Couvreur,
1974; Hill et al., 2005). As manifestacdes clinicas em criangas infectadas congenitamente
variam muito, e incluem problemas cerebrais como microcefalia, hidrocefalia, calcificagbes
cerebrais, epilepsia, retardo mental e psicomotor; doencas oculares como retinocoroidite,
estrabismo e cegueira, dentre outras sequelas (Swisher et al., 1994; Montoya e Liesenfeld,
2004). Em individuos imunocomprometidos, como aqueles recebendo terapias
imunossupressoras com corticosterdides e drogas citotoxicas, doadores e receptores de 6rgéos
e medula éssea e portadores da sindrome da imunodeficiéncia humana (HIV), a toxoplasmose
pode ser um risco de vida. Nesses casos, pode ocorrer a reativagdo de uma infeccdo prévia

pelo T. gondii, resultando em encefalite, pneumonite, miocardite, que se ndo tratadas, podem
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ser fatais (Remington, 1974; Weiss e Dubey, 2009). Em pacientes com HIV, as principais
manifestacdes da toxoplasmose séo de ordem neuroldgica, sendo a encefalite a mais comum.
Achados clinicos incluem febre, dores de cabeca, fraqueza, convulsbes, estado mental e
sensorial alterados e distarbios de movimento e dos nervos cranianos (Luft e Remington,
1992; Weiss e Dubey, 2009). Pessoas acometidas pela encefalite podem apresentar ainda
transtornos neuropsiquiatricos, como ansiedade, deméncia, psicose e transtornos de

personalidade (Ko et al., 1980; Basavaraju, 2016).
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1. JUSTIFICATIVA

Os mecanismos que regem a diferenciacdo de T. gondii em astrdcitos e as lacunas no
conhecimento da resposta celular & sua infeccdo direcionaram os objetivos desta dissertacdo
que serdo apresentados a seguir. Além disso, a alta diversidade de metodologias nos ensaios
de interacdo de T. gondii e astrdcitos e a dificuldade de analises comparativas justificam o
desenvolvimento deste trabalho. Nossa contribuicdo neste estudo foi a analise cinética da
infeccdo de astrdcitos frente a duas cepas polares de T. gondii, anélise ultraestrutural e a

migracao de CL durante essa interacdo, ainda ndo explorada neste tipo celular.
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I11. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL: Estudar aspectos da resposta celular de astrécitos de murinos frente a

infeccdo pelo Toxoplasma gondii.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Estudar a cinética da infeccdo e o estabelecimento da cistogénese em culturas
primérias de astrécitos murinos da linhagem Swiss Webster frente a cepas polares

de T. gondii;

2) Analisar ultraestruturalmente os eventos intracelulares de astrécitos decorrentes da

sua interagcdo com T. gondii;

3) Avaliar o envolvimento de corpusculos lipidicos durante a infeccdo de T. gondii

em astrécitos;

4) Avaliar a participacdo de filamentos intermediarios de astrocitos durante o

desenvolvimento intracelular de T. gondii.
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1 CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS CORTICAIS MURINOS

4.1.1 Isolamento e plagueamento de células corticais mistas

O isolamento de células corticais mistas para a obtencdo de astrocitos foi realizado
utilizando-se camundongos neonatos (P0-P1) da linhagem “Swiss Webster”, fornecidos pelo
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundacéo Oswaldo Cruz (Rio de

Janeiro, Brasil).

De acordo com o protocolo adaptado de Schildge et al. (2013). Etapas do

processamento:

- Os animais foram eutanasiados e seus cérebros coletados e colocados em placas de 60
mm em solucdo de salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) contendo solucdo de

penicilina/estreptomicina (GIBCO), sobre o gelo.

- Com o auxilio de um microscopio estereoscopio foram retirados o tronco encefalico,
cerebelo e os bulbos olfatdrios e entdo, os hemisférios cerebrais foram divididos ao meio. A
massa branca foi retirada, deixando apenas o cortex, camada mais externa do cérebro. As

meninges foram retiradas delicadamente para evitar contaminacdo com outros tipos celulares.

- Os cortices foram isolados e fragmentados com uma lamina cirlrgica, e entdo
dissociados com solucdo contendo 0,05% de Tripsina (Sigma-Aldrich) e 0,01% de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Sigma-Aldrich) (diluidos na proporcdo de 1:3 em
solucéo de PBS).

- O tecido permaneceu nesta solucdo por 5 min em estufa a 37°C com atmosfera de 5%
CO; e, em seguida, foi homogeneizado delicadamente varias vezes com pipeta Pasteur para

auxiliar na melhor dissociacéo das células.
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- Apos dissociacdo, foi adicionada meio Eagle modificado por Dulbeco (DMEM/Hams
F12 - Sigma-Aldrich) com 10% SFB (Cultilab) a 4°C para inibir a a¢do da tripsina. A solucéo
contendo as células dissociadas foi centrifugada a 1.200 RPM por 10 min e o sobrenadante foi
descartado.

- O sedimento contendo as células foi ressuspenso em meio DMEM-F12 suplementado
com 10% SFB ,1% antibidtico e 1% Glutamax® (Thermo-Fisher).

- As celulas foram homogeneizadas no meio de cultura, distribuidas na densidade celular
de 20-30 x 10° em garrafas de cultura T75 (Corning), incubadas em estufa a 37°C com 5%

CO; por 2 dias, seguida da lavagem com PBS e troca de meio a cada quatro dias.

4.1.2 Obtencao de uma cultura rica em astrocitos

Para enriquecimento da cultura de astrécitos, seguiu-se 0 método descrito em Schildge
et al. (2013):

- ApdGs 7-8 dias de cultivo, as garrafas foram colocadas em um agitador a 180
RPM por 30 min a 37°C visando o desprendimento de células das microglias. O meio foi
trocado, e entdo as garrafas voltaram para o agitador para uma nova agitacdo a 240 RPM por

no minimo 2 h a 37°C para a liberagdo de oligodendrdcitos das culturas.

- A fim de obter culturas ricas em astrocitos, batidas foram aplicadas no fundo das

garrafas para um maior desprendimento de progenitores de oligodendrocitos.

- As células dissociadas com tripsina foram incubadas com 0,4% de azul de
tripano, uma substancia que fica retida no interior de células mortas, devido a alteracao da

integridade da membrana, permitindo assim, uma quantificacdo somente de células vivas.

- A quantificacdo das células foi feita em camara de Neubauer e 0 nimero de

células calculado levando-se em consideracgéo as dilui¢cdes e 0 volume da camara.

- As células entdo foram plagueadas em garrafas cerca de 1x10° por T75 por mais

10-12 dias, para que os astrocitos estivessem maduros para a realizacdo dos experimentos.
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O enriquecimento da cultura foi avaliado por imunofluorescéncia para GFAP (marcador de
astrécitos) com base na razdo entre o nimero total de células na cultura e as marcadas com
GFAP.

4.2 CULTURA DA LINHAGEM CELULAR EPITELIAL RENAL (VERO)

Células da linhagem Vero, oriundas do epitélio distal normal do cortex renal de macaco
verde (ATCC® CCL-81™), foram semeadas na concentragdo de 1,0 x 10° /mL em garrafas de
cultura celular de 25 cm? (Gibco, Reino Unido), em meio DMEM F12, suplementado com 1%
solucdo antibidtica e 10% SFB. As células foram mantidas em estufa com atmosfera de 5%
CO, a 37°C. A cada dois dias, 0 meio foi descartado e 0 mesmo volume de meio fresco
adicionado até atingirem aproximadamente 80% de confluéncia. Para o subcultivo, as células
foram incubadas em solugdo de dissociagdo contendo PBS suplementado com 0,01% de
EDTA e 0,25% de tripsina durante 5 min a 37°C. Ap0s dissociacdo, a suspensdo celular foi
adicionado meio DMEM/F12 com 10% SFB a 4°C para inibir a acdo da tripsina e
centrifugada durante 7 min a 174 g a mesma temperatura. Apos a centrifugacao, as células
foram quantificadas em camara de Neubauer e mantidas semiconfluentes em garrafas de 25
cm® (1x10° células/garrafa), sendo o meio trocado a cada 2 dias. A viabilidade das células foi
avaliada por coloracdo com azul de tripan como previamente descrito, e apenas as culturas

que continham células com viabilidade maior que 95% utilizadas nos experimentos.

4.3 OBTENCAO DE PARASITOS E INTERACAO PARASITO-CELULA

Taquizoitos da cepa avirulenta tipo Il (ME-49 - gentilmente cedida pelo Dr. Ricardo
Tostes Gazzinelli (Laboratério de Imunopatologia, Instituto René Rachou, Belo Horizonte,
MG, Brasil) e virulenta (RH) de T. gondii, foram obtidos de culturas de células Vero,
previamente infectadas na relacdo parasito-célula hospedeira de 3:1. Para obtencdo de
taquizoitos da cepa ME-49, cerca de 4-8 semanas, ap0s a infeccdo de camundongos da
linhagem C57BL/6 com 30 cistos, por via intraperitoneal, os cérebros destes animais foram
coletados, os cistos purificados e rompidos para obtencdo de formas bradizoitos (Guimaraes et
al., 2008). Esses parasitos, entdo, serviram de fonte de infecgdo primaria de células Vero.
Assim, a partir da infec¢do das culturas com bradizoitos, cerca de 5 a 7 dias pos-infeccao, os

taquizoitos foram recolhidos do sobrenadante e utilizados em ensaios subsequentes. Para
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obtencdo de taquizoitos da cepa RH, camundongos da linhagem Swiss Webster foram
infectados intraperitonealmente com 10* taquizoitos, e cerca de 2-3 dias pés-infeccéo, foram
recolhidos do peritbnio. Assim, 0s taquizoitos desta cepa, provenientes da infeccdo in vivo
foram a fonte de infeccé@o primaria de células Vero, e cerca de 2 a 5 dias pos-infeccdo, foram
recolhidos do sobrenadante a partir da centrifugacdo diferencial (180 g por 7 min, seguida
1500 g por 10 min) e transferidos para uma nova cultura para a manutencdo da forma

evolutiva ou utilizados nos ensaios.

4.4 ENSAIOS DE INFECTIVIDADE

Os astrdcitos purificados foram semeados em placas de 24 pocos ou placas de 60 mm e
apos 48h de cultivo, foram infectados com taquizoitos da cepa ME-49 de T. gondii, nas
relacBes parasito-célula hospedeira 1:1 e 5:1, e com a cepa RH nas relagdes 1:1 e 3:1. Apds 2h
de interacdo, as culturas foram lavadas com PBS e mantidas interagindo com o parasito por
periodos de 24-144h, sendo lavadas com PBS e tendo o meio trocado todos os dias.

4.5 DETERMINACAO DA INFECCAO DE ASTROCITOS PELO T. GONDII POR
MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO

Conforme descrito no item 4.4, culturas de astrdcitos infectadas nas diferentes condigdes
experimentais foram fixadas por 5 min com solucdo de Bouin nos tempos de 24, 48, 72, 96,
120 e 144 h, seguida por 3 lavagens com 70% etanol. Para a coloragéo, o etanol foi retirado e
as culturas lavadas em 4gua destilada. O corante Giemsa foi filtrado com papel filtro, diluido
1:10 em &gua destilada e adicionado as culturas por 80 min. As laminulas foram entdo lavadas
em agua destilada para remocéo do excesso de corante e desidratadas em bateria que consistiu
em: 100% acetona (2x), 70% acetona/ 30% xilol, 50% acetona/ 50% xilol, 30% acetona/ 70%
xilol e 100% xilol (2x). Por fim, as laminas foram montadas em meio de montagem

Permount® (Fischer Scientific).

Para determinacdo da infeccdo, um total de 300 astrocitos foi quantificado por laminula
(duplicata por ensaio bioldgico) no microscépio optico Imager A2 (Zeiss), sendo avaliados 0s

parametros: (a) o percentual de células infectadas; (b) o percentual de vacuolos por células
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infectadas; () o numero de parasitos por vacuolo parasitéforo, a fim de determinar a
susceptibilidade de infeccdo e a proliferagdo dos parasitos no curso temporal da infeccao.

4.6 ANALISES CITOQUIMICAS E IMUNOCITOQUIMICAS

As células controle e infectadas foram lavadas com PBS e fixadas nos tempos
programados com solucdo de 4% paraformaldeido por 5 min, seguida por novas lavagens com

PBS, e subsequentes abordagens que serdo descritas a seguir.

4.6.1 Revelacdo de corpusculos lipidicos (CL)

Para revelacdo de lipidios neutros acumulados em CL, as células foram incubadas
inicialmente com os corantes BODIPY-493/503 (4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4bora-
3a,4a-diaza-s-indaceno) e "Nile Red" (Vermelho do Nilo), diluigdo 1:20.000 por 10 min.
Apds a lavagem em PBS por 5 min, as culturas foram incubadas por 5 min com DAPI (4°,6—
diamidino—2—fenilindol, Sigma-Aldrich), diluicdo 1:5.000, novamente lavadas por 5 min, e
entio montadas em ldamina em 2,5% DABCO (1,4-diazabiciclo[2,2,2]octano-
trietilenodiamina, Sigma-Aldrich). As células foram examinadas com microscopio de

fluorescéncia Imager A2.

4.6.2 Revelacdo de GFAP (“Glial Fibrillary Acidic Protein”)

As culturas fixadas foram lavadas com PBS, permeabilizadas com 0,5% Triton x-100
(Sigma-Aldrich), incubadas com solucdo 3% albumina bovina sérica (BSA) e incubadas com
anticorpo priméario contra GFAP feito em coelho (ABCAM) (diluicdo 1:400), seguido por
lavagens em PBS + 1% BSA. Em sequéncia, as células foram incubadas com anticorpo
secundario contra IgG de coelho conjugado com Alexa Fluor 488, Thermo Fisher) por 1 h a
37°C, na diluicdo de 1:2.000. Apds lavagem, as culturas foram incubadas com DAPI, e

examinadas como descrito anteriormente.
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4.6.3 Monitoramento dos estagios evolutivos de T. gondii

Inicialmente, as células fixadas, foram permeabilizadas com PBS contendo 0,05%
Triton X-100 (Roche) e 4% BSA (Sigma-Aldrich) por 20 min. Para identificacdo de
taquizoitos, as culturas foram incubadas por 1 h a 37°C com anticorpo primario contra p30
(Santa Cruz, Dallas, EUA) diluido 1:100. Este anticorpo reconhece especificamente a proteina
SAG1, encontrada na superficie externa da membrana plasmética deste estagio. Em seguida,
as celulas foram lavadas com PBS contendo 4% BSA e reincubadas por 1 h a 37°C com
anticorpo secundario (IgG contra camundongo conjugado com FITC) na diluicdo de 1:600.
Para identificacdo de cistos, as culturas foram incubadas com a lectina aglutinina de Dolichos
biflorus (DBA) conjugada a TRITC (Vector Laboratories), diluida 1:1000 por 30 min. Esta
lectina se liga especificamente a grupamentos N-acetil-galactosamina presentes na parede
cistica (Zhang et al., 2001). Apo6s lavagem, as culturas foram incubadas com DAPI por 5 min.
Os controles das reacdes foram realizados na auséncia do anticorpo primario, e para a lectina
DBA foi realizado um ensaio de competicdo com a adi¢cdo de 50 mM N-acetil-galactosamina
(GalNAC).

4.7 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Culturas de células controle e infectadas apds 24 a 144 h de interacdo foram lavadas 2x
com PBS e fixadas durante 1 h a 4°C com 2,5% glutaraldeido diluido em 0,1 M tampéo
cacodilato de sddio contendo 3,5% de sacarose e 2,5 mM de CaCl, (pH 7,2). As células foram
lavadas em no mesmo tampdao, pés-fixadas com 1% tetroxido de dsmio a 4°C por 1 h. Apds
novas lavagens, as células foram destacadas do substrato com um raspador de células (“rubber
policeman”) a 4°C e centrifugadas a 10,000g por 5 min. O material em suspensdo foi
desidratado em série crescente de acetona (30, 50, 70, 90 e 100% 3x), 10 min cada etapa. O
material foi incluido em resina epoxi (PolyBed® 812 — Polysciences) em acetona 100% (3:1;
1:1, 1:3), cada etapa overnight, emblocado em resina pura por 72 h a 60°C para polimerizagdo
da resina. Cortes ultrafinos foram obtidos e recolhidos em grades de cobre, contrastados em
acetato de uranila e citrato chumbo para analise ao microscépio eletronico de transmissédo
JEM-1011 (Jeol) da Plataforma Rudolf Barth de Microscopia Eletronica do Instituto Oswaldo

Cruz — Fiocruz.
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4.8 ASPECTOS ETICOS

Todos os experimentos envolvendo animais foram executados de acordo com as
orientacdes estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio
(SBCAL), pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA-
Fiocruz) licenca LW-50/14 e L0-48/2015 e sob as regras internacionais de cuidados na
manipulagdo de animais e agentes patogénicos (“Guidelines on the Cared and Use of Animals
for Experimental Purposes and Infectious Agents/NACLAR?).



33

V. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE CULTURAS PRIMARIAS DE
ASTROCITOS MURINOS

As células foram colhidas do cortex cerebral, eliminando-se a substancia branca, e
cultivando os astrocitos protoplasmaticos localizados na substancia cinzenta. A caracterizacdo
do fendtipo dos astrdcitos purificados foi estabelecida por critérios morfoldgicos analisados
por microscopia Optica de culturas vivas e coradas pelo Giemsa, por imunocitoquimica
utilizando marcador especifico de astrécitos (GFAP-FITC) e por microscopia eletrénica de
transmissdo. A andlise das culturas durante os 12 primeiros dias de cultivo mostrou baixa
capacidade proliferativa celular no primeiro plaqueamento. A partir desse periodo, as
subculturas adquiriram boa atividade multiplicativa como podem ser observadas vivas por
microscopia de contraste de fase com 96 h de cultivo (Fig. 5.1 A-B). As células apresentam
citoplasma volumoso, prolongamentos citoplasmaticos numerosos e curtos. A morfologia
dessas culturas de astrocitos aponta células de grande volume, muito irregulares, nem sempre
estreladas como sugere sua denominacao, adquirindo muitas vezes, o padrdo poliédrico (Fig.
5.1 A-C). Quando as culturas foram coradas pelo Giemsa mostraram 0 nucleo grande,
cromatina frouxa e nucléolo muitas vezes central (Fig. 5.1 C-D). O emprego de Vermelho do
Nilo e Bodipy permitiram a observacdo da distribuicdo de CL em astrocitos (Fig. 5.1 E-F); A
técnica de imunocitoquimica confirmou a presenca de GFAP, marcador de astrécitos. As
imagens de microscopia de fluorescéncia mostram dois tipos de marcacdo de astrocitos: (a)
distribuicdo desses filamentos no citoplasma formando uma malha densa em rede com
marcacgdo bastante intensa e com maior concentracdo na regido perinuclear e nas projecoes
citoplasmaticas (Fig. 5.1 G); (b) marcacdo perinuclear e predominante nos prolongamentos
citoplasmaticos (Fig. 5.1 H). A caracterizagdo ultraestrutural dos astrocitos confirmou os
dados da microscopia de luz, onde células de grande volume, com formas muito irregulares,
prolongamentos numerosos e curtos foram observadas (Fig. 5.2 A-B). Com esta técnica,
detectamos ainda, inumeras mitocondrias, nucleos volumosos com baixa eletrondensidade,
além da presenca de interdigitagcdes e revestimento fino de heterocromatina sob o envelope

nuclear (Fig. 5.2 A-B). O reticulo endoplasmatico rugoso consiste de cisternas isoladas e
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curtas e Golgi constituido de poucas cisternas com maior incidéncia proximos ao nucleo (Fig.

5.2 B).

Figura 5.1 — Aspectos morfoldgicos da cultura primaria de astrocitos com 96 h
de cultivo. Células com citoplasma volumoso, prolongamentos citoplasmaticos
numerosos, nucleo grande e nucléolo central por microscopia de contraste de fase
(A e B) e coradas por Giemsa com 72 h de cultivo (C e D). Corpusculos lipidicos
revelados por Bodipy e Vermelho do Nilo, respectivamente, com 72 h (E e F).
Imunofluorescéncia de filamentos intermediarios marcados com anticorpo contra
GFAP (verde) formando uma malha densa em rede na regido perinuclear e nas
projecdes citoplasmaticas com 96 h (G) ou marcagdo perinuclear e predominante
nos prolongamentos citoplasmaticos com 96 h de cultivo (H). Barras: 10 pm (A e
B), 20 um (C-F).



Figura 5.2 — Ultraestrutura de cultura priméria de astrocitos com 96 h de cultivo
(A-E). Células de grande volume, com forma irregular, prolongamentos
numerosos e curtos (setas) e muitas mitocondrias (M) (A e B). Nucleos com
baixa eletrondensidade, volumosos e com interdigitacfes também podem ser
observados (A e B). Reticulo endoplasméatico rugoso (RER) formado por
cisternas isoladas e curtas, Golgi (G) constituido de poucas cisternas (A e B).
Presenca de “gap junctions” (GJ) interconectando astrocitos adjacentes (C e
insert; E) e de corpusculos lipidicos (CL) no citoplasma (D).
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Regides especializadas de membrana sdo observadas sob a forma de “gap junctions”
interconectando astrocitos adjacentes (Fig. 5.2 C, insert e E). A figura 5.2 D mostra a
presenca de CL no citoplasma de astrécitos formando um conglomerado e algumas vezes
como organelas isoladas distribuidas pelo citoplasma.

Adicionalmente, o emprego da marcacdo por fluorescéncia de GFAP permitiu
estabelecer o grau de pureza dessas culturas indicando um percentual médio de astrocitos da
ordem de 80,5 % no periodo de 18 dias de cultivo (Fig. 5.1 G-H)

5.2 CINETICA DA INFECCAO E O ESTABELECIMENTO DA CISTOGENESE
EM CULTURAS PRIMARIAS DE ASTROCITOS MURINOS DA LINHAGEM
SWISS WEBSTER FRENTE A CEPAS POLARES DE T. GONDII

Nesses experimentos, a interacdo parasito-astrocitos foi mantida por 2 h, seguida da
lavagem com Ringer e 0 meio trocado a cada 2 dias. Desta forma, foram quantificados o
nimero de vacuolos por célula infectada e o nimero de parasitos dentro dos vacuolos,
demonstrando a dindmica do desenvolvimento intracelular de taquizoitos de T. gondii das
cepas ME-49 e RH em astrocitos no periodo de 24 a 144 h de interacdo, nas relagdes de 1:1 e
5:1 (ME-49) e 1:1 e 3:1 (RH) parasito-astrdcitos.

Com a cepa ME-49, na relacdo 1:1, cerca de 15% das células j& estavam infectadas nas
primeiras 24 h de interacao, atingindo 36% em 144 h. Ensaios cuja relacdo foi de 5:1, ocorreu
infeccdo em 22% das células durante as 24 h iniciais de interacdo, alcancando 40% em 144 h.
O épice da infeccdo ocorreu as 120 h de interacdo na relacdo 5:1, com um alcance de quase
60% de células infectadas (Grafico 5.1). Nos experimentos com a cepa ME-49, nota-se que
em todos os tempos, hd um maior percentual de células abrigando entre 1-2 vacuolos e baixo
percentual de células contendo entre 3-6, com um maximo de 18,34% em 24 h na relacdo 1:1
e 14,59% na relagdo 5:1. O percentual de células contendo 7 ou mais vacuolos teve um
maximo de 19,79% em 120 h, na relagédo 1:1 e de 19,62% em 144 h, na relacéo 5:1 (Graficos
5.2 e 5.3). Pode-se observar ainda uma alta atividade multiplicativa de parasitos (Fig. 5.3 A-
H; 5.4 A-L). Em relagdo aos vacutolos contendo nimero variado de parasitos, com a cepa ME-
49 foi encontrado um alto percentual de vactolos contendo entre 1-3 parasitos em ambas as

relagbes. O percentual de vacuolos contendo entre 4-8 parasitos foi baixo na relagdo 1:1,
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alcancando apenas 13,16% em 96 h, enquanto na relacdo 5:1, obteve-se 21,45% em 48 h
(Gréficos 5.4 e 5.5). A quantidade de estruturas semelhantes a cistos também foi avaliada,
sendo que no primeiro experimento foram encontradas 3 estruturas no tempo de 120 h na
relacdo 1:1 e de 6 na relacdo 5:1. No tempo de 144 h foram identificadas 7 estruturas na
relacdo 1:1 e 9 na 5:1 (Gréfico 5.6). No segundo experimento, estruturas semelhantes a cistos
foram observadas a partir de 72 h, sendo que neste tempo encontramos 1 na relagdo 1:1 e 2 na
5:1. No tempo de 96 h houve um aumento, onde 17 estruturas foram contabilizadas em ambas
as relagbes. Em 120 h, 9 estruturas foram vistas na relacdo 1:1 e 15 na 5:1. Em 144 h
observamos 4 estruturas na relacdo 1:1 e 21 na 5:1 (Gréfico 5.6). Na figura 5.5, numa mesma
célula estd ocorrendo a cistogénese e simultaneamente vacuolos com indmeros parasitos,

constituindo o ciclo litico em ambas as relac6es parasito-célula hospedeira (Fig. 5.5 A-J).
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Grafico 5.1 — Percentual de astrdcitos infectados com a cepa ME-49 com
diferentes cargas parasitarias (1:1 e 5:1 - relagdo parasito-célula) no curso de 144
horas de infeccéo.
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Grafico 5.2 - Percentual de células contendo nimero variado de vactolos na
relacdo parasito-célula 1:1 no curso de 144 h de infec¢do com a cepa ME-49.
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Grafico 5.3 - Percentual de células contendo nimero variado de vactolos na
relacdo parasito-célula 5:1 no curso de 144 h de infec¢do com a cepa ME-49.



Figura 5.3 — Astrdcitos infectados com taquizoitos da cepa ME-49 de T. gondii.
No tempo de 24 h, relacdo parasito-célula 1:1 (A e C) e 5:1 (B e D) predominam
células contendo vactolos com um Unico parasito e no tempo de 48 h, relacdo
parasito-célula 1:1 (E e F) e 5:1 (G e H) foi evidente a atividade multiplicativa
dos parasitos. Barras: 10 um
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Grafico 5.4 — Percentual de vacuolos contendo nimero variado de parasitos na
relacdo parasito-célula 1:1 no curso de 144 h de infec¢do com a cepa ME-49.

parasitos

#1-3
H4-3

125% r

parasitos

nz0

L
8
=
=
-

parasitos

o
//////////////////////////ﬂ//w

75% -

50% -

W

w%////////////////////////////////////w
RN
RTINS

25% -

144

120

96

ao

Tempo pos-infec

Gréfico 5.5 - Percentual de vacuolos contendo nimero variado de parasitos na
relacdo parasito-célula 5:1 no curso de 144 h de infeccdo com a cepa ME-49.



Figura 5.4 — Astrocitos infectados com taquizoitos da cepa ME-49 de T. gondii
no tempo de 72 h, relacdo parasito-célula 1:1 (A e C) e 5:1 (B e D), e no tempo de
96 h, relacéo parasito-célula 1:1 (E, F, Ge H) e 5:1 (I, J e L). Barras: 10um.

41



42

10 m1:1
g -
V #5:1

.| 2
T L /
° %
4, -
s | 7
2 -
'1 -
0 o o

24h 48h 72h 96h 120h 144h

Tempo pos-infecgcio

Grafico 5.6 - Numero de estruturas semelhantes a cistos encontradas em
astrocitos infectados com taquizoitos da cepa ME-49 nas relagdes 1:1 e 5:1.
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Grafico 5.7 - Numero de estruturas semelhantes a cistos encontradas em
astrocitos infectados com taquizoitos da cepa ME-49 nas relagBes 1:1 e 5:1.
Experimento 2



Figura 5.5 — Astrocitos infectados com taquizoitos da cepa ME-49 de T. gondii
no tempo de 120 h, relacdo parasito-célula 1:1 (A, C,E,Gel)e5:1(B,D,F, H
e J). Diferentes estagios de desenvolvimento intracelular e formagdo de
estruturas similares a cistos. Imagens representativas do experimento 1.

Barras: 10 um
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A fim de confirmar o estabelecimento da cistogénese em astrécitos infectados com a
cepa ME-49 de T. gondii, foi aplicada a técnica de citoquimica com o auxilio da lectina DBA,
revelando a presenca de cistos ja a partir de 72 h de infeccdo, considerando-se neste caso
somente a relacdo 5:1 parasito-astrocito (Fig. 5.6 A-E). Essas imagens mostram cistos mistos
contendo formas taquizoitas e bradizoitas, células com vacuolos repletos de taquizoitos e com

cistos sem marcacgao no seu interior, indicativo de presenca de somente bradizoitos.

A

Figura 5.6 - Estabelecimento da cistogénese em astrdcitos infectados com
taquizoitos da cepa ME-49 de T. gondii no tempo de 72 h, relacdo parasito-célula
5:1 (A-E). Parede cistica revelada com a lectina DBA em vermelho. Taquizoitos
marcados com anticorpo anti-P30 (verde) e nucleos revelados em azul com o
intercalante de DNA, DAPI.
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As anélises da infectividade realizadas com a cepa RH indicaram uma baixa taxa de
infeccdo de astrécitos em 24 h, na relacdo 1:1, em que 10,57% das células estavam infectadas,
enquanto na relacdo 3:1, um percentual de apenas 9,74%. Ocorreu um aumento progressivo
no percentual de infeccdo ao longo do tempo, atingindo 32% de células infectadas as 144 h,
na relacdo 1:1 e 38,97% na relagdo 3:1 (Grafico 5.8). Na avaliacdo de células contendo
naimero variado de vacuolos, na relagdo 1:1 observamos que com 24 h, 93% das células
albergavam entre 1-2 vacuolos, com um decréscimo entre 48 e 120 h, seguido por um
aumento em 144 h. O percentual de células contendo 3-6 ou 7 ou mais vacuolos aumentou ao
longo do tempo, com poucas variagdes (Gréafico 5.9). Na relacdo 3:1 as condigdes se
mantiveram muito semelhantes as da relacdo 1:1 (Gréfico 5.10).
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Grafico 5.8 — Percentual de astrécitos infectados com a cepa RH com diferentes cargas
parasitarias (1:1 e 3:1 - relacdo parasito-célula) no curso de 144 h de infeccao.
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Na avaliacdo de vacuolos contendo nimero variado de parasitos, observamos com 24
h na relagdo 1:1, quase 74% dos vacuolos continham entre 1-3 parasitos, chegando a 88,69%
em 144 h. O percentual de vacuolos contendo entre 4-8 parasitos foi expressivo com 24 h,
totalizando 25,22%, seguido por uma queda nos demais tempos, enquanto vacuolos contendo
9 ou mais parasitos tiveram um baixo percentual em todos os tempos, sendo 0 mais alto em 48
h, com 9,26% (Grafico 5.11). A relacdo 3:1 mostrou aspectos muito semelhantes (Grafico
5.12). Em relagdo as estruturas semelhantes a cistos, no primeiro experimento com a cepa RH
encontramos 2 em 72 h, relacdo 3:1; em 96 h foram encontradas 2 na relacdo 1:1 e 7 na
relacdo 3:1; em 120 h, 4 na relacdo 1:1 e 7 na 3:1. Por final, com 144 h foram encontradas 4
estruturas na relagdo 3:1 (Gréfico 5.13). No segundo experimento foram encontradas apenas 2
no tempo de 72 h e 3 em 144 h, ambas na relacdo 3:1 (Gréafico 5.14). Imagens da infeccdo
com a cepa RH podem ser observadas na figura 5.7 (A-H), assim como estruturas semelhantes
a cistos (Fig. 5.7 G e H).
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Grafico 5.9 - Percentual de células contendo numero variado de vactolos na relacdo
parasito-célula 1:1 no curso de 144 h de infec¢do com a cepa RH.
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Gréfico 5.10 - Percentual de células contendo nimero variado de vactolos na relagdo

parasito-célula 3:1 no curso de 144 h de infeccdo com a cepa RH.
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parasito-célula 1:1 no curso de 144 h de infeccdo com a cepa RH.
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Grafico 5.13 - NUmero de estruturas semelhantes a cistos encontradas em
astrocitos infectados com taquizoitos da cepa RH nas relagdes 1:1 e 3:1.
Experimento 1

3
m1l:l

.5
; 7.3:1

2

1,5

0,5

AN\
AN

24h 48h 7

N

h 96h 120h 144h

Tempo pés-infecgao

Grafico 5.14 - Numero de estruturas semelhantes a cistos encontradas em astrocitos
infectados com taquizoitos da cepa RH nas relacdes 1:1 e 3:1. Experimento 2




Figura 5.7 — Astrécitos infectados com taquizoitos da cepa RH de T. gondii
na relacdo parasito-célula 1:1: (A) 24 h, (B) 48 h, (C) 72 h, (D) 96 h, (E) 120
h, (F) 144 h. Relacdo 3:1: (G) 120 h, (H) 144 h. Barras: 10 um
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5.3. ASPECTOS ULTRAESTRUTURAIS DA INTERACAO DE T. GONDII E
ASTROCITOS

Culturas primarias de astrocitos infectadas com taquizoitos da cepa ME-49 de T.
gondii (proporc¢éo 5 parasitos por célula hospedeira) foram analisadas por MET ap0s periodos
que variaram entre 48 até 196 h de interacdo. O processo de interacdo do T. gondii com
celulas hospedeiras envolve dois eventos distintos: adesdo e invasdo, que juntos podem ser
deflagrados em menos de 30 segundos. A invasdo consiste na localizacdo do parasito num
compartimento envolto por membrana no citoplasma da célula hospedeira, o vacuolo
parasitoforo (VP). A falta de sincronismo destes processos limita uma avaliacdo temporal e
por isso optamos por analisar esses eventos definindo alguns pardmetros que possam nos
auxiliar a entender, ndo temporalmente, mas sim a dindmica desse evento com base na
identificacdo dos estagios infectivos, nas diferentes etapas do ciclo celular do parasito e as
alteragdes morfoldgicas do VP decorrentes do desenvolvimento do ciclo litico e do

encistamento do parasito em astrdcitos.

A andlise de mais de trés centenas de imagens de cortes ultrafinos de culturas
infectadas mostrou alguns aspectos da resposta celular a presenca do parasito. Em decorréncia
da liberacdo de taquizoitos que concluiram o ciclo litico ja ap6s 48 h de interacdo foi possivel
registrar a adesdo do parasito a membrana da célula hospedeira e mostrar a sua participacéo
ativa neste processo, com a extrusdo do condide e o grande acimulo de micronemas na regiao
anterior do corpo do parasito, 0s quais atuam decisivamente no processo de reconhecimento
celular, por meio de proteinas adesinas secretadas (Fig. 5.8 A). O monitoramento da resposta
celular a presenca do parasito intracelular foi feito estabelecendo-se alguns critérios que
foram: a presenca de VP contendo um Unico parasito, distinguindo-se a forma infectiva -
taquizoito (proveniente de uma infeccdo recente/reinfeccdo), forma em transicdo entre
taquizoito e bradizoito ou bradizoito; vacuolos contendo dois ou mais parasitos (produto da
divisdo celular); vactolos mistos contendo ambos 0s estagios infectivos/evolutivos e, ainda,
células com vacuolos multiplos apresentando nimero varidvel de parasitos no seu interior,

apos 48 ou 72 h de infecgéo.

A analise de astrocitos infectados com um unico parasito durante as 48 h de interacao
mostrou formas em transicao para bradizoitos apresentando alguns granulos de amilopectina
(Fig. 5.8 B). Mitocbndrias e perfis de reticulo endoplasmatico rugoso (RER) foram

observados junto a MVP que se apresenta bastante rugosa compativel com as modificacGes
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que ocorrem durante a formacéo da parede cistica (Fig. 5.8 B). Figuras 5.8 C e D mostram em
detalhes a distribuicdo radial de mitocdndrias circundando o VP associadas diretamente a
MVP ou estabelecendo esse contato mediado pelo RER (Fig. 5.8 C e D). Nota-se que a
interacdo de RER a MVP se da via sua face lisa estando a face rugosa (com ribossomos)
voltada para o citoplasma da célula hospedeira (Fig. 5.8 B-D). Vacuolos contendo um unico
parasito apertado, apresentando uma rede tubulo-vesicular (RTV) pouco desenvolvida
também foram observados (Fig. 5.8 B-D). Muitas vezes, essa associacdo do RER a MVP néo
foi continua, deixando desnudas algumas areas da MVP e mitocondrias foram localizadas
nessas areas desprovidas de RER interagindo diretamente com a MVP (Fig. 5.8 C e D). A
analise de culturas infectadas entre 72 e 96 h mostra células com infec¢cbes multiplas
decorrentes da conclusdo do ciclo litico com liberacdo de parasitos e infeccdo de novas
células e vactolos com mais de um parasito produto da divisdo celular por endodiogenia (Fig.
5.9 A-D). Durante este processo ha um aumento da sintese de RTV com concomitante
aumento da matriz vacuolar e a manutencao da associa¢do de organelas da célula hospedeira a
MVP (Fig. 5.9 A-D). Como resultado de infec¢des maltiplas com 96 -120 h de interacdo foi
comum observar em uma mesma célula mais de um vacuolo contendo nimero variado de
parasitos em diferentes estagios do ciclo celular (Fig. 5.10 A-C). Varias imagens sugerem um
intimo contato entre esses VP permitindo a comunicacdo entre eles (Fig. 5.10 A-C). Rosetas
caracteristicas do processo final de endodiogenia sdo observadas nesse periodo mostrando alta
atividade desses parasitos em astrocitos (Fig. 5.11 A). Células repletas de parasitos podem ser
vistas na figura 5.11 B, e comunicacdo entre vactolos maduros e imaturos (2 parasitos) que
culminard com a conclusdo do ciclo litico liberando os parasitos intracelulares. Imagem
representativa do processo de egresso dos parasitos da célula hospedeira com a extrusdo do
condide e alta concentracdo de micronemas na regido apical do parasito mostra o contato

intimo dessa estrutura com a face interna da membrana do VP (Fig. 5.12).



Figura 5.8 - Aspectos ultraestruturais de astrécitos apés 48 h de infeccdo com
taquizoitos de T. gondii da cepa ME-49. Adeséo do parasito a membrana da
célula hospedeira mostrando extrusao do condide e acimulo de micronemas na
regido anterior (A). Parasitos em fase de transicdo para bradizoitos, com a
presenca de grénulos de amilopectina e organelas como mitocéndrias (M) e
reticulo endoplasmético rugoso (RER) junto a membrana do vactolo

parasitéforo (MVP) (B). Mitocdndrias e reticulo endoplasmatico circundando a
MVP (C-D).
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Figura 5.9 — Aspectos ultraestruturais de astrdcitos entre 72 e 120 h de infeccdo com
taquizoitos de T. gondii da cepa ME-49. (A e B) Distintas fases da infec¢do, com a presencga
de vacuolos contendo numero variado de parasitos. (C e D) Célula com aumento da sintese
da rede tabulo-vesicular (RTV) e concomitante aumento da matriz vacuolar e presenca de
organelas associadas.
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Figura 5.10 — Aspectos ultraestruturais de astrocitos ap6s 96 h de infeccdo com
taquizoitos de T. gondii da cepa ME-49. (A-C) Podem ser vistos mais de um vacuolo
por célula com a presenca de numero variado de parasitos em diferentes estagios do
ciclo celular, com comunicacdo entre os vacuolos parasitéforos.
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Figura 5.11 - Aspectos ultraestruturais de astrocitos apos 96 — 120 h de infeccdo com taquizoitos de
T. gondii da cepa ME-49. (A) Rosetas caracteristicas do processo final de endodiogenia. (B) Alta
quantidade de parasitos desorganizados no interior de um grande vacuolo finalizando o processo do

ciclo litico.
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Figura 5.12 - Aspectos ultraestruturais de astrocitos apos 96 h de infec¢do com taquizoitos de T.
gondii da cepa ME-49. Parasitos em fase de egresso da célula hospedeira mostrando extrusdo do
conoide e acumulo de micronemas na regido apical. M: Mitocéndria; RER: reticulo endoplasmatico;
rugoso; RTV: rede tlbulo-vesicular; VVP: vacuolo parasitoforo.

No periodo de 96-144 h um dado que chamou a atencdo foi a presenca de algumas
células contendo grande quantidade de parasitos degradados no interior de células que
albergavam também parasitos viéveis (Fig. 5.13 A e B). Pode-se observar também, na mesma
célula, vactolos em plena atividade multiplicativa ao lado de vacuolos contendo taquizoitos e
bradizoitos em processo avancado de morte celular (Fig. 5.14 A-C). Entretanto, vacuolos

contendo parasitos degradados ainda mantinham a associagdo de organelas & MVP (Fig. 5.15).



Figura 5.13 - Aspectos ultraestruturais de astrocitos apds 96 e 144 h de infeccdo
com taquizoitos de T. gondii da cepa ME-49. (A e B) Presenga de parasitos
degradados e viaveis no interior de uma mesma célula. PV: parasito viavel; PD:

parasito degradado.
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Figura 5.14 - Aspectos ultraestruturais de astrocitos ap6s 144 h de infeccdo com taquizoitos de T.
gondii da cepa ME-49. (A-C) Vacuolos em atividade multiplicativa ao lado de vactolos contendo
as formas taquizoitas e bradizoitas em processo de morte celular.
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Figura 5.15 - Aspectos ultraestruturais de astrocitos apoés 144 h de infeccdo com
taquizoitos de T. gondii da cepa ME-49. Vacuolos contendo parasitos degradados que
ainda mantinham a associacdo de organelas a MVP. M: Mitocdndria; RER: reticulo

endoplasmatico rugoso.
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A partir de 72 h de interacdo, uma alta incidéncia de cistogénese foi observada. As
figuras 5.16 A e B representam vacuolos com a membrana sendo modificada, adquirindo
maior eletrondensidade e invaginacdes, além de conter varios parasitos com granulos de
amilopectina, indicativo de diferenciacdo de taquizoitos em bradizoitos. Nesta etapa do
processo se mantém a conexdo de organelas com a MVP (Fig. 5.16 A, B e em detalhe em C).
Nota-se a presenca de cistos de forma e tamanho variados, mas morfologicamente havia
predominancia de cistos longos adquirindo o formato da célula e se caracterizavam pela
presenca no seu interior de bradizoitos tipicos (granulos de amilopectina, roptrias
eletrondensas, posicdo do nucleo, além do material eletrondenso no espago vacuolar,
compativel com o aspecto da matriz cistica) (Fig. 5.16 A e B). N&o foi raro se observar
células contendo mais de um cisto maduro (Fig. 5.17 A), cujo detalhamento revela a
proximidade e interacdo de organelas de astrécitos com a parede cistica, que se apresenta com
a membrana altamente invaginada e uma camada eletrondensa logo a baixo da membrana,
correspondente a regido granular, que juntos formam a parede cistica (Fig. 5.17 A-E). Em
contato com essa parede pode-se notar mitocondrias e RER (Fig. 5.17 A, C-E). As imagens
correspondentes as figuras 5.17 C-E e 5.18 A-C mostram em detalhes a interacdo de
mitocdndrias diretamente a parede cistica ou indiretamente sendo intermediada pelo RER que
invariavelmente estdo acoplados a parede cistica via face lisa do RER (Fig. 5.18 B e C). Néo
raro foram observadas células contendo cistos, vaclolos com parasitos organizados em
rosetas (etapa do ciclo litico) e parasitos em processo de egresso das células hospedeiras (Fig.
5.19 A e B). Uma vista panoramica das culturas ¢ mostrada na figura 5.20 onde se observa a
dindmica assincronica do desenvolvimento intracelular do T. gondii em culturas de astrdcitos:
células contendo dois cistos maduros (Fig. 5.20 A), células recém-infectadas com a presenca
de vacuolos com um Unico parasito(Fig. 5.20 A), células com parasitos intracelulares em
processo de degradacdo concomitante com vacuolos ativos (multiplicacdo celular) e células

com o ciclo litico em estdgio avancado apresentando matriz elétron-lucente (Fig. 5.20 B).
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Figura 5.16 - Ultraestrutura do desenvolvimento da cistogénese de T. gondii em
astrocitos infectados com taquizoitos da cepa ME-49, in vitro. (A e detalhe em C)
Vacuolo contendo formas em transicdo e associacdo de organelas a MVP. (B)
Cisto maduro mostrando a dindmica de organelas de astrcitos com a parede
cistica. M: mitocondria; VVP: vacuolo parasitéforo.




Figura 5.17 - Aspectos morfologicos de astrdcitos infectados com
taquizoitos de T. gondii da cepa ME-49 contendo mais de um cisto maduro,
com a presenca de organelas de astrdcitos em interagdo com a parede cistica
(PC), assim como a interacdo desta com mitocéndrias (M) e reticulo
endoplasmatico rugoso (RER).
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Figura 5.18 - Aspectos morfologicos de astrocitos infectados com taquizoitos
de T. gondii da cepa ME-49, mostrando a interacdo de mitocdndrias (M)
diretamente a parede cistica (A-C), ou indiretamente, sendo intermediada pelo
RER (B e C).
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Figura 5.19 - Aspectos morfoldgicos de astrocitos infectados com taquizoitos de T.
gondii da cepa ME-49. (A e B) Diferentes aspectos da interagdo de T. gondii em
astrocitos apds 144 h. (A e B) Cistos (C), vacuolos contendo rosetas (R) e parasitos

prestes a egressar da célula (*).
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Figura 5.20 - Aspecto morfol6gico panoramico de uma cultura de astrdcitos
mostrando o desenvolvimento intracelular de T. gondii (cepa ME-49) em
diferentes estagios de desenvolvimento.
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5.4 PARTICIPACAO DE CL DE ASTROCITOS NA INFECCAO PELO T. GONDII

Com o objetivo de detectar lipidios neutros em culturas ndo infectadas e infectadas por
T. gondii, duas sondas fluorescentes hidrofébicas, BODIPY e Vermelho do Nilo, foram
utilizadas. Vesiculas positivas para lipidios foram reveladas pela coloragdo com Vermelho do
Nilo, distribuidas no citoplasma de astrocitos ndo infectados, por vezes concentrados na
regido perinuclear, como demonstrado por microscopia de fluorescéncia (Fig. 5.21).

A analise ultraestrutural apontou a presenca de CL durante a infec¢do de astrécitos e
T. gondii mostrando o carater osmiofilico destas organelas, ligeiramente arredondadas, de
tamanhos variados e que ndo possuem uma bicamada fosfolipidica delimitante, como na
membrana celular classica (Fig. 5.22 A, B). Em celulas infectadas apds 48 h, foi observada a
associacdo de CL, além de perfis de RER e mitocdndrias, com a membrana do vacuolo
contendo 2 parasitos, produto de infeccdo recente (Fig. 5.23 A). Células com vacuolos
repletos de parasitos mantiveram esta interagdo com CL, por vezes interconectando dois
vacuolos e em contato direto com a matriz do vactolo e também com a membrana do parasito
(Fig. 5.23 B). Culturas infectadas por 120-196 h apresentaram células com infecgdes
multiplas contendo varios vacuolos unitarios e a associagdo de CL com muitos desses
vactolos e um Unico CL foi observado estabelecendo contato com até trés vactolos
simultaneamente (Fig. 5.24A, B). Detalhe da fusdo de CL com a membrana do vacuolo e sua
interacdo diretamente com a membrana do parasito pode ser observado na Fig. 5.24 C,
sugerindo que CL sdo recrutados e entregam seu conteudo no interior do VP de astrocitos
infectados com T. gondii. Nas células em que a cistogénese ocorreu, os CL foram também
associados a parede cistica (Fig. 5.25 A, A" inset e B).



Figura 5.21 — Revelagdo de corpusculos lipidicos marcados com Vermelho
do Nilo (setas). Barra: 20um.
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Figura 5.22 — Aspectos ultraestruturais de astrdcitos contendo
organelas osmiofilicas, arredondadas, com tamanhos variados e
sem a presenca de bicamadas fosfolipidicas, membrana cléssica
correspondente ao corpusculo lipidico (CL). M: mitocondria; N:
ndcleo; RER: reticulo endoplasmatico rugoso, (A-B).
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Figura 5.23 — Aspectos ultraestruturais de culturas de astrocitos infectados com
taquizoitos da cepa ME-49 de T. gondii. Detalhe para o contato entre CL e a
membrana do vacuolo parasitéforo (MVP), além e RER e mitocdndrias (A).
Associacdo direta de CL com vacuolos cheios de parasitos (B) e também integrados ao

espaco vacuolar (seta). P: parasito
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Figura 5.24 — Aspectos ultraestruturais de culturas de astrdcitos infectados com
taquizoitos de T. gondii da cepa ME-49 de T. gondii. Detalhe do contato entre CL e a
membrana do vacutolo parasitéforo (MVP) e também integrado ao espago vacuolar (setas),

além de RER (A-C).
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Figura 5.25 - Aspectos ultraestruturais de culturas de astrdcitos infectados taquizoitos
de T. gondii da cepa ME-49 de T. gondii com a presenga de CL associados a parede
cistica (PC) (A, A'e B).
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5.5 ANALISE DA DISTRIBUICAO DA PROTEINA GFAP DE ASTROCITOS
DURANTE A SUA INTERACAO COM T. GONDII

A revelacdo de filamentos intermediarios de astrdcitos ndo infectados por meio da
distribuicdo da proteina GFAP mostrou a sua distribuicdo em rede, estendendo-se da regido
perinuclear para a membrana celular, incluindo as projecoes celulares (Fig. 5.26 A). Algumas
células apresentavam apenas a marcacdo na regido perinuclear e nas projecoes
citoplasmaticas. Os astrdcitos infectados com a cepa ME-49 de T. gondii mostraram
diferentes perfis de distribuicdo dos filamentos de GFAP, pois as regides onde se localizavam
0 VP mostraram um rearranjo com forte marcacdo em torno do VP (Fig. 5.26 B). O mesmo
padrdo de organizacdo destes filamentos encontrados ao redor dos VP foi observado nas
células infectadas onde a cistogénese foi estabelecida (Fig. 5.26 B e C). Contudo, a marcagéo
de filamento intermediario de GFAP na regido que circunda os cistos € mais intensa do que
aquela observada em VP. A diferenca na intensidade da marcacdo dos filamentos esta
possivelmente relacionada ao estagio de maturacdo das estruturas: quanto mais o VP se
aproxima do seu estabelecimento com o cisto, mais intensa a marcacdo para a GFAP é
detectada, sendo o maximo de intensidade observada ao redor dos cistos maduros (Fig. 5.26
C).



Figura 5.26 - Marcagdo com anticorpo contra GFAP em astrdcitos. (A) Distribuicdo perinuclear e
citoplasmatica em células ndo infectadas com T. gondii. (B) Astrécitos infectados contendo
vacutolo parasitéforo e cistos mostram discreta marcacdo em torno do VP (seta). (C) Intensa

marcacdo em torno do cisto (seta). Nucleo: N. Barras: 20um.
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VI. DISCUSSAO

Como um parasito obrigatoriamente intracelular e a sua persisténcia na forma
dormente, como cistos teciduais, o T. gondii durante a fase cronica da infeccdo, garante a sua
transmissdo entre os hospedeiros intermediarios e definitivos. Essa transmissdo tem nichos
especificos celulares considerando-se que a cistogénese ocorre preferencialmente em células
do SNC e células musculares esqueléticas, com capacidade proliferativa baixa ou ausente, em
funcdo da sua diferenciacdo como um pré-requisito para esse processo (Coppens e Joiner,
2000; Chai et al., 2001; Radke et al., 2006; Swierzy e Lider, 2015). Esta especificidade
remete a sugestdo de que determinados microambientes apresentam caracteristicas
bioquimicas que favorecam a persisténcia do parasitismo no hospedeiro, e tem sido bem
estabelecida tanto em sistemas in vitro quanto in vivo (Luder et al., 1999; Andrade et al.,
2001; Barbosa et al., 2005; Di Cristina et al., 2008; Guimarées et al., 2008, 2009; Ferreira-da-
Silva et al., 2008, 2009a, b; Melzer et al., 2010; Gomes et al., 2011; Takacs et al., 2012;
Swierzy e Luder, 2015; Gomes et al., 2014; Souto et al., 2016). A obtencdo de altos indices
de converséo e o estabelecimento da cistogénese in vitro foram propostos inicialmente por
Soéte et al. (1994) e Dzierszinski et al. (2004). Manobras experimentais, como por exemplo,
0 aumento de temperatura, alteragdo de pH, incubacdo com IFN-y e outras citocinas pro-
inflamatorias, resposta a estresse celular, proteinas de choque térmico e fatores de transcricdo
sdo condicdes que podem contribuir para a formacéo de cistos (Ferreira da Silva et al., 2008;
Swierzy et al., 2014). Guimaraes et al. (2008), Ferreira-da Silva et al. (2009) e Téakacs et al.
(2012) sugerem gue fatores inerentes ao tipo celular possam promover a estagio diferenciacéo

do T. gondii, sem a necessidade da utilizacdo de fatores indutores de estresse.

A presente dissertacdo empregou culturas de astrécitos como modelo de estudo da
toxoplasmose experimental e concentrou a aten¢do na capacidade infectiva de T. gondii em
astrocitos comparando duas cepas polares. Além disso, descreveu em detalhes a anélise
ultraestrutural desta interagéo, avaliando a participacdo de CL e a organizacdo de filamentos
de GFAP nas diferentes etapas do desenvolvimento intracelular do parasito. O interesse
nessas abordagens em astrocitos tem por base a grande controvérsia do papel dessas células
no desenvolvimento do T. gondii e a auséncia de exploracdo do envolvimento de CL durante

essa interagao.
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As culturas de astrocitos protoplasmasticos obtidas a partir do cortex cerebral de
embrides de camundongos e apds manobras, para purificagdo celular, foram mantidas por 10-
12 dias, reproduzindo os resultados descritos por Schildge et al. (2013). Os astrocitos
subcultivados apresentaram boa viabilidade, bem como, suas caracteristicas morfoldgicas
ultraestruturais preservadas. A caracterizacdo dos astrécitos, nas nossas condicGes de cultivo,
mostrou uma populacdo de células homogéneas com citoplasma abundante, prolongamentos
citoplasmaticos numerosos e curtos, ndcleo grande e a presenca de CL. A caracterizacdo da
maturacdo de astrdcitos in vitro foi monitorada pela revelagcdo de filamentos intermediarios,
que sdo compostos de diferentes tipos de proteinas, a depender do tipo celular, do estagio de
desenvolvimento e em alguns casos do estado funcional de uma determinada célula. No caso
especifico dos astrdcitos, as proteinas encontradas constituindo os filamentos intermediarios
sd0 nestina, vimentina e a proteina &cida fibrilar glial (GFAP). Nossa caracterizacao
fenotipica revelou GFAP em astrocitos imaturos poligonais com poucos filamentos gliais, de
localizacdo perinuclear e mais intensa nos prolongamentos citoplasmaticos, enquanto o0s
maduros apresentaram intensa marca¢do na regido perinuclear e distribuicdo em rede por todo
o0 citoplasma, de acordo com observacdes prévias (Manthorpe et al., 1979; Sensenbrenner et
al., 1980; Trimmer et al., 1982).

Um mapeamento mais apurado do grau de pureza dessas culturas e o diagndstico da
suscetibilidade dos diferentes estagios de maturacdo de astrdcitos empregando marcacGes
duplas ou triplas para as proteinas de filamentos intermediarios de astrocitos teria trazido uma
maior contribuicdo ao trabalho e merece uma atencdo especial. Além disso, por meio das
analises ultraestruturais foram visualizadas, além das caracteristicas basicas de astrocitos, a
presenca de jungdes intercelulares do tipo “gap junction”, de acordo com a descri¢do de
Gregorios et al. (1985). Essas culturas foram mantidas ativas durante 0s ensaios

experimentais com T. gondii, por periodos de até 20-22 dias.

Devido as limitacbes do estudo da infeccdo de T. gondii em cérebros humanos, a
maioria das informacdes que se tém é proveniente de experimentos realizados com modelos

murinos, tanto in vivo quanto in vitro, o que foi o caso da presente dissertagéo.

Existe um conflito na literatura quanto a capacidade infectiva de T. gondii frente a
astrocitos in vivo. A maioria dos artigos relata que neurdnios seriam as células responsaveis
pelo estabelecimento da toxoplasmose encefélica (Sims et al., 1989) ou as principais células,

considerando-se que algumas células da glia eventualmente eram encontradas infectadas,
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incluindo astrdcitos (Ferguson e Hutchison (1987 a, b). Além da questdo da infectividade,
outro aspecto crucial era a capacidade de astrdcitos estabelecerem a cistogénese. Essa
discussao ja ocorria nos trabalhos de Sims et al (1989), que também realizaram um estudo in
vivo e com base na histologia, 0s autores confirmaram cistos apenas em neurdnios. Estudos
ultraestruturais anteriores (Ferguson e Hutchison, 1987a,b) mostraram uma predominancia de
cistos em neurdnios no cérebro de camundongos infectados cronicamente. Em 2010, Melzer e
colaboradores avaliaram a contribuicdo de cada tipo celular do cérebro durante a cistogénese
de T. gondii. Os autores ainda avaliaram que a marcacdo de astrécitos com GFAP varia
dependendo do subtipo e localizacdo destas células no cérebro, sendo assim, era possivel ter
cistos em astrocitos, mas devido ao baixo nivel de deteccdo da marcacdo, ndo foram

identificados.

Mais recentemente, estudos in vivo conduzidos por Cabral et al. (2016), camundongos
foram infectados intraperitonealmente com duas cepas de T. gondii, Prugniaud (avirulenta) e
CEP (virulenta) e os cérebros foram analisados em periodos de 0,5 a 12 semanas pés-
infeccdo. A fim de estabelecer mais fidedignamente os tipos celulares envolvidos nesta
infeccdo, astrdcitos foram marcados com anticorpos contra GFAP e S100B. Seus resultados
indicaram que os cistos foram encontrados principalmente em neurbnios, no entanto,

astrocitos também apresentavam infeccao.

Entretanto, os ensaios in vitro de diversos grupos empregando culturas primarias de
astrocitos, contendo percentuais variados de neurdnios e outras células gliais, apontaram a alta
suscetibilidade de infeccdo e de formacdo de cistos em astrocitos frente a diferentes perfis de
cepas de T. gondii (Halonen et al., 1996; Fischer et al., 1997; Creuzet et al., 1998). Em uma
revisao sobre o desenvolvimento diferencial de T. gondii em células neuronais, Fagard et al.
(1999) endossaram a sugestdo dada por Creuzet et al. (1998) e Halonen et al. (1996) para
explicar a maior infectividade de astrécitos em relacdo aos neurdnios: o pequeno tamanho dos
neurdnios comparado aos astrocitos permitiria o desenvolvimento de vaclolos e cistos
maiores e com mais parasitos nos astrécitos; a divisdo celular também implicaria na baixa
infectividade de neurénios, uma vez que nao ha divisdo celular nessas células, e um estudo
conduzido por Grimwood et al (1996) teria sugerido que a ligacdo dos taquizoitos a superficie
celular aumenta durante o meio da fase S (sintese) do ciclo celular. Desta forma, a expressédo
de receptores de superficie celular seria maximizada durante esta fase do ciclo,

potencializando, portanto, a infeccdo.
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Em uma reviséo sobre os experimentos realizados abordando a invaséo de T. gondii
em astrdcitos in vitro, Contreras-Ochoa et al (2012) descreveram que a alta diversidade de
resultados observada nesses ensaios € em decorréncia da heterogeneidade de metodologias
utilizadas, ou seja, modelos animais diferentes, diversidade de cepas (virulentas e avirulentas),
tamanho do inéculo do parasito e diferentes tempos de anélises pés-infec¢do. Os métodos de
analise constituem um fator de influéncia nesses experimentos: alguns autores informam
apenas o percentual de células infectadas, enquanto outros sdo mais refinados, avaliando a
quantidade de parasitos por vacuolo ou célula ou apenas a quantidade de vacuolos por célula.
Diante dessa diversidade de protocolos e de resultados divergentes, um dos desafios dessa
dissertagéo foi avaliar, nas nossas condi¢fes experimentais, 0 comportamento de duas cepas
polares de formas taquizoitas de T. gondii, com diferentes cargas parasitarias frente a cultura

priméria de astrocitos, num curso de tempo que variou de 24 a 196 h.

Astrocitos in vitro suportam o desenvolvimento de taquizoitos e bradizoitos (Halonen
et al., 1996). De acordo com os resultados de culturas mistas de cérebros de fetos humanos,
avaliados em 24 e 48 horas, astrocitos e neurénios foram infectados, mas a porcentagem de
astrocitos infectados foi 2 a 3 vezes maior do que neurdnios. No mesmo periodo, também
constataram que a replicacédo de T. gondii foi de 2 a 4 vezes maior em astrocitos, apresentando
maior quantidade de vacuolos e maior numero de parasitos por vacuolo em relacdo aos
neurdnios. A replicacdo de T. gondii em astrocitos resultou em sua lise ap6s 2 a 3 dias de
infeccdo. Em nossos experimentos com a cepa ME-49, observamos certa semelhanga, onde
apos 48 h de infeccdo ocorreu uma pequena queda no percentual de infecgdo, possivelmente

devido a lise de células, que s6 tornou a aumentar no tempo de 120 h.

Ainda, Halonen et al (1996) descreveram a presenca de cistos a partir de 48 horas nos
dois tipos celulares e, em geral, os cistos em neurdnios eram pequenos, enquanto em
astrdcitos eles tinham em média 100 um e com centenas de parasitos. Um dado adicional, foi
a observacao de que os cistos em astrocitos se rompiam, liberando bradizoitos entre 96 e 120
horas de infeccdo, demonstrando que cistos em neurdnios eram mais estaveis do que em
astrocitos. A cistogénese em nossas condi¢es experimentais ocorreu a partir de 72 horas nas
duas cepas utilizadas, sendo observados cistos grandes, contendo centenas de bradizoitos, o
que corrobora o que foi apontado por Fagard et al. (1999) de que o grande tamanho dos
astrocitos possibilitaria que essas células albergassem cistos de grandes proporgdes e

contendo centenas de bradizoitos. Nossos resultados foram gerados por meio de imagens de
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microscopia Optica para ambas as cepas, por analises citoquimicas utilizando a lectina DBA,
marcador de parece cistica e ainda por analise ultraestrutural para a cepa ME-49. E
interessante ressaltar que apesar da cepa RH ser conhecida por ndo formar cistos, obtivemos
indicios morfologicos de enormes estruturas que se assemelham muito a cistos. A conversdo
esponténea da cepa RH de taquizoito-bradizoito em astrocitos nao foi surpresa, tendo em vista
que nosso grupo, ja havia descrito esse evento em células musculares esqueléticas, sem
qualquer manobra experimental, o que reforca a ideia de que o microambiente celular possa

ser um dos indutores da cistogénese (Ferreira-da-Silva et al., 2009).

Creuzet et al. (1998) utilizaram culturas mistas de hipocampo de ratos neonatos com o
objetivo de avaliar o desenvolvimento de T. gondii em diferentes tipos celulares. Estas
culturas foram infectadas com taquizoitos da cepa virulenta, RH na proporcao 1:1 (parasito-
célula-hospedeira). Os diferentes tipos celulares foram identificados através da marcacéao
especifica com anticorpos, e as culturas mistas eram compostas por 70% células gliais e 30%
neurdnios. Os resultados foram analisados por imunofluorescéncia 24 horas apos a infeccéao e
mostraram uma alta porcentagem de células gliais infectadas, que abrigavam 2 a 4 vacuolos
contendo 1 a 8 parasitos. Obtivemos resultados semelhantes, em que astrocitos infectados
com a cepa RH e analisados em 24 h e na relacdo 1:1 possuiam entre 1-2, 3-6 vacuolos
albergando parasitos. Apesar da porcentagem de células contendo 3-6 vacuolos ter sido baixa
em nossos experimentos para esse tempo, esta aumentou posteriormente, bem como de
células contendo 7 ou mais vacuolos. Um diferencial nos nossos experimentos foi que
utilizamos os cértices para isolamento de astrécitos e camundongo ao invés de rato. Maiores
comparagcfes com 0s experimentos desses autores ndo puderam ser realizadas uma vez que
suas analises se restringiram ao tempo de 24 horas, enquanto nossas analises se prolongaram
por 144 horas pés-infecgdo. Em relacdo a cepa ME-49, células contendo entre 1 e 2 vacUolos
guase ndo variaram, apresentaram apenas uma leve queda de percentual no periodo de 144 h,
enquanto células contendo entre 4-6 vacuolos também ndo variaram muito em ambas as
relacfes parasito-astrocito. As células contendo 7 ou mais vactolos mostraram um baixo
percentual com 24 h, o que ja era esperado, devido ao pouco tempo de infeccdo, mas
aumentaram ao longo do percurso, apresentando um bom percentual com 120 e 144 h,
possivelmente devido a ciclos liticos ocorridos anteriormente, 0 que permitiu que Varios

parasitos invadissem novas células, aumentando assim o numero de vactolos das mesmas.
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Visando verificar a contribuicdo quantitativa de neurénios, astrocitos e microglias no
desenvolvimento intracerebral de T. gondii, Luder et al. (1999) realizaram experimentos in
vitro e analisaram a invasao das células hospedeiras, a replicacdo intracelular e a conversao do
estagio taquizoito para bradizoito. As culturas, feitas a partir dos cortices de embribes de ratos
Wistar, foram infectadas com taquizoitos da cepa avirulenta NTE nas razdes 1:1 e 1:3. Com
48 h de infeccgdo, constataram que pelo menos de 1/3 dos vaculolos parasitéforos presentes em
neurdnios e astrécitos continham pelo menos 4 a 8 parasitos, enquanto esse nimero era Vvisto
em menos de 7% das microglias, que possuiam em geral 1 a 2 parasitos por vactolo. Um
dado interessante desse grupo foi a descricdo de que estes parasitos intracelulares pareciam
degenerados, enquanto em neurdnios e astrocitos pareciam estar se desenvolvendo
normalmente. Dessa forma, os autores concluiram que a replicacdo de T. gondii era sustentada
principalmente por neurbnios e astrocitos, enquanto as microglias podiam inibir o
desenvolvimento in vitro do parasito. Além da conversdo de taquizoitos para bradizoitos
vistas 4 dias pés-infeccdo, constataram a presenca de bradizoitos nos trés tipos celulares,
porém a quantidade era maior em neurdnios, seguido por astrocitos e micrdglias. Culturas
foram examinadas por marcacdo com dupla imunofluorescéncia, e neurbnios foram
identificados como o tipo celular predominante, seguido por astrécitos e microglias. Apds
dois dias da infecgdo, parasitos intracelulares foram encontrados nos trés tipos celulares, mas
revelaram que a porcentagem de microglias infectadas era trés vezes maior do que em
neurdnios e astrocitos, indicando que T. gondii invade preferencialmente esse tipo celular. Ao
avaliar o desenvolvimento intracelular e morfolégico dos parasitos apds 2 dias de infeccédo
com a cepa avirulenta (ME-49), encontramos uma alta porcentagem de vacuolos contendo
entre 1-3 parasitos na relacdo 1:1, sendo que somente na relagdo 5:1 obtivemos um maior

percentual de vacutolos contendo entre 4-8 parasitos.

Em relacdo a conversdo de taquizoitos para bradizoitos, os dados de Luder et al.
(1999) diferem dos nossos, onde encontramos cistos somente a partir de 72 h tanto na cepa
avirulenta quanto na virulenta. Em seus resultados, Lider e colaboradores ainda
demonstraram que o emprego de IFN-y ndo interferiu no desenvolvimento da cistogénese de
T. gondii no tempo de 96 h, sugerindo que este processo ocorra espontaneamente. Por outro
lado, Jones et al. (1986) apontaram que IFN-y seria um mediador para a estabilizacdo de
cistos em culturas primarias de astrécitos murinos de longo prazo, uma vez que controlam a
divisdo de taquizoitos. Sabe-se que essa € a principal citocina de controle do crescimento de

T. gondii no cérebro (Suzuki et al, 1989). Como nédo utilizamos nenhum fator que pudesse
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interferir na cistogénese em astrocitos nas nossas culturas, esse parametro ndo pode ser

comparado.

A influéncia da carga parasitaria também foi decisiva para o desenvolvimento e
diferenciacdo do parasito durante a interagdo T. gondii-astrocitos. Infectando os astrocitos
com taquizoitos da cepa ME-49, na relagdo 1:1 e 5:1 (parasito-célula hospedeira) foi
observada a conversao de taquizoitos em bradizoitos em 72 h pds-infeccdo. Essa conversdo é
um processo natural que ocorre nas primeiras 15 h de infeccdo em culturas, sem a adigéo de
substancias imunomoduladoras (Gross et al., 1996). Entre 72 e 96 h de infeccdo foram
observados muitos parasitos no meio extracelular e lise das células, caracterizando o ciclo
litico do T. gondii, ratificando os resultados obtidos por Dzierszinski et al. (2004) que

observaram lise celular neste mesmo periodo em linhagens celulares de diferentes origens.

As analises ultraestruturais de astrocitos infectados com taquizoitos realizadas por
periodos que variaram de 48 a 196 h de interacdo mostraram assincronismo dos eventos que
regem essa interacdo. Em funcdo disso, a mesma cultura infectada a partir de 72 h permitiu o
acompanhamento dos eventos iniciais e do desenvolvimento intracelular do parasito, quer
durante o ciclo litico, quer durante a cistogénese. No presente trabalho, pudemos identificar:
(i) adesdo do taquizoito a superficie de astrdcitos, mediada pela regido apical num tipico
processo de penetracdo ativa. Os mecanismos motores e moleculares que se estabelecem nesta
adesdo e invasdo do T. gondii foram revistos por Tardieux e Baum (2016) integrando
conceitos antigos e novos para uma melhor compreensao da arquitetura motora que determina
a invasao do parasito na célula hospedeira. Este € um topico da biologia celular e molecular
do parasito ainda pungente; (ii) VP caracteristicos de infeccdo recente, apresentando um
taquizoito no seu interior; (iii) VP contendo parasitos em duplas, indicativo de processo de
divisdo celular recente, e/ou apresentando varios parasitos por VP numa tipica multiplicacédo
ativa; (iv) VP com parasitos em processo de transicdo de taquizoito para bradizoitos; (v)
cistos teciduais em diferentes estagios de maturagdo; (vi) células contendo mais de um
vacuolo, as vezes muitos vacuolos com um Unico parasito, ao lado de vacuolos repletos de
parasitos ou ainda, (vii) a presenca simultanea de cistos nessas células. Essa variacdo de
“estagios infectivos” demonstra claramente a falta de refratariedade a novas infec¢Ges numa
mesma célula (infeccdes multiplas atemporais), e o desenvolvimento intracelular do parasito
assincronico. Esses eventos ja tém sido reportados com outros tipos celulares, como a célula

muscular esquelética e células epiteliais de diferentes origens (Guimaraes et al., 2008, 2009;
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Paredes-Santos et al., 2013; De Muno, 2015; Garcia, 2016).

A anélise ultraestrutural comparando astrocitos ndo infectados e infectados mostrou
uma resposta celular imediata, como um processo dindmico, que ocorre logo apds a sua
invasdo por taquizoitos. Mitocondrias perdem sua organizacdo original dispersa pelo
citoplasma e se deslocam para a regido onde se localiza o VP e cistos, adquirindo uma
distribuicdo radial em torno dessas estruturas. Esse tropismo de mitocondrias da célula
hospedeira durante a infeccdo € uma questdo ainda ndo bem esclarecida. Alguns autores
consideram que as mitocondrias nas proximidades do VP seria um evento determinado pela
falta de espaco durante o desenvolvimento do parasito na célula hospedeira (Magno et al.,
2005b). Os astrdcitos tém uma area citoplasmatica grande e a migracdo tem sido observada
em células contendo um unico vacuolo. Desta forma, esta reorganizacéo espacial, ndo poderia
ser uma casualidade e muito provavelmente deve envolver vias moleculares de sinalizacdo do
parasito que induza essa atragdo. Assim, estas hipdteses encontram respaldo nos dados
descritos nesta dissertacdo e também nos dados acumulados pelo nosso grupo com diferentes
tipos celulares (Andrade et al., 2001; Gomes et al., 2014; de Oliveira, 2014; Garcia, 2016).

A associacdo das mitocondrias com o VP e cistos se estabelece: via adesdo direta com
a MVP ou PC e/ou indireta, mediada por RER. No caso de VP, estas observacdes estdo em
consonancia com outros grupos de pesquisa que avaliaram essa interagdo principalmente em
macrofagos, enquanto a associacdo de organelas durante a cistogénese, tem sido muito pouco
explorada e se limita a um artigo de Lindsay (1998) com fibroblastos, pouco conclusivo
devido a qualidade do material apresentado. Recentemente, nosso grupo empregando células
Vero num estudo ultraestrutural mais refinado mostrou detalhes desta interagdo com cistos
(Garcia, 2016). Jones et al. (1972) e Sinai e Joiner (1997) demonstraram que esta associacao
sempre se estabelecia de forma direta mitocéndrias-MVP. Estudos desenvolvidos por Magno
et al. (2005) por meio de andlises de reconstrucdo 3D e quantitativa, consideram que a via de
associagdo predominante seria mitocondrias-RER-MVP. Nossos resultados empregando
astrocitos, células epiteliais e células musculares esqueléticas corroboram em parte esses
dados e estdo mais alinhados a literatura, sendo que dois tipos de associacdo foram
detectados: (i) mitocondrias com associagdo direta com a MVP ou PC, localizando-se muitas
vezes, entre as cisternas do RER, tendo em vista que varios perfis de RER circundam o0s
vacuolos e cistos; (ii) associacdo indireta, mediada por RER. A orientacdo do RER com a face

lisa associada a MVP ou PC e a face rugosa voltada para o citoplasma de astrécitos nos
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remete aos estudos que avaliam a importancia da associa¢do do RER com o VP de T. gondii e
do papel dessa organela como responsavel pelo trafego de substancias entre o parasito e a
célula hospedeira (Magno et al., 2005; Goldszmid et al., 2009; Gomes et al., 2014).
Goldszmid et al. (2009) mostram que a associa¢do do RE de células dendriticas com o VP
caracteriza uma nova via de apresentacdo cruzada de antigenos. Este evento explicaria a
capacidade de hospedeiros imunocompetentes de controlar a infecgdo pelo T. gondii. Desta
forma, propomos que o RER se associe com o VP e aos cistos sempre sob esta orientagéo,
pois a face lisa é responsavel pela sintese de vesiculas exociticas e de transporte intracelular.
Assim, por meio desta via 0 parasito obtém e envia informacfes e substancias para outros
vacuolos, organelas da célula hospedeira e para 0 meio extracelular. Esta associa¢do induzida
pelo parasito explicaria muito do crescimento da MVP e do parasito durante sua proliferacdo
e desenvolvimento intracelular, como ja proposto por De Melo et al. (1992), De Melo e de
Souza (1997) e Gomes et al. (2014). A identificacdo da estreita associagdo de organelas de
astrocitos durante a cistogénese de T. gondii é pioneira e agrega subsidios que permitem a
melhor compreensdo da fonte de nutrientes requerida pelos parasitos nesse periodo de sua

permanéncia no interior de cistos por toda a vida do hospedeiro.

Até 0 momento, os estudos que avaliam as moléculas candidatas envolvidas na
interacdo de mitocondrias durante a interacdo de T. gondii na célula hospedeira se restringem
a sua associacdo com MVP. Estas moléculas seriam as proteinas ROP2a, ROP2b e ROP8
(secretadas pelas roptrias, que constituem uma familia de cerca de 18 proteinas, com distintas
funcBes na infeccdo) atuando como mediadoras desta associacdo via interac@es hidrofébicas e
ibnicas (Beckers et al., 1997; Sinai e Joiner, 2001; Nakaar et al., 2003; El Hajj et al., 2006,
2007; Labesse et al., 2009; Reese e Boothroyd, 2009; Pernas et al., 2014). Pernas e
Boothroyd (2010) mostraram que apds a deplecdo dos genes para estas proteinas, em
taquizoitos da cepa RH, a associagdo mitocondria e MVP se mantém, o que contraria 0s
resultados descritos pelo grupo do Nakaar. Os autores propdem que possa ter ocorrido uma
deplecao “off-target” de outros membros da grande familia de proteinas da ROP2 gerando
esse resultado conflitante. Independentemente dessa discussdo a respeito da(s) molécula(s)
responsavel (eis) pela associacdo entre mitocondrias da célula hospedeira e 0 VP, nossos
dados obtidos com taquizoitos/bradizoitos/cistos ndo sé comprovam a associagdo como,
também, reforcam a ideia de que esse evento ndo seria ocasional (Gomes et al., 2014; de
Oliveira, 2014; Garcia, 2016; Tahara et al., 2016). Mais recentemente, corroborando essa

hipotese, foi identificado um fator de associacdo mitocondrial (TJMAF1) como uma molécula
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mediadora da associagdo mitocondria - MVP de T. gondii (Pernas et al., 2014).

Durante o desenvolvimento de taquizoitos em astrécitos, além da associacdo de
mitocondrias e RER a MVP, ha no periodo de proliferacdo celular um aumento da rede
tubulo-vesicular (RTV) como descrito em células epiteliais (Magno et al., 2005b; Lemgruber
et al., 2008; De Oliveira, 2014). E de amplo conhecimento que a MPV é modificada
bioquimicamente por uma intensa exocitose de moléculas das roptrias e dos granulos densos
(Brossier et al., 2005), que as proteinas GRA2, GRA3 e GRAG6 possuem um papel
fundamental na formacdo dos tubulos, que dardo origem a RTV madura, e que a GRAG ¢
responsavel pela estabilizacdo desta rede (Mercier et al., 2002; Caffaro e Boothroyd, 2011).
Além disso, vérias dessas proteinas modificam a membrana do vacutolo parasitoforo, através
da formacéo de poros, permitindo a difusdo bidirecional de moléculas de até 1.2 kDa, entre o
vacuolo e o citoplasma da célula hospedeira (Cesbron-Delauw, 1994; Schwab et al., 1994).
De fato, 0 aumento dessa rede durante o desenvolvimento do parasito deverd aumentar o
transito de substancias entre parasito e o citoplasma da célula hospedeira, como fonte de

nutrientes e fatores necessarios a manutencao de T. gondii intracelular.

O processo de cistogénese em astrocitos foi monitorado ultraestruturalmente. Os
parasitos no interior dos cistos teciduais apresentaram caracteristicas morfologicas de
bradizoitos, com grande quantidade de granulos de amilopectina, como descritos por Dubey et
al. (1998). Foi possivel verificar o aumento da eletrondensidade tanto da estrutura da parede
quanto da matriz cistica a medida que estes cistos amadureciam. Estas observacfes estdo de
acordo com a descricdo da maturacdo de cistos nos sistemas in vivo e in vitro (Ferguson e
Hutchison, 1987; Paredes-Santos, 2015; Garcia, 2016). Durante o processo de cistogénese
observou-se a escassez de RTV, que parece ser degradada e substituida por um material
amorfo, granular e eletrondenso, caracterizado como a matriz cistica. A depender do tipo
celular, a matriz adquire maior eletrondensidade, como é o caso de células Vero (Garcia,
2016). Se héa diferenca na composicdo desta matriz entre esses tipos celulares e o significado

bioldgico desse evento é um capitulo da biologia do T. gondii que merece ser investigado.

O desenvolvimento intracelular do T. gondii em astrocitos monitorado por anélise
ultraestrutural demonstrou que independente do estagio do desenvolvimento na célula
hospedeira, contendo um ou VAarios parasitos, ou mesmo cistos, ocorre uma intima interagdo
da mitocéndria, RER e CL com o vacuolo albergando taquizoitos em divisao celular, formas

em transi¢do taquizoitos-bradizoitos e com a parede de cistos. Estas associagdes ocorrem
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rapidamente apds a invasao do parasito (Sinai, 2008; Gomes et al., 2014; Nolan et al., 2015),
se mantendo durante todo o curso da infeccdo e tem sido observado em alguns modelos
celulares utilizando como infeccdo primaria taquizoitos de cepas do tipo I, de alta viruléncia e
ndo cistogénicas e bradizoitos e taquizoitos de cepas do tipo Il, avirutentas (Jones e Hirsch,
1972; Sinai et al., 1997; Sinai e Joiner, 2001; Andrade et al., 2001; Magno et al., 2005b;
Guimarées et al., 2008; 2009; Gomes et al., 2014, de Oliveira, 2014; Garcia, 2016).

A alta incidéncia de cistogénese, especificamente em certos tipos celulares, sugere que
determinados microambientes apresentem caracteristicas bioquimicas que favorecam a
persisténcia do parasitismo no hospedeiro. Mais recentemente, tem sido proposto que esta
predilecdo seria por células diferenciadas, justificando a selecdo pelo parasito por células
musculares esqueléticas e neurdnios para a manutencdo do parasitismo no hospedeiro
(Swierzy e Luder, 2015). Esta hipotese testada, ndo explica a eficiéncia da conversdo de
taquizoitos em bradizoitos em algumas linhagens de células epiteliais renais, como células
Vero e 293T fibroblastos, que sdo células tumorais com alta capacidade proliferativa,
mostrando alto potencial de cistogénese, frente a diferentes formas infectantes e cepas de
diversificado perfil genético de T. gondii (Weilhammer et al., 2012; Paredes-Santos et al.,
2013; de Muno et al., 2014, 2015; Garcia, 2016). Este conjunto de dados corrobora a hipdtese
de que o tipo celular associado ao estado metabdlico das células seja decisivo para 0 sucesso
da manutencdo do parasito no organismo infectado. Todos esses parametros reforcam a
necessidade da elucidacdo desse processo com estudos mais direcionados para 0s eventos que
ocorrem in vivo, explorando os aspectos inerentes a cada tipo celular envolvido na

cistogénese.

Colocando em foco, particularmente o desenvolvimento da cistogénese e a
participacdo de organelas de astrocitos durante este processo, aqui mostramos detalhes dessa
associacdo com cistos. As imagens inéditas com astrocitos, da movimentacdo direcionada das
mitocondrias e RER para o0s cistos, obtidas sdo bastante contundentes sugerindo uma resposta
celular a invasdo e a manutencdo do T. gondii intracelular, tanto no estagio de multiplicacéo
celular (taquizoito e bradizoito) quanto em cistos ja estabelecidos. Este tdpico tem sido bem
caracterizado com taquizoitos e bradizoitos (Jones et al., 1972; Sinai et al., 1997; Sinai e
Joiner, 2001; Magno et al., 2005b; Gomes et al., 2014, de Oliveira, 2014) mas, ainda
permanece um assunto muito pouco explorado em se tratando do estabelecimento da

cistogénese nas células hospedeiras (Sahm et al., 1997; Sims et al., 1989a; Lindsay et al.,
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1998; Garcia, 2016). O favorecimento da circulagdo de nutrientes para 0s parasitos
intracisticos (bradizoitos), garantindo sua sobrevivéncia por longos periodos no hospedeiro €
uma das hipdteses possiveis. Entdo, além da manipulacédo da célula hospedeira, como uma das
estratégias do estabelecimento da cistogénese, o T. gondii mantém a célula viavel por longos
periodos, a partir da modulacdo negativa da apoptose (Laliberté e Carruthers, 2008),
aumentando a expressdo de proteinas antiapoptéticas, ativando as vias de sinalizacdo de
sobrevivéncia da célula e inibindo producao de proteinas proapoptdticas (Payne et al., 2003;
Molestina et al., 2003; Kim e Denkers, 2006; Carmen e Sinai, 2011).

Um aspecto morfoldgico que nos tem chamado a atencdo durante as analises
ultraestruturais é a presenca constante de células contendo multiplos vactolos, com um a dois
parasitos (bradizoitos/taquizoitos), em estreito contato entre suas membranas, com e sem
mediacdo do RER, sugestivas de fusdo ou perda da integridade dessas membranas. Esta
observacdo ndo € restrita aos astrécitos, tendo em vista que em células musculares, de
Oliveira (2014) ja descrevia esse evento. No presente trabalho, nds ndo fomos capazes de
garantir a ocorréncia de comunicacdo entre esses vacuolos, sendo necessario um estudo
sistematico de analise de cortes ultrafinos seriados para validar ou ndo essa hipotese. N&o
excluimos a possibilidade de que essa “fragilidade das membranas” entre os vactolos possa
ser em decorréncia do avanco do processo do ciclo litico para a liberacdo dos parasitos
intracelulares. Alguns estudos mostram que, durante o egresso de taquizoitos, existem alguns
fatores que disparam os mecanismos de sinalizacdo para o rompimento das membranas
(vacuolar e plasmatica), permitindo a evasdo do parasito da célula hospedeira. Um desses
fatores mais bem caracterizados é o célcio, que a depender da sua concentragdo intracelular no
parasito e na célula hospedeira, modula os mecanismos que promovem 0 egresso dos
taquizoitos durante seu ciclo litico (Blackman e Carruthers, 2013). Com base em varios
estudos que relacionam a sinalizacdo de célcio entre RE e mitocondria, podemos sugerir que a
associacdo do RER com a MVP possa fornecer célcio estocado em suas cisternas como
estratégia de sobrevivéncia e egresso do T. gondii. Esta proposta é sustentada pela patente
participacdo do célcio no disparo da via intrinseca de apoptose, a qual passa pela liberacdo de
citocromo ¢ mitocondrial (Hajndczky et al., 2003, 2006; Breckenridge et al., 2003; Spat et al.,
2008; Santo-Domingo e Demaurex, 2010; Parys, 2014; Marchi et al., 2017).

Astrocitos infectados com taquizoitos e analisados ap6s 8 dias de infeccdo mostraram

vacuolos parasitoforos contendo parasitos em avancado estado de degradacdo, mantendo a
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associagdo de mitocondria e RER. Esses achados ndo foram observados por Jones e Hirsch
(1972), Joiner et al. (1990) e Morisaki et al. (1995), quando ofereceram parasitos mortos por
fixacdo ou opsonizados. Por outro lado, quando Sinai et al. (1997) trataram culturas
infectadas com doses microbicidas de pirimetamina, provocaram a morte dos parasitos que
haviam invadido as células ativamente, ou mesmo quando usaram inibidores de potencial de
membrana mitocondrial (NaN3; e CCCP), observaram o mesmo fendmeno de manutencdo da
associacdo MVP-organelas. Considerando-se que a entrada de parasitos por fagocitose nédo
envolve a secrecdo de proteinas das roptrias e insercdo de suas proteinas na MVP, nossa
tendéncia é concordar com as sugestfes de Sinai et al. (1997) de que quando o parasito invade
a célula por penetracdo ativa, ndo ¢ necessario um “turnover” dos “receptores” do parasito

para sustentar estas associacdes de organelas a MVP.

Entdo este conjunto de dados nos permite concluir que a resposta celular durante a
infeccdo pelo T. gondii sugere a dependéncia do parasito pelo metabolismo da célula
hospedeira, em particular de astrocitos, como descrito aqui, frente a maior ou menor atividade
nos diferentes tipos celulares, o que garante o desenvolvimento intracelular do parasito (Jones
et al., 1972; Sinai et al., 1997; Gomes et al., 2014). Além disso, apostam a contribui¢do do
hospedeiro para o estabelecimento da fase crénica da toxoplasmose (Sinai e Joiner, 1997,
2001, 2002; Hill e Dubey, 2002; de Oliveira, 2014; Garcia, 2016). Ha fortes evidéncias de que
a célula hospedeira forneca lipidios e produtos do metabolismo intermediario para 0s
parasitos intracelulares para sustentar, tanto a construcao, quanto a manutencgéo perene da fase
crénica da toxoplasmose (Sinai et al., 1997; Sinai e Joiner, 2001; Coppens et al., 2006;
Gomes et al., 2014).

Na presente dissertacdo, além dos aspectos de infectividade de astrocitos frente ao T.
gondii e a andlise ultraestrutural desta interacdo, foi demonstrada a participacdo de organelas
durante essa interacdo. Reservamos esse espaco agora para discutir o envolvimento de CL da
célula hospedeira na manutencdo do VP e de cistos teciduais. Uma das areas mais excitantes
da biologia celular durante a Gltima década tem sido o estudo dos CL que permitem as células
armazenarem moléculas ndo polares: tais como lipidios neutros em compartimentos
especificos onde sdo sequestrados do ambiente celular e podem se acessados por mecanismos
regulatérios. Sem divida, a atencdo dada a estas organelas € devido ao seu papel central em
varias patologias, incluindo as infecciosas (Bozza et al., 2009, 2011; Melo e Dvorak, 2012;
Gomes et al., 2014; Meyers et al., 2017).
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E conhecido que o T. gondii mobiliza fontes de lipidios da célula hospedeira durante a
sua invasao e seu ciclo intracelular (Charon e Sibley, 2002), e que o parasito ndo sintetiza seu
préprio colesterol, obtendo-o da célula hospedeira (Coppens et al., 2000; Portugal et al.,
2008). Alem do RER e mitocondrias, descrito desde os primeiros estudos da interacdo T.
gondii-célula hospedeira por Jones et al. (1972), a participacdo de CL tem sido apontada neste
sistema. AlteragBes no metabolismo lipidico e aumento do nimero de CL tém sido associadas
com doencas inflamatérias causadas por agentes inflamatoérios, como bactérias (D’Avila et
al., 2006; Mattos et al., 2010), fungos (Sorgi et al., 2009) e infec¢Bes por protozoarios como
Leishmania amazonensis (Pinheiro et al., 2009), Trypanosoma cruzi (D’Avila et al., 2011) e
T. gondii (Charron e Sibley, 2002; Melo et al., 2006; Gomes et al., 2014; Motta et al., 2014;
Oliveira, 2014; Nolan et al., 2015).

Aqui, descrevemos, pela primeira vez, a associagdo de CL aos VP e aos cistos
intracelulares durante a interacdo de T. gondii, com cepa ME-49 em astrocitos. N0sso
pioneirismo se destaca devido o emprego da cepa avirulenta ME-49, tendo em vista que a
maioria dos artigos que trata desse tema concentra a atencdo na resposta celular frente a cepa
RH, altamente virulenta (Charron e Sibley, 2002; Melo et al., 2006; Gomes et al., 2014;
Motta et al., 2014; Nolan et al., 2015) e o modelo celular astrécitos, ainda ndo explorado
nestas abordagens. Em um estudo mais recente, Oliveira (2014) foi o primeiro autor
demonstrando que cepas polares (RH e ME-49) induziam a formacéo de CL diferencialmente:
ME-49 mais indutora em células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas.

Outro aspecto inovador desta dissertacdo foi o0 estudo direcionado para o
desenvolvimento da cistogénese com foco na resposta celular de astrécitos. Nossos resultados
demonstraram a manutencdo da associacdo de CL durante o ciclo litico e a cistogénese, tanto
a associacdo com o VP contendo taquizoitos quanto a parede de cistos. Observou-se que
durante a associacdo de CL de astrdcitos ao VP e com os cistos intracelulares, ndo houve
exclusdo da associacdo com mitocondrias ou reticulo endoplasmatico. Por anélise
ultraestrutural foi visto CL em contato direto com a membrana do VP e dentro da matriz
vacuolar, em torno e interagindo diretamente com a membrana do parasito e por vezes
interligando mais de um vactolo. Contato intimo dos CL com a parede cistica foram
observados indicando que essas organelas sdo recrutadas e liberam seu conteudo para dentro
do PV e, possivelmente, fornecem lipidios para os bradizoitos intracisticos. Temos

demonstrado que em células musculares esqueléticas, além do recrutamento de organelas para
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0 VP, ocorre um aumento no numero e volume dos CL acompanhado pelo aumento da
expressdo da COX-2 e PGE,, e sugerimos que este processo possa estar contribuindo para o
controle da sintese da IL-12 e do IFN-y frente infeccdo por T. gondii (Gomes et al., 2014).
Experimentos desenvolvidos pelo grupo de DaMatta (Mota et al., 2014) mostraram também
um aumento no ndimero de CL, acompanhado do aumento da producdo de PGE, com
concomitante reducdo da produgdo de NO, tornando os macréfagos menos microbicidas.
Assim, a associacao direta de CL com VP sugere que T. gondii possa tirar vantagem como

uma fonte de energia extra e favorecer a sua sobrevivéncia e crescimento intracelular.

A formacdo de CL induzida por infeccdo por patdgenos foi proposta como parte do
mecanismo de evasao do parasito (Bozza et al., 2007; Melo & Dvorak, 2012). Esta hipdtese é
bem fundamentada e deve ser investigada em diferentes modelos celulares, explorando essa
interacdo durante a cistogénese do T. gondii, como uma ferramenta para o bloqueio do avango

da fase crénica da toxoplasmose.

Romano et al. (2013) demonstraram que o VP se localiza preferencialmente perto do
Golgi da célula hospedeira durante a infeccdo e permanece estreitamente associado a esta
organela ao longo do desenvolvimento do ciclo litico. O parasito fragmenta o Golgi em
numerosas pequenas vesiculas que rodeiam o VP, e as sequestra para dentro do VP. Uma vez
marcadas com anticorpo contra Rab14, Rab30 ou Rab43, se colocalizam com esfingolipidos
derivados do hospedeiro no espaco vacuolar. Os autores acreditam que os esfingolipidos
eliminados contribuam para a replicacdo do parasito, pois qualquer alteracdo no seu
metabolismo é prejudicial para o seu crescimento do T. gondii. Num estudo mais recente,
Nolan et al. (2015) compararam Neospora e Toxoplasma, dois parasitos coccideos do filo
Apicomplexa, quanto a capacidade de interagirem com Golgi da célula hospedeira. Foi
observado que Neospora ndo € capaz de desmontar o Golgi, ndo usando essa via para
captacdo de lipidios e que esta diferenca deve refletir divergéncias nas vias evolucionarias
desses parasitos parentes. No nosso sistema, ndo fomos capazes de observar esta interacdo, e
podera ser uma abordagem no futuro para o melhor entendimento da biologia do T. gondii,

com especial atencéo as células de eleicdo da cistogénese, in vivo e in vitro.

Para avaliar os filamentos intermediarios em astrocitos selecionamos a proteina
GFAP, o componente mais diversificado e abundante de seu citoesqueleto. Os filamentos
gliais s@o especificos de astrocitos e nossos resultados apontam diferentes perfis de

distribuicdo destes filamentos durante o estabelecimento da cistogénese de T. gondii.
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Observamos altera¢Ges no arranjo dos filamentos de GFAP quando VP continham taquizoitos,
confirmando os dados de Halonen et al (1998). Identificamos, no entanto, o remodelamento
dos filamentos de GFAP ao redor de VP em transicao e cistos, e relacionamos o aumento da
intensidade da marcacdo da GFAP, ao curso temporal da cistogénese. Nossos resultados estéo
de acordo com o Unico relato da avali¢do dos filamentos intermediérios em cistos de T. gondii
encontrados em astrdcitos (Halonen et al. 1998), os quais descreveram o acumulo de
filamentos gliais em torno dos cistos. Apresentamos dados contundentes do remodelamento
dos filamentos de GFAP ao redor de VP em transicdo e de cistos, e sugerimos que este
rearranjo esteja envolvido na estabilizag8o fisica destas estruturas. Uma das alternativas para
testar essa hipotese seria o pré-tratamento de células antes e durante a cistogénese por meio de

compostos que desestabilizem esses filamentos.

Os resultados apresentados aqui, aliados aos estudos de outros autores em diferentes
tipos celulares, revelam o quao dindmico € o processo de estabelecimento da infeccédo pelo T.
gondii e da formacdo de cistos teciduais em astrocitos. Com relacdo a estruturacdao da célula
hospedeira para a sustentabilidade dos parasitos, estudos do nosso grupo tém mostrado um
rearranjo de diferentes elementos do citoquesqueleto em células musculares esqueléticas e
células epiteliais (Gomes, 2011; Garcia, 2014). E necessario investigar se as alteracdes aqui
descritas de GFAP, uma das proteinas da maquinaria estrutural de astrocitos, € consequéncia
da presenca do parasito induzindo alteracBes conformacionais dessas proteinas ou das
estruturas formadas por elas. Nossa hipdtese é que este remodelamento visa suportar
fisicamente e metabolicamente a presenca do cisto tecidual, estrutura que ird perdurar por

longos periodos no interior da célula hospedeira.

Acreditamos que o Toxoplasma evoluiu de maneira a explorar moléculas e a prépria
resposta celular do hospedeiro, proporcionando assim, um ambiente favoravel para o
estabelecimento da fase crénica da infecgdo. Esse conjunto de dados reforca a ideia de que o
recrutamento de organelas da célula hospedeira é uma importante fonte de lipidios e de outros
produtos do metabolismo intermediario para o desenvolvimento e sustentacdo do parasito,
quer durante o ciclo litico (Sinai et al., 1997; Sinai e Joiner, 2001; Coppens et al., 2006;
Gomes et al., 2014; Mota et al., 2014) quer durante a cistogénese (Garcia (2016).
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VII. CONCLUSOES

(i) Astrocitos sdo susceptiveis a infeccdo pelo T. gondii e sustentam a replicacdo dos
parasitos, a conversao taquizoito-bradizoito e a formacdo de cistos, indicativo de que séo

células importantes no contexto da toxoplasmose encefélica;

(ii) As evidéncias ultraestruturais da associacao direta entre mitocéndrias e a MVP e cistos, do
RER com a face lisa voltada para a MVP e a parede cistica, algumas vezes mediada por
mitocdndrias mostra a influéncia do parasitismo na maquinaria de astrdcitos induzindo ao
recrutamento e remodelamento dessas organelas durante o ciclo litico e a cistogénese do T.

gondii;

(iii) A migracdo e a interacdo de mitocondrias, RE e CL com VP contendo taquizoitos, VP
com formas em transicdo taquizoitos-bradizoitos e a parede cistica de T. gondii em astrdcitos
¢ constante e permanente, o que deve contribuir e garantir o sucesso da manutencdo do
parasitismo por meio do transito de moléculas entre o ambiente vacuolar/cisto e o citoplasma

da célula hospedeira;

(iv) Este conjunto de dados abre perspectivas para o aprofundamento da interacdo T. gondii-
astrocitos, explorando se a infeccdo induz o aumento da biogénese de CL, interferindo na
sintese de citocinas, ou ainda se a inibi¢do da sintese de CL tem efeito no destino intracelular
do parasito, em particular no estabelecimento da cistogénese. Essas abordagens poderédo
contribuir para um melhor entendimento da relacdo harménica estabelecida pelo T. gondii

para garantir a sua permanéncia por longos periodos no hospedeiro.
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