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Resumo

O Toxoplasma gondii, um protozoario intracelular obrigatério com distribuicdo
cosmopolita, € de grande relevancia médica e veterinaria. A toxoplasmose congénita
representa uma das mais sérias consequéncias da infeccdo aguda na gestante,
podendo acarretar: transmisséo vertical (19%); aborto (9%) ou ma formacgéo do feto
(30%). Durante a transmissdo congénita, as células endoteliais da veia do cordéo
umbilical humano (HUVEC) estdo inseridas na principal rota de transmissdo da
infeccdo vertical. No entanto, esse modelo celular tem sido pouco explorado no
contexto da toxoplasmose experimental. Assim, o principal objetivo dessa dissertacéo
foi analisar aspectos celulares da interagéo de T. gondii e HUVEC in vitro. As culturas
foram caracterizadas morfologicamente por microscopia Optica e eletrbnica de
transmissdo e, quanto a interacdo parasito-célula hospedeira, 0s seguintes
parametros foram avaliados: cinética da susceptibilidade da HUVEC frente a infeccao;
comparacao da capacidade infectiva de taquizoitos obtidos de diferentes fontes e de
duas cepas polares (ME-49 WT e GFP e RH) e, ainda, o destino intracelular do
parasito. Culturas de HUVEC mantiveram as caracteristicas morfolégicas e funcionais
preservadas como no sistema in vivo. As analises quantitativas mostraram que o T.
gondii € capaz de invadir e se multiplicar ativamente nessas células, sendo que
taquizoitos da cepa RH sdo mais infectivos do que taquizoitos da cepa ME-49 WT.
Além disso, o0 método de obtencdo dos parasitos pode influenciar na capacidade
infectiva de taquizoitos provenientes do cultivo celular. As andlises qualitativas
realizadas por microscopia eletrénica de transmissédo e citoquimica indicaram que a
infeccdo de HUVEC gera ativacao celular e altera a dindmica de suas organelas em
resposta a infeccéo, dentre elas, os corpusculos de Weibel-Palade. Pela primeira vez,
a conversao taquizoitos- bradizoitos e o estabelecimento da cistogénese em HUVEC
foram demonstrados. O encistamento, nesta importante rota de infec¢géo para o feto,
pode atuar como repositorio de parasitos ao longo da gestacao, potencializando, por
meio do rompimento dos cistos, re-infecgdes. Esse trabalho abre novas perspectivas
para o estudo da interacao de T. gondii e HUVEC in vitro e, com isso, potencialmente

elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na transmisséo congénita.



Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Células endoteliais do corddo umbilical
humano; Interagdo T. gondii- célula endotelial; Cistogénese; Corpusculos de Weibel-
Palade

ABSTRACT

Toxoplasma gondii, an obligate intracellular protozoan with cosmopolitan distribution
is of great medical and veterinary relevance. Congenital toxoplasmosis represents one
of the most serious consequences of the acute infection of the pregnant woman, which
can lead to: vertical transmission (19%); abortion (9%) or malformation of the fetus
(30%). During congenital transmission, human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC) are inserted in the main route of vertical transmission infection. However,
this cellular model has been little explored in the context of experimental
toxoplasmosis. Thus, the main objective of this dissertation was to analyze cellular
aspects of the interaction of T. gondii and HUVEC in vitro. Cultures were
morphologically characterized by optical and transmission electron microscopy and, in
relation to the parasite- host cell interaction the following parameters were evaluated:
kinetics of HUVEC susceptibility to infection; comparation of the infective capacity of
tachyzoites obtained from different sources and from two polar strains (ME-49 WT and
GFP and RH) and the intracellular fate of the parasite. Cultures of HUVEC maintained
the morphological and functional characteristics preserved as in vivo. Quantitative
analyzes showed that T. gondii is able to invade and multiply actively in these cells;
wherein tachyzoites of the RH strain are more infective than tachyzoites of the ME-49
WT strain. Moreover, the method of obtaining the parasites may influence the infective
capacity of tachyzoites from the cell culture. Qualitative analyzes performed by
transmission electron microscopy and cytochemistry indicated that HUVEC infection
generates cellular activation and changes the dynamics of its organelles in response
to infection, among them Weibel-Palade corpuscles. For the first time, tachyzoites-
bradyzoites conversion and establishment of cystogenesis in HUVEC was
demonstrated. Cysts formation, in this important route of infection to the fetus, can act
as a repository of parasites throughout gestation, potentializing, through the rupture of
the cysts, re-infections. This work opens new perspectives for the study of the
interaction of T. gondii and HUVEC in vitro and thus can elucidate the molecular

mechanisms involved in congenital transmission.
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|. INTRODUCAO

1. Toxoplasma gondii

1.1 ASPECTOS GERAIS

O Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatorio pertencente
ao filo Apicomplexa e subclasse Coccidiasina (DUBEY e SPEER,1997). A primeira
descricdo desse protozoario ocorreu quase que simultaneamente em 1908, por
Splendore, no Brasil, e Nicolle e Manceaux, na Tunisia (SPLENDORE, 1908;
NICOLLE e MANCEAUX, 1908).

E um dos parasitos com maior importancia médica e veterinaria, capaz
infectar todas as células nucleadas de uma ampla gama de hospedeiros, incluindo
o homem. Atualmente, é estimado que cerca de um ter¢co da populacdo mundial
esteja infectada pelo T. gondii, agente causador da Toxoplasmose, considerada
uma das zoonoses mais frequentes do mundo (MONTOYA et al., 2004; VIDAL et
al., 2005).

A infeccéo pelo T. gondii normalmente permanece latente e é assintomética
em individuos imunocompetentes. No entanto, alguns estudos realizados nos
altimos anos apontam a possivel relacdo da infeccdo cronica e doencas
psiquiatricas, como a esquizofrenia e doencas neuroldgicas, como epilepsia e
enxaqueca (YOLKEN et al.,, 2009; WEBSTER et al., 2013). A gravidade da
infeccdo € aumentada em individuos com o sistema imunolégico comprometido,
como na Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (“AIDS”), uso de
imunossupressores administrados em pacientes transplantados, nas doencas
autoimunes e em alguns tipos de cancer. Nesses individuos, a infecgdo pelo
parasito pode levar o hospedeiro ao 6bito (JACKSON e HUTCHISON, 1989;
TENTER et al., 2000).

O carnivorismo representa a principal via de infeccéo dos hospedeiros, por
meio do consumo de carne e visceras cruas ou malcozidas, contendo cistos
teciduais (DUBEY et al., 1972; DUBEY, 2004). Outra importante via de
transmissdo é a vertical, quando taquizoitos circulantes no sangue da mae

ultrapassam a barreira placentaria e infectam o feto (DUBEY, 1991). Embora



menos frequentes, a infecgcdo pode ocorrer por meio da transfusdo de sangue e

transplante de 6rgaos.

1.2 FORMAS INFECTIVAS

O parasito apresenta trés formas infectivas em seu ciclo de vida: a)
Taquizoitas - formas presentes na fase aguda da doenca e que sao capazes de
ultrapassar as principais barreiras biolégicas, como a placenta e a barreira
hemato-encefalica (HARKER et al., 2015). Ao atingir a corrente sanguinea e 0s
vasos linfaticos, podem alcancar qualquer tecido, invadindo as células e se
multiplicando rapidamente no interior de vacuolos parasitoforos. Ao fim da
multiplicacéo, esses taquizoitos evadem da célula em um processo chamado ciclo
litico e infectam novas células (BLACK e BOOTHROYD, 2000). b) Bradizoitas -
possuem metabolismo e crescimento mais lento, se comparados as formas
taquizoitas. Os bradizoitos secretam glicoproteinas que formam a parede cistica
protegendo os parasitos da resposta imune do hospedeiro, no interior dos cistos
teciduais, estabelecendo o processo da cistogénese. A formacdo desses cistos
ocorre preferencialmente em células musculares e no sistema nervoso central. A
divisdo celular de taquizoitos e bradizoitos se da por endodiogenia e de forma
assincronica (DZIERSZINSKI et al., 2004); c) Esporozoitas - encontrados no
interior de oocistos esporulados, resultantes da reproducao sexual do parasito,
que ocorre no intestino do hospedeiro definitivo, os felideos. Extremamente
resistentes as condicbes ambientais, podem permanecer infectivos por muitos
anos (DUBEY et al., 1998).

1.3 CICLO DE VIDA

O T. gondii possui ciclo biol6gico heteréxeno, que compreende duas fases:
afase sexuada e a fase assexuada. A fase sexuada se estabelece exclusivamente
nas células epiteliais do intestino de felideos, o hospedeiro definitivo do parasito
(Fig. 1). A infecgéo dos felideos se da por meio da predacéo de pequenos animais
cronicamente infectados ou por ingestao de oocistos dispersos no meio ambiente.

O ciclo sexuado culmina com a liberagcéo de oocistos pelas fezes desses animais.



Uma vez no meio ambiente, estes oocistos contaminam a agua, ar e solo, servindo
de fonte de infeccdo para novos hospedeiros (definitivos e intermediarios)
(DUBEY, 2004).

A fase assexuada ocorre nos hospedeiros definitivos e intermediarios. Apés
ingerir carne contendo cistos teciduais ou agua e outros alimentos contaminados
com oocistos presentes no ambiente, a parede cistica ou a parede do oocisto €
rompida pela agédo de enzimas digestivas e as formas bradizoitas e esporozoitas,
respectivamente, invadem as células da mucosa intestinal. Apds essa invasao
ocorre a conversao dessas formas em taquizoitos, o que desencadeia a rapida
multiplicacdo do parasito e expansao da infeccdo. ApOGs esse processo, a
depender da cepa do parasito, as formas taquizoitas podem se converter em
formas bradizoitas e formar cistos teciduais, onde permanecem por toda a vida do
hospedeiro (HILL e DUBEY, 2002).

(iclo de vida de Toxoplasma gondii
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Figura 1.1 - Esquema do ciclo de vida de Toxoplasma gondii nos hospedeiros
intermediarios e definitivos. Fonte: MOURA et al. (2009)

1.4 - BIOLOGIA DE Toxoplasma gondii



O T. gondii € alongado e em forma de virgula medindo aproximadamente
1,5-2 um de largura e de 6-8 um de comprimento. Possui as principais organelas
comuns as células eucaridticas, dentre elas: ndcleo, reticulo endoplasmatico,
mitocondria e Golgi. Na regido anterior ou apical do corpo do parasito esta
localizado o complexo apical, formado pelas seguintes estruturas: anel polar,
anéis pré-conoidais, microtubulos intraconoidais, conoide e pelas organelas
secretoérias, as roptrias e micronemas (revisto em DE SOUZA et al., 2010;
PAREDES-SANTOS et al.,, 2012). As organelas secretoras sao fundamentais
durante o processo de adeséo, invasao e permanéncia do parasito no interior da

célula hospedeira e apresentam as seguintes caracteristicas:

Micronemas - organelas em formato de bastdo de aproximadamente 200
nm localizadas logo abaixo do condide. Possuem secrecao controlada pelo influxo
intracelular de calcio e secretam um complexo de proteinas adesivas (MIC)
responsaveis pela movimentacdo e adesdo do parasito a célula hospedeira
(CARRUTHERS e TOMLEY, 2008). Essas proteinas sao liberadas logo no inicio
do processo de reconhecimento celular e invasdo do parasito (HUYNH e
CARRUTHERS, 2006; BUGULISKIS et al., 2010). Além disso, secretam proteinas
perforina-“like” importantes para o egresso do taquizoitas (KAFSACK et al., 2009).
Os ensaios in vitro demonstram a atuacdo dessas proteinas durante a
transmigracdo do parasito nos tecidos, por meio da sua interacdo com moléculas
de adesdo presentes na superficie da célula hospedeira (BARRAGAN et al.,
2005).

Réptrias - organelas alongadas, semelhantes a esponja, de 200 nm de
largura por 1 um de comprimento, ricas em lipideos e com duas por¢des: a regido
de bulbo e a regido de pescoco, que atinge o interior do condide. Seu numero é
variavel: 8 a 10 organelas por parasito (DUBEY et al., 1998). As proteinas
compartimentalizadas no bulbo, as ROP, sé&o responsaveis pela formacédo da
juncdo movel, e as do pescoco, as RON, compéem a membrana do vacuolo
parasitéforo (MVP) (BOOTHROYD e DUBREMETZ, 2008; BESTEIRO et al.,
2009; PAREDES-SANTOS et al., 2011; BECK et al., 2014). Num processo em
cascata, as proteinas presentes nas roptrias sao liberadas apés a secrecao das
MIC (DE SOUZA et al., 2010). Elas também participam como moduladoras do



sistema imunoldgico e reguladoras da conversao de taquizoitos em bradizoitos
(LEROUX et al., 2015; FOX et al., 2016).

Granulos densos - organelas esféricas, eletrondensas, de
aproximadamente 0.2 um de didametro que se localizam por todo o corpo do
parasito (DUBEY et al., 1998). As proteinas dos granulos densos, as GRA, sao
secretadas apd6s as MIC e as ROP, ainda durante a formagdo do vacuolo
parasitoforo. Estudos apontam que elas ndo estdo apenas sollveis no interior do
vacuolo ou associadas a membrana do vacuolo, mas também séo secretadas no
meio citoplasmatico e modificam as vias de sinalizacdo da célula hospedeira,
garantindo, assim, a manutenc¢éo da infeccdo (ROSOWSKI et al., 2011). Mais de
20 tipos de GRA tém sido descritos (ROMMEREIM et al., 2016).

1.5 CICLO INTRACELULAR

1.5.1 Ciclo litico

A infeccdo das células hospedeiras pelo T. gondii envolve a invaséo por
penetracdo ativa do parasito, que proporciona o seu ndo reconhecimento frente a
resposta imune do hospedeiro, induzindo ao bloqueio da fusédo fagolissosomal
(JONES et al., 1972; MORDUE e SIBLEY, 1997; YAMAMOTO e TAKEDA, 2012).
O processo de reconhecimento celular parasito-célula hospedeira tem inicio por
meio do deslizamento do parasito sobre a superficie celular, via proteinas de
membrana do parasito, as SAGs (“surface antigens”) e as SRSs (“SAG related
surface antigens”) estabelecendo-se, entdo, a adesdo entre as duas células
(BLADER et al., 2009). Associado a esse processo, a secrec¢do de proteinas de
organelas localizadas na regido apical do parasito participa também da adeséo,
invasdo e manutencdo do parasito no interior da célula. Todo o processo é
desencadeado em cascata e 0s micronemas iniciam essa interagcao por meio da
secrec¢ao de proteinas adesivas, como: AMAL, MICs e M2AP, que interagem com
componentes de superficie da célula hospedeira. Outras proteinas com dominio
transmembranar fazem parte do glideosoma, estrutura transitoria responsavel

pelo deslizamento do parasito, que se conecta entre a célula hospedeira e a



maquinaria interna do parasito (SOLDATI et al., 2010; TARDIEUX E BAUM, 2016).
O efeito cascata dessa interacdo se estabelece por meio das proteinas secretadas
pelas réptrias com participacdo ativa na invasdo (RON-2, RON-4, RON-5 e RON-
8), formando uma estrutura também transitéria, com constricdo em torno do corpo
do parasito, a juncdo movel, que funciona como uma “peneira”, selecionando os
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 formacdo do vacuolo parasitoforo, no qual o parasito ficara
albergado e em ativa multiplicacdo (SHEN e SIBLEY, 2012). Outra via alternativa
de acesso do parasito ao interior da célula hospedeira é por fagocitose,
confirmado por meio de ensaios com dinasoro, um inibidor da via endocitica
(JONES et al., 1972; MORISAKI et al., 1995; GUIMARAES et al., 2008;
KIRCHHAUSEN et al., 2008; CALDAS et al., 2009).

O parasito no interior da célula, localizado no vacuolo parasitéforo, da inicio
ao processo de secrecdo de proteinas das roptrias (ROP) que sao liberadas em
sequéncia a secrec¢do das RON, passando a integrar a composicdo da MVP e/ou
migram para o interior da célula hospedeira e/ou para o limen do VP em formacao
(BOOTHROYD e DUBREMETZ, 2008). Associado a esse processo, proteinas dos
granulos densos sado secretadas durante e apés a invasdo do parasito,
permanecendo solUveis no limen do VP ou tornam-se associadas a MVP ou a
rede tabulo-vesicular (RTV) dentro do VP (MERCIER et al., 2002; MAGNO et al.,
2005; VOMMARQO et al., 2014). Todo esse processo de cunho molecular modifica
o ambiente no interior do VP, o que garante a sobrevivéncia e replicacdo do
parasito e promove o transporte de carboidratos, lipideos, ions, ATP e
aminoacidos (revisto em PENG et al.,, 2011). Durante essa sequéncia de
interacdes moleculares, em particular da secrecdo de proteinas das roptrias, o T.
gondii promove o recrutamento de organelas da célula hospedeira, tais como,
reticulo endoplasmatico, mitocéndrias e corpos lipidicos (SINAI et al., 1997, 2001;
GOMES et al., 2014; MOTA et al., 2014). Tem sido bem estabelecido que este
recrutamento favorece a maquinaria energética da célula hospedeira, garantindo
o desenvolvimento do parasito intracelular e sua manutencdo durante a fase
crénica da infeccdo (SINAI e JOINER, 1997; LALIBERTE e CARRUTHERS, 2008;
revisto em PENG et al., 2011; GOMES et al., 2014).
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Os mecanismos utilizados pelo parasito para interagir com a célula
parecem ser multifatoriais, pois o parasito é capaz de infectar todas as células
nucleadas e, por vezes, até invadir o nacleo da célula hospedeira (DUBEY, 2004;
BARBOSA et al., 2005). No interior do VP, o parasito se divide sucessivamente
por endodiogenia, que a depender do perfil genotipico da cepa, em torno de 48 h
apos a entrada, ocorre 0 egresso do parasito da célula hospedeira. Durante a
replicacdo, ha producdo de acido abscisico e aumento do influxo de calcio
intracelular, facilitando a saida do parasito da célula hospedeira pelo aumento da
permeabilidade da MVP, devido a secrecdo e insercdo de proteinas dos
micronemas semelhantes as porinas (KAFSACK et al.,, 2009). Essas porinas
também atuardo na membrana da célula hospedeira, possibilitando, assim, o
escape do parasito para 0 meio extracelular, com a invasdo de novas células,
reiniciando o ciclo litico (CALDAS et al., 2010; BLACKMAN e CARRUTHERS,
2013).

1.5.2 Cistogénese

A diferenciacdo celular € uma etapa critica para organismos unicelulares e
multicelulares, incluindo parasitos protozoarios como T. gondii, sendo crucial para
garantir sua sobrevivéncia, multiplicacdo e transmissdo entre os hospedeiros
(DZIERSSZINSKI, 2004). A cistogénese € um processo decorrente da
diferenciacédo de formas taquizoitas em bradizoitas, garantindo o estabelecimento
da infeccdo crénica com a manutencdo do parasitismo durante toda a vida do
hospedeiro (FRENKEL, 1973; WEISS e KIM, 2000; SCHLUTER et al., 2014). O
destino intracelular do parasito € dependente da sinalizacdo de calcio mediada
pelo acido abscisico, um horménio vegetal que é fundamental para seu
desenvolvimento e sua replicacdo, capaz de direcionar para o ciclo litico ou a
cistogénese. Nagamune e colaboradores (2008), durante ensaios de inibicdo da
producdo de &cido absisico com fluridone, um herbicida, demonstraram que a
auséncia deste acido inibe a saida dos parasitos da célula hospedeira,
favorecendo a diferenciacdo de taquizoitos para bradizoitos e a formacdo de
cistos.

O entendimento da dinamica dos processos de conversao e interconversao

de taquizoitos - bradizoitos tem concentrado a atencdo em elucidar as lacunas no
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conhecimento das interacdes moleculares participantes desse processo (WHITE
et al., 2014). Essa diferenciacdo € modulada pela regulacdo positiva e negativa
de varios genes especificos dos estagios infectivos (BEHNKE et al., 2008;
NAGULESWARAN et al., 2010) que codificam vérias proteinas de superficie,
proteinas da parede cistica, proteinas secretoras/excretoras, enzimas (em
especial da via glicolitica), proteinas de choque térmico, fatores de transcricédo e
outros (MANGER et al., 1998; RADKE et al., 2005; NAGULESWARAN et al.,
2010).

Os cistos sao encontrados com maior frequéncia em cepas avirulentas de
T. gondii do tipo Il (VEG, ME49, Beverley, Prugniaud e NTE) (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,
1999). Alguns estudos sobre estagio de conversao taqui—bradi propdem que a
formacao de cistos teciduais ndo esta associada ao tipo celular (LINDSAY et al.,
1991). Essa hipétese é apoiada por ensaios in vitro que utilizam a inducdo da
interconversdo, empregando diferentes estratégias experimentais, tais como,
alteracdo do pH do meio ou variacdo da temperatura (SOETE et al.,1994),
citocinas pro-inflamatérias ou inibidores de organelas como a mitocéndria
(BOHNE et al., 1994), e delecao de nutrientes do meio (FOX et al., 2004). SOETE
e colaboradores (1994) observaram a expressao de proteinas especificas de
bradizoitos (BAG-1) em culturas celulares das linhagens Vero e HFF infectadas
com T. gondii (cepa RH), e formac&o de estruturas cisticas, quando submetidas a

estresse fisico e metabdlico.

Dados de FERREIRA-DA-SILVA et al. (2009a, b) sugerem que o
microambiente celular tem papel fundamental para determinar a conversao do T.
gondii, uma vez que em culturas primarias de células musculares esqueléticas
infectadas com taquizoitos de cepa virulenta tipo | (RH), a diferenciacdo de
taquizoito para bradizoito ocorre espontaneamente, isto é, sem qualquer
interferéncia exdgena que induza a interconversao. Além disso, a producgao de
cistos de T. gondii em linhagens musculares € mais eficaz do que as observadas
em culturas de fibroblastos. Esse conjunto de dados corrobora a hipétese de que
o destino intracelular do parasito tem como um dos fatores indutores da

cistogénese, o tipo celular no qual se estabelece a infeccdo (FERREIRA-DA-
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SILVA et al., 2008; 2009 a, b). Os estudos da cistogénese de T. gondii foram
impulsionados com a descoberta de proteinas especificas do estagio evolutivo do
parasito, que atuam como antigenos, e possibilitaram a producdo de anticorpos,
favorecendo o entendimento do processo de diferenciagdo in vitro do parasito
(BOHNE et al., 1993; LINDSAY et al., 1993; McHUGH et al., 1993; SOETE et al.,
1993; BOHNE et al., 1994; GROSS e BOHNE, 1994; SOETE et al., 1994; GROSS
et al., 1996; SAHM et al., 1997; GUIMARAES et al., 2008; FERREIRA-DA-SILVA
et al., 2008, 2009a; De MUNO et al., 2014; GARCIA, 2016).

1.6 - CEPAS DE Toxoplasma gondii

A presenca de Toxoplasma em todos os continentes do planeta se deve a
sua ampla gama de hospedeiros intermediarios e sua variabilidade genética. As
cepas de toxoplasma séo classificadas de acordo com a viruléncia e mortalidade
em modelo murino. Desta forma, as cepas isoladas na América do Norte e Europa
foram classificadas em trés linhagens clonais, tipos I, Il e [ll (HOWE et al., 1995).
As cepas do tipo | sdo as mais virulentas e levam a maior taxa de mortalidade em
modelos murinos infectados. As cepas do tipo Il sdo classificadas como
avirulentas, pois a infeccdo em camundongos geralmente causa baixa
mortalidade e tendem a evoluir para a fase crdnica da doenca. As cepas do tipo |l
sdo as mais comumente encontradas na doenca em humanos, embora as cepas
do tipo | tenham sido demonstradas como mais associadas a forma ocular e
congénita da Toxoplasmose humana (YANG et al., 2003). As cepas do tipo Ill, ou
cepas hibridas, sdo derivadas de cepas ancestrais dos tipos | e I, apresentando

viruléncia intermediéaria.

Embora haja a classificacdo em trés principais tipos, sdo descritas cepas
atipicas formadas durante o ciclo sexuado do parasito. E necessario que o0 mesmo
hospedeiro definitivo esteja infectado por parasitos de duas cepas distintas para
gue haja o cruzamento genético. A cepa, entdo, é classificada como sendo atipica
guando a mesma nao possui 0s marcadores genéticos ja conhecidos para a
classificacdo em um dos trés tipos dominantes. No Brasil h4 maior circulacéo de
cepas atipicas, entre elas virulentas, avirulentas e de viruléncia intermediaria
(KHAN et al., 2006; FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2011).
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1.7 TOXOPLASMOSE CONGENITA (TC)

A toxoplasmose congénita pode ocorrer quando uma mulher adquire
infecgao por T. gondii pela primeira vez durante a gravidez ou, mais raramente,
pouco antes da concepcao, representando uma das consequéncias mais graves
da infecgéo pelo toxoplasma (revisto em POMARES e MONTOYA, 2016). Nessas
condi¢cbes, as chances do parasito presente no sangue da mae atingir o feto
atravessando a barreira hemato-placentaria (transmissao vertical) chegam a 25%,
independente de tratamento da mée (CORTINA-BORJA et al., 2010; HOTOP et
al., 2012). O risco geral de transmissdo em méaes que foram tratadas durante a
gestacdo é de cerca de 30%. No entanto, esse dado varia consideravelmente de
acordo com a idade gestacional em que a mae tratada adquiriu a infec¢éo, de 15%
na 132 semana, 44% na 262 semana e 71% na 362 semana (BESSIERES et al.,
2001; SYROCOT et al., 2007). Um importante estudo a cerca das taxas de
transmissdo vertical em seres humanos, utilizando tecido do corddo umbilical
obtidos ap6s o nascimento, detectou, pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), taxas de transmisséo de 19,8% (HIDE et al., 2007; HALONEN
et al., 2013). Além disso, cerca de 85% dos fetos nao tratados apresentam algum
sinal da doenga durante a infancia e a vida adulta, em sua maioria atraso no
desenvolvimento e alteracdes na retina (KOPPE et al., 1986). Menos
frequentemente, a TC também pode ocorrer quando a infec¢cdo da mulher se da
anterior a gestacao e em decorréncia de imunossupressao: a infeccédo até entao
latente, sofre reativacéo (revisto em LOPEZ et al., 2003; POMARES e MONTOYA,
2016). A América do Sul possui a maior incidéncia de TC, além de ser o local no
qual ocorre a circulagcdo dos gendtipos mais patogénicos (TORGERSON e
MASTROLACOVO, 2007). No Brasil, a porcentagem de mulheres soropositivas
para T. gondii é de cerca 50 a 80% (DUBEY et al., 2012).

O aumento da produgdo de horménios durante a gestagdo causa um
desequilibrio do sistema imunolégico, tornando a resposta inflamatdria menos
eficiente, gerando maior risco de expansédo da infecgcdo e acometimento do feto
(ROBERTS et al., 2011). As consequéncias da infeccdo fetal podem ser graves,

tais como, importante influéncia no desenvolvimento do sistema nervoso central
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do feto, levando a sérias patologias neurolbgicas, tais como: hidrocefalia e
distarbios mentais, retardo no desenvolvimento fetal, anomalias cardiovasculares,
alteracdes auditivas e oftalmologicas e, em ultimo grau, o aborto espontaneo
(DUNN et al., 1999; GILBERT e GRAS, 2003; GRAS et al., 2005; McLEQOD et al.,
2006; REMINGTON et al., 2006; Oz e TOBIN, 2012). A severidade dos danos
depende do periodo da gestacdo no qual ocorreu a infeccéo, se foi no primeiro
trimestre estes apresentam consequéncias mais graves (DUNN et al,
1999; REMINGTON et al., 2006). As manifestacdes clinicas oftalmoldgicas, como
a retinocoroidite, representam uma das patologias mais incidentes causadas pela
Toxoplasmose congénita (até 95%) (SING, 2016) e o indice de prevaléncia parece
ser independente do periodo gestacional no qual ocorreu a infeccéo (THIEBAUT
et al., 2007). Porém, na forma bilateral, tem maior prevaléncia entre individuos
infectados congenitamente quando comparados a individuos infectados por outras
vias (MC AULEY, 2014).

O diagnostico da infeccdo materna € realizado por sorologia ainda no
primeiro trimestre. No caso da gestante ser positiva para anticorpos
imunoglobinas do tipo IgM, a gestante é diagnosticada com infec¢do aguda e inicia
0 tratamento com espiramicina (BARTHOLO et al., 2015; SING, 2016). A
pesquisa para anticorpos imunoglobulinas do tipo IgG indica que a mulher ja
entrou em contato com o parasito anteriormente e ha possibilidade de infeccéo
latente. Para investigar em que momento a mae entrou em contato com o parasito,
pode ser aplicado o teste de avidez de IgG que indica se ela adquiriu a infec¢céo
ha mais de 4 meses (LAPPALANEINE, 1993; SING, 2016). A confirmacao do
contato do parasito com o feto € feita por testes moleculares que contam com 98%
de sensibilidade e 100% de especificidade (RT-PCR) (TEIXEIRA et al., 2013). A
negatividade para IgM e IgG, preconiza-se o0 acompanhamento e repeticdo do
teste sorolégico durante toda a rotina de exames do pré-natal até o fim da
gestacdo (PAQUET et al., 2013; BARTHOLO et al., 2015; OZ, 2016). Apesar da
espiramicina agir na placenta, caso o parasito ja tenha ultrapassado a barreira
transplacentaria, a espiramicina nao pode reverter o dano (OZ, 2016; SING,
2016).

Os mecanismos envolvidos na disseminacao do parasito para o feto ainda

ndo estdo bem esclarecidos. No entanto, os dados epidemiolégicos que apontam
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a variacdo do risco de taxa de infecgao fetal, de acordo com a idade gestacional,
sao corroborados por um estudo in vitro, no qual foi demonstrado que explantes
de células da placenta humana do terceiro trimestre de gestacdo (36 a 40
semanas) sdo mais permissivas a infeccdo quando comparado as células no
primeiro trimestre de gestacéo (9 a 12 semanas) (OLIVEIRA GOMES et al., 2011).
Esse dado pode ser atribuido a uma série de alteracdes fenotipicas que ocorre
durante o desenvolvimento da placenta, tais como, a variacdo da expressao de
receptores e a liberacdo de citocinas secretadas que disparam um processo de
resposta, na tentativa de inibir a expansao da infeccdo (OLIVEIRA GOMES et al.,
2011; WUJCICKA et al., 2014; CASTILLO et al., 2017). Sendo assim, a placenta

desempenha uma importante funcdo como barreira protetora contra infeccées.

Poucos patdégenos adquirem a capacidade de infectar a placenta e expandir
a infeccdo para o feto, dentre eles estd o T. gondii (BIERLY et al., 2008; ROBBINS
etal., 2012). Ensaios in vivo, utilizando camundongos, mostram que a transmissao
ocorre primeiramente pela infeccdo de células uterinas maternas, localizadas na
regido de nidacdo do embrido, que séo células presentes na interface entre o
sangue da mée e do feto (ABASSI et al.,, 2003). A migracdo transplacentéaria
parece ocorrer de varias formas e diversos trabalhos exploram a infeccdo de
células do sistema imune como “cavalos de Tréia” (PFAFF et al., 2005; LAMBERT
etal., 2006; ROBBINS et al., 2012). Estas células, quando infectadas, teriam maior
capacidade de migracdo, sendo atraidas para a placenta. A lise dessas células
permite a liberacdo dos parasitos, que uma vez no meio extracelular, infectam as
células da placenta (LAMBERT et al., 2006; ROBBINS et al., 2012). Uma vez que
0 parasito estabelece a infeccdo nas células da placenta, este pode infectar as
células do endotélio da veia do corddo umbilical, que € a via pela qual o parasito
atinge a circulacao fetal (SHIONO et al., 2007).

1.8 TECIDO ENDOTELIAL

O endotélio € composto por uma monocamada de células endoteliais,
constituindo o tecido epitelial pavimentoso simples, que reveste a face interna de
vasos sanguineos (SUMPIO et al., 2002) (Fig. 2). Dada a sua localizacdo, as

células endoteliais atuam na interface da corrente sanguinea e os tecidos
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subjacentes, desempenhando inimeras fungfes, tais como: estimulacdo da
angiogénese, regulacdo do tonus vascular e pressao arterial (Fig. 3). Em casos
de injaria tecidual, participam da reparacdo do dano por meio da liberacdo de
fatores de coagulacdo, atuando na éarea lesada (WU et al.,, 1996; WU e
THIAGARAJAN, 1996; DIMMELER et al., 1998; AIRD, 2007a).

Célula muscular

Endotélio

Tlnica intima
Tinica média
Tlnica adventicia

Figura 1.2 — llustrac@o da anatomia de uma artéria saudavel, com eritrocitos no
seu interior, mostrando as camadas que a revestem. Imagem traduzida de
http://northamericanheart.com/increased-endothelium-expansion/ Data:
10/08/2017

O endotélio, devido ao seu papel secretor e sinalizador de inumeros
processos que garantem a hemostasia do sistema vascular (GOLAN et al., 2007;
Page & Liles, 2013), foi classificado nas udltimas décadas como um tecido
enddcrino, com relevante atividade metabdlica (FELETOU et al., 2011;
RAJENDRAN et al., 2013). Além disso, receptores presentes na membrana
plasmatica das células endoteliais controlam o trafego de proteinas, lipideos e
horménios (CINES et al., 1998; GALLEY e WEBSTER, 2004).
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Mediadores / \—/\
inflamatoérios l Fatores
(interleucinas 1,6 e 8, vasoconstrictores
leucotrienos, MHCII) Fatores vasodilatadores (enzima conversorada
(Oxido nitrico angiotensina, endotelina)

Prostaciclinas)

Figura 1.3 - Esquema representativo das fungdes exercidas pelas células endoteliais.
(Baseado em GALLEY e WEBSTER, 2004)

1.8.1 Caracteristicas morfologicas e funcionais das células endoteliais

As células endoteliais tém perfil heterogéneo e apresentam funcdes
distintas de acordo com o microambiente no qual estdo inseridas. Além da
variacdo funcional, o tamanho das células também difere de acordo com a
localizacdo. Nas artérias encontram-se células endoteliais mais robustas do que
as dos capilares e veias, provavelmente para suportar a maior presséo do sangue
arterial (AIRD, 2007a). As juncdes comunicantes nas células endoteliais das veias
sédo mais frouxas (SIMIONESCU et al., 1976; AIRD, 2007b) e mais atuantes na
resposta inflamatéria do que as células endoteliais das artérias (ERIKSSON et al.,
2005; AIRD, 2012; DEJANA, et al., 2016).

A circulacdo sanguinea é dependente da permeabilidade dos vasos por
um processo coordenado e controlado ativamente pelas vias transcelular e
paracelular de transporte, envolvendo o rearranjo de jungdes intercelulares,
trafego de vesiculas e do citoesqueleto celular (VESTWEBER et al., 2010).
Qualquer alteragdo no microambiente vascular gera um controle dindmico que
regula a velocidade de transporte de macromoléculas, resposta de células do

sistema imune, além de acumulo de proteinas de matriz extracelular junto a
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parede dos vasos, constituindo, assim, o reparo tecidual (GODDARD e IRUELA-
ARISPE, 2013).

1.8.1.1. Transportes Transcelular e Paracelular

A via transcelular ocorre no interior das células com o transporte de
macromoléculas dos vasos para o espaco intersticial, por meio de vesiculas, as
cavéolas e as organelas vacuolo-vesiculares (VVOSs) e por canais transcelulares
(DVORAK e FENG, 2001; MEHTA e MALIK, 2006; VALENTIJN et al., 2010).
Cavéolas séo vesiculas formadas por unidades da proteina caveolina-1, que
atuam no transporte de albumina e outras proteinas do plasma, regulam o
transporte de substancias hidrofobicas, como colesterol, acidos graxos e
horménios (revisto em MEHTA & MALIK, 2006) e é transportada para a membrana
exocitando seu conteudo (revisto em YOON et al., 2014). As VVO sao estruturas
citoplasmaticas que variam de 80 a 140 nm de didmetro, envolvidas também no
transporte de macromoléculas, ndo expressam caveolina-1 e, por interconexao,
alterem seu formato constituindo canais paracelulares que s&o exocitados na

superficie pelas células endoteliais (MOURIK et al., 2014).

A via paracelular corresponde a via que ocorre nas regides de
especializacdo da célula endotelial e no espacgo intercelular, regulada pelas
juncdes intercelulares dos tipos aderentes e de colusdo, que atuam como uma
barreira seletiva de solutos e células. Através da diferenga no gradiente
eletroquimico, entre o interior dos vasos e o0 meio extravascular, ocorre o
transporte de ions e pequenas moléculas, num transporte passivo (revisto em
Gunzel e Yu, 2013).

1.8.1.2 Jungoes intercelulares

As células endoteliais se conectam umas as outras por um complexo de
proteinas transmembranares, ligadas as proteinas intracelulares ancoradas nos
filamentos de actina. Essa interagdo da estabilidade as jungdes intercelulares, a

sua regulagéo dindmica de abertura e fechamento e manuten¢do da morfologia e

15



polaridade das células endoteliais (SHELDON et al., 1993; STEVENS et al., 2000;
BAZZONI e DEJANA, 2004). Esse conjunto de proteinas, que funciona como
barreira endotelial e na comunicagao célula-célula, forma estruturas complexas,
conhecidas como jungdes: aderente, de oclusdo e comunicantes WALLEZ e
HUBER, 2008).

No endotélio, as Jungdes Aderentes (JA) estao distribuidas ao longo da
vasculatura e sdo expressas em vasos linfaticos e sanguineos. Constituidas por
diversas proteinas, dentre elas a VE-caderina, uma proteina de adesao
transmembranar da familia das Caderinas, especifica de células endoteliais
(revisto em BAZZONI e DEJANA, 2004). As Jungdes de Oclusdo (JO) séao
formadas por proteinas com dominio intra- e extracitoplasmatico: ocludina,
claudina e as moléculas de adeséao juncional (MAJ). A ocludina é encontrada
exclusivamente nas JO de células epiteliais e endoteliais (revisto em BAZZONI e
DEJANA, 2004). No endotélio, a expressao desta proteina varia de acordo com a
permeabilidade dos leitos vasculares. Quanto as MAJ, ja foram descritas JAM-1,
expressa nas células epiteliais e endoteliais, JAM-2 e JAM-3, presentes somente
nas células endoteliais (revisto em MEHTA e MALIK, 2006). Por fim, as Juncgdes
Gap (JG) sao formadas por agrupamentos de proteinas transmembranares, as
conexinas. Essas proteinas formam canais de comunicagdo entre as células
endoteliais, com a troca direta de moléculas de sinalizagao e ions. Assim, as JG
sao consideradas cruciais a manutencdo da homeostasia celular, além da
regulacédo do crescimento e diferenciagao celular, resposta vasoativa das células
endoteliais e condugao elétrica nos tecidos excitaveis (revisto em MEHTA e
MALIK, 2006).

Além dessas estruturas encontradas nas células endoteliais, todas as
outras estruturas comuns as células eucaribticas, tais como, reticulo
endoplasmatico, Golgi, mitocondrias e citoesqueleto podem ser Vvistas.
Numerosas vesiculas livres no citoplasma ou intimamente associadas a superficie
celular, cuja fungdo principal é transportar fluidos e proteinas entre o sangue e
intersticio celular. H4A de se destacar uma organela especifica das células

endoteliais, os corpusculos de Weibel-Palade, que serdo descritos a seguir.
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1.8.1.3 Corpusculos de Weibel-Palade

Os corpusculos de Weibel-Palade (CWP) foram descritos pela primeira
vez em 1964, por Ewald R. Weibel e George E. Palade, no citoplasma de células
endoteliais de varios 6rgdos de ratos e humanos, utilizando microscopia eletrénica
de transmissdo. Estas organelas apresentam estrutura alongada em forma de
bastonetes, medem cerca de 0,1-0,2 um de largura e de 1-5 um de cumprimento
e contém tabulos finos, conferindo um aspecto estriado a organela ao longo do
seu eixo longitudinal (WEIBEL e PALADE, 1964; ZENNER et al., 2007;
VALENTJIN et al., 2008; BERRIMAN et al., 2009). Em corte transversal, esses
tubulos elentrondensos apresentam um diametro interno de 12 nm, circundados
por uma matriz menos densa (a depender da sua maturagédo) e organizados em
feixes paralelos envoltos por uma bicamada lipidica (VALENTIJN et al., 2008). O
aspecto estriado dos CWP, observado por analise ultraestrutural, é em
decorréncia do seu conteudo de tubulos, constituido principalmente por proteinas
do fator de von Willebrand (FVW), sendo um pré-requisito para a existéncia
desses corpusculos (WAGNER et al., 1982). Quanto a localizacdo dos CWP, esta
se altera ao longo do processo de sua maturacdo: quando imaturos possuem
localizac&o perinuclear, na regido do Golgi, e sdo eletronlucentes, com discretos
e desorganizados tubulos, enquanto os maduros tém distribuicdo na periferia da
célula e se apresentam drasticamente mais eletrondensos. Esse detalhe durante
a maturacao dos CWP tem sido justificado pelo aumento do nimero de tubulos,
com sua compactacgdo, diminuindo, assim, o espaco entre eles (ZENNER et al.,
2007; METCALF et al., 2008). Esse processo € acompanhado pela queda do pH
no interior da organela e a perda de clatrina que fica junto a membrana do
corpusculo. Na sequéncia, os corpusculos vao se distanciando uns dos outros,
ficando mais dispersos pelo espaco citoplasmatico (VAGNER et al., 1986;
VALENTJIN et al., 2011).
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Figura 1.4 - Esquema &2
etapas de sintese e armazenamento do
fator de von Willebrand : ad ) e maturacdo dos
corpusculos de WP. o ' Esquema modificado
de VAGNER et al. (1986) e VALENTJIN et al. (2011).

simplificado das

Entdo, o principal constituinte dos CWP € o fator de von Willebrand, uma
glicoproteina multimérica que, em casos de lesdo vascular, € liberada pela célula
endotelial promovendo a agregacao plaquetaria (WAGNER et al., 1982). O FVW,
qgquando secretado, interage com a matriz extracelular, conferindo maior
sustentacao ao tecido endotelial durante a restauracdo da hemostasia (VAGNER,
1990). A conformagédo dessa proteina esta intimamente relacionada a sua funcgéo,
apresentando caracteristicas morfologicas tubulares e variando muito de
tamanho, podendo chegar a 1300 nm, o que faz do FVW a maior proteina solavel.
Quando liberadas, funcionam como “cordas adesivas“ que ancoram as plaquetas
no sitio da lesdo e impede o extravasamento de componentes do sangue. Desta
forma, é necesséaria a compactacao dessa proteina no interior dos corpusculos
(KOMAR et al.,, 2006; GROOT et al.,, 2007; VALENTIIN et al., 2010). As
dobraduras do fator de von Willebrand sdo apontadas como responsaveis pela
morfologia tubular dos corpusculos, e acredita-se que essa arquitetura propicie a

rapida liberacdo do fator no meio extracelular (VALENTIJIN et al., 2011).
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Figura 1.5 - Ultraestrutura dos corpusculos de Weibel-Palade mostrando a forma em
bastéo no interior de células endoteliais da artéria pulmonar de ratos com aspecto estriado
pela presenca de tubulos (H) (WEIBEL e PALADE, 1964).

A biogénese dos corpusculos € complexa e se inicia pela sintese do
precursor do fator de von Willebrand (pr6-FVW) no reticulo endoplasmaético, que
se direciona ao Golgi, onde dimeros do pré-FVW se unem e formam multimeros
gue se condensam em tubulos. A seguir, ocorre o processo de glicosilacdo sendo,
entdo, os tubulos liberados pela rede trans-Golgi no citoplasma em forma de
vesiculas (ZENNER et al., 2007; VALENTIJN et al., 2011). Na auséncia do FVW
nao ocorre a formacédo dos corpusculos de Weibel-Palade (DENIS et al., 2001;
HABERICHTER et al., 2005; VALENTIJN et al., 2010). O processo de formacgéo
dos corpusculos é dependente do revestimento de clatrina e da proteina
adaptadora AP-1. A inibicdo de qualquer uma dessas proteinas resulta em uma
falha na formacéo de WPB, o que impede a secrecdo do FVYW (ROBERTS et al.,

2005; NIGHTINGALE et al., 2013).

Os corpusculos de WP também abrigam diversos outros componentes
envolvidos nas diferentes funcdes da célula endotelial para o controle da
hemostasia. Além do FVW, essas organelas armazenam ativadores da cascata
de coagulacdo (JACQUEMIN et al., 2006; RONDAIJ et al., 2006), reguladores da

resposta inflamatdria, como P-selectina (uma importante molécula de adeséao
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leucocitaria) (MC EVER et al., 1989; BONFANTI et al., 1989; RONDAJI et al.,
2006), Eotaxina (OYNEBRATEN et al., 2004; RONDAJI et al., 2006), IL-8 (uma
citocina pro-inflamatoria) (UTGAARG et al., 1998; WOLFF et al., 1998; RONDAJI
et al., 2006), angiopoietina (FIEDLER et al., 2004; RONDAJI et al., 2006) e CD63,
uma molécula encontrada na membrana de lisossomos, e também expressa na
membrana da célula endotelial em casos de inflamacao (VISCHER et al., 1993;
KOBAYASHI et al., 2000; RONDAJI et al., 2006).

O conteudo dos corpusculos é heterogéneo e pode variar de acordo com
a subpopulacdo da célula endotelial e durante o seu processo de maturacao.
Nesse caso, algumas proteinas, dentre elas a P-selectina, CD63 e Rab27a vao
sendo incorporadas aos corpusculos durante seu amadurecimento (HANNAH et
al.,, 2003; HARRISON et al., 2006; METCALF et al.,, 2008). Desta forma,
dependendo do estagio do corpusculo, o seu contetdo pode variar até dentro de
uma unica célula. O estado da célula também influencia no conteddo dos
corpusculos, sendo a célula endotelial altamente responsiva. Quando ativada, ela
passa a armazenar IL-8 em resposta a estimulacao por citocinas proé-inflamatérias,
como IL-1. Assim como, a eotaxina é direcionada para os corpusculos seguida da
estimulacao da célula por IL-4. Apés sofrer uma nova ativacdo, esses fatores sao

prontamente liberados pelo endotélio (WOLF et al., 1998).

Considerando-se a ampla variedade de moléculas armazenadas nos
corpusculos e a especificidade na resposta da célula endotelial frente aos
diferentes estimulos, muitos trabalhos concentraram esforcos para elucidar os
mecanismos envolvidos no controle da liberacdo dessas moléculas. Desta forma,
as trés principais vias demonstram que, apés a célula ser estimulada por um
agonista, a exocitose do CWP pode ocorrer de forma total, onde a membrana do
corpusculo se funde a membrana celular e libera os seus componentes (ROMANI
et al 2003; VALENTIJN et al., 2011) e/ou de forma seletiva, quando ocorre a fuséo
parcial e transitéria da membrana do corpusculo a membrana celular. Nesse caso,
a fusdo ocorre em uma por¢ao estreita e permite apenas a liberacéo de pequenas
moléculas, como IL-8 e CD63. Isso resulta na apresentacao dos corpusculos na
forma esférica (BABICH et al., 2008; VALENTIJN et al., 2011). Uma terceira via

€ a forma multigranular, em que pequenas vesiculas sao formadas a partir dos
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corpusculos de Weibel Palade no citoplasma e sao liberadas (VALENTIJN et al.,
2010).

1.8.1.4 Resposta do endotélio a ativacao

Em condicdes fisioldgicas, o endotélio encontra-se em estado de repouso,
passando a ser responsivo em caso de lesdo por estresse e durante um processo
inflamatorio. A comunicacao entre as células endoteliais € necesséria para uma
resposta tecidual eficiente (POLACEK et al., 1997). A ativacdo por citocinas, como
IL-1 e TNF-q, e a presenca de agentes patogénicos ou antigenos, gera um painel
de eventos moleculares que levam a ativacdo dessas células, que passam a
expressar um fenadtipo pré-inflamatério (VALBUENA e WALKER, 2006).

Uma vez ativada, a célula endotelial secreta fatores de crescimento,
guimiocinas e citocinas que sinalizardo para as células endoteliais adjacentes, que
também serdo ativadas. Essa sinalizacéo paracrina permite uma efetiva resposta
do endotélio. A monocamada endotelial forma uma barreira fisica semipermeével
gue permite apenas a passagem de células do sistema imune e algumas
moléculas. Esse processo é controlado ativamente pela producdo de mediadores
inflamatérios, como IL-1, IL-6 e TNF-a, e a expressdo de moléculas de adeséo,
como I-CAM, V-CAM e E-Selectina (BIERHAUS et al., 2000; JORDAN et al.,
2007). Essas proteinas estdo presentes na membrana da célula endotelial e
permitem a adeséo de leucécitos e o seu rolamento na superficie endotelial. Esse
processo também regula as juncdes celulares que, nesses casos, ficam mais
frouxas e permitem a passagem dos leucocitos entre as células endoteliais
(diapedese) (HIPPIENSTIEL et al., 2003; TREPELS et al., 2006; RAJENDRAN et
al., 2013). Existem, ainda, algumas outras funcdes exercidas pela célula endotelial
gque nao sado bem esclarecidas, dentre elas, o seu papel como célula
apresentadora de antigeno. Esse tipo celular € capaz de expressar MHC | e Il e
apresentar o antigeno em sua superficie para linfocitos T (MAI et al., 2013). Por
isso, 0 estudo da interagdo desse tipo celular e agentes infecciosos tem relevancia
(HIPPIENSTIEL et al., 2003).
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1.8.2 CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS ENDOTELIAIS DA VEIA DO
CORDAO UMBILICAL HUMANO (HUVEC)

O sucesso da cultura de células endoteliais da veia do corddo umbilical
humano (HUVEC) comecou ha quatro décadas, pelo método estabelecido por
JAFFE et al. (1973) e deu inicio aos estudos da biologia vascular moderna
(NACHMAN e JAFFE, 2004). A possibilidade de cultivo dessas células por
periodos longos revolucionou o estudo da biologia celular do tecido endotelial
(JAFFE et al., 1973, JIMENEZ et al., 2013). O estabelecimento de culturas de
HUVEC é baseado numa metodologia simples que permite diferentes abordagens
da biologia endotelial normal e durante diferentes patologias relacionadas ao
endotélio, dentre eles, os distirbios metabodlicos (WANG et al 2017), angiogénese
(GOODWIN et al., 2017), testes de citotoxicidade (CAO et al., 2017) e interagéo
com patdgenos (KRAUS et al., 2004; STUMBO et al.,, 2008; RICHARD et al.,
2017).

Nos ultimos anos, véarios protocolos tém sido propostos para isolar
HUVEC (MARIN et al., 2001; BAZZONI et al., 2002; LAURENS e BAUDIN et al.,
2007; DAVIS et al.,, 2007). Para pesquisa basica as HUVEC, como células
primarias e ndo imortalizadas de origem humana, sao faceis de isolar com baixa
contaminacgdao por outros tipos celulares. As veias umbilicais podem ser canuladas
e o endotélio destacado por atividade enzimatica (MANCONI et al., 2000;
JIMENEZ et al., 2013). Quanto a sua propagacao in vitro, diferentes tipos de
meios, suplementos e revestimentos especificos do endotélio tém sido adotados
(JAFFE et al. 1973b; LEWIS et al., 1973; GIMBRONE et al., 1974; MACIAG et al.,
1981; CHAVOZ et al., 1981; CLARK et al., 1986; ALBELDA et al., 1989). Por
exemplo, fibronectina e colagenos intersticiais | e Il favorecem a migracéo e
proliferacdo de células endoteliais, enquanto os componentes da lamina basal,
como laminina e coldgeno IV, promovem adesdo e diferenciacdo de células
endoteliais (GRANT et al.,, 1990). Entdo, HUVEC com um fendtipo de
paralelepipedos in vitro podem ser obtidas em superficies revestidas com matriz
de membrana basal, fibronectina ou gelatina, seguindo um procedimento de
revestimento simples por adsor¢cio (MARTINS-GREEN et al., 2008; JIMENEZ et
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al., 2013). Além disso, as células em cultura mostram corpusculos de Weibel-
Palade, cavéolas e complexos juncionais (WEIBEL E PALADE, 1964; DEJANA,
2004; LEBBINK et al., 2010) comparavel a situacdo in vivo e podem internalizar
lipoproteinas de baixa densidade humana (JIMENEZ et al., 2013).
Adicionalmente, podem ser caracterizadas pela expressdo de proteinas de
membrana, como CD31 e PECAM. Acredita-se que o f4cil isolamento e a garantia
da preservacao das caracteristicas fenotipicas, entre as primeiras passagens,
fizeram da HUVEC o modelo de tecido endotelial mais utilizado em estudos in
vitro, com cerca de 10 000 publicacdes ja contabilizadas (JAFFE et al., 1973;
MANCONI et al., 2000; JIMENEZ et al., 2013).

1.8.3. CELULA ENDOTELIAL e T. gondii

As células endoteliais estdo presentes em pontos estratégicos da
disseminacdo do parasito e as consequéncias clinicas mais graves da
toxoplasmose sdo a encefélica, congénita e ocular. Desta forma, alguns grupos
de pesquisa se propdem a estudar como ocorre a interacéo das células endoteliais
com o T. gondii e 0s mecanismos envolvidos na disseminacao do parasito, através
do endotélio presente na barreira hemato-encefalica, na retina e na veia do cordao

umbilical.

O Sistema Nervoso Central (SNC) dispbe de uma barreira celular,
chamada barreira hemato-encefalica, que protege este sistema de patdgenos e
regula a passagem de células do sistema imune, conferindo um ambiente muito
bem controlado (FEUSTEL et al., 2012). Considerando-se a gravidade da infec¢cao
no SNC, alguns estudos concentram esforgos a fim de elucidar como ocorre a
passagem de T. gondii por essa barreira. Em 2016, um importante estudo in vivo
demonstrou que as células endoteliais da barreira hemato-encefalica representam
um importante nicho para a replicacdo do parasito para a posterior invasao do
SNC, o que poderia explicar como o T. gondii penetra neste sistema (KONRADT
et al., 2016).

A toxoplasmose ocular é a principal causa de retinocoroidite no mundo.

A subpopulacao de células endoteliais da retina € descrita como mais permissivas
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a infeccao pelo parasito, quando comparadas a outras subpopulacdes (SMITH et
al., 2004; ZAMORA et al., 2008). Além disso, ja foi demonstrado que T. gondii €
capaz de transmigrar entre as células do endotélio da retina. Em um estudo in
vitro, as células endoteliais da retina infectadas por T. gondii mostraram maior
expressdo de moléculas de adesdo I-CAM em sua superficie, e ensaios
blogueando essa molécula resultaram em uma menor transmigracéo do parasito
através da barreira endotelial (FURTADO et al., 2012). Esses achados corroboram
os trabalhos anteriores que descreveram a maior expressao de I-CAM em células
endoteliais da barreira hemato-encefalica (LACHENMAIER et al., 2010) e
interacdo da proteina MIC2 e I-CAM como componentes importantes para a
migracdo do parasito através dessas barreiras (BARRAGAN et al., 2005).

Outra importante célula endotelial estudada sédo as células endoteliais
presentes na veia do corddo umbilical. Por estar presente na rota da toxoplasmose
congénita, esse tipo celular representa um 6timo modelo in vitro para o estudo da
transmisséo vertical do parasito. Ensaios utilizando células endoteliais da veia do
corddo umbilical bovino (BUVEC) demonstram a capacidade de T. gondii em
invadir e ativar essas células rapidamente, regulando o aumento da transcricdo
génica de moléculas de adesdo E-selectina, P-selectina, VCAM-1 e ICAM-1
(TAUBERT et al., 2006).

Woodman e colaboradores (1991) demonstraram que células endoteliais
do cordao umbilical humano (HUVEC) ativadas por interferon gama sao capazes
de inibir a replicacao de T. gondii e permitir a fuséo de lisossomos aos vacuolos
parasitoforos (WOODMAN et al., 1991; CORTEZ et al., 2005). Além disso, ensaios
utilizando microscopia eletrénica revelam a presenca de NAD(P)H-oxidase na
membrana de HUVEC ativada e posteriormente, no interior de alguns vacuolos
parasitoforos, o que sugere que a producgdo de superédxido € um dos mecanismos

utilizados pela célula para combater a infeccdo (CORTEZ et al., 2005).

Uma vez no interior da célula hospedeira, o parasito é capaz de recrutar
organelas (DE MELLO et al., 1992; SINAI et al., 1997; LALIBERTE et al., 2008;
GOMES et al.,, 2014; GARCIA, 2016) e modular o metabolismo mitocondrial
(SINAI E JOINER, 1997; CARMEN et al., 2006; DA SILVA, 2013; DE OLIVEIRA,

2914). Estudos realizados por Stumbo e colaboradores observaram uma
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importante proteina de regulacdo da funcdo mitocondrial, HGMBL1, localizada ao
redor da membrana do vacuolo parasitoforo em HUVEC (STUMBO et al., 2008).
Além disso, outros dados do mesmo grupo revelam que o parasito € capaz de
modular negativamente a expressao génica de proteinas da familia Bcl-2 e, com
isso, bloquear a apoptose celular garantindo o sucesso do parasitismo (DA SILVA,
2013)

[l. JUSTIFICATIVA
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O emprego de HUVEC nos estudos da toxoplasmose experimental é
limitado a uns poucos trabalhos, muito embora o entendimento do transito fisico e
molecular do parasito pelo corddo umbilical até alcancar o embrido, ndo tenha
sido elucidado. Esse aspecto, associado a gravidade da transmissao vertical do
T. gondii, acarretando danos neurologicos irreversiveis ao feto, merece ser melhor
explorado e esta € a proposta dessa dissertacdo: contribuir para melhorar a

compreensdo deste processo.

I1l. OBJETIVOS
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OBJETIVO GERAL: Analisar aspectos celulares da interacdo do Toxoplasma gondii
e célula endotelial de cordao umbilical humano, in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Caracterizar, morfologica e funcionalmente, culturas primarias de células
endoteliais humanas da veia de corddo umbilical (HUVEC), com énfase na

biogénese dos corpusculos de Weibel-Palade;

2. Avaliar comparativamente a infec¢éo de culturas de HUVEC por taquizoitos
de T. gondii (cepas ME-49 e RH) frente a diferentes cargas parasitarias e

meétodos de obtencéo;

3. ldentificar, ultraestruturalmente, os eventos intracelulares decorrentes da
interacdo de T. gondii e HUVEC,;

4. Avaliar o estabelecimento da cistogénese de T. gondii em HUVEC.

IV. MATERIAIS E METODOS
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4.1 CULTURAS PRIMARIAS DE CELULAS ENDOTELIAIS DE VEIA
UMBILICAL HUMANA (HUVEC)

Os corddes umbilicais humanos foram doados por meio de uma cooperagao
técnico-cientifica estabelecida entre o Hospital Naval Marcilio Dias e o Laboratério
de Biologia Estrutura do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz. As células endoteliais
foram isoladas da veia umbilical humana pelo método previamente estabelecido
por Jaffe et al. (1973) e modificado por Stumbo et al. (2002). A técnica consiste
em manter os corddes em solucdo de salina tamponada com fosfato (PBS) 1x, pH
7.2, acrescido de 1% de anfotericina a 4°C. Inicialmente, os corddes foram
canulados com agulha de 18g, vedados com um “clamp” umbilical e a veia
umbilical lavada com PBS 1x contendo 2% de glicose, objetivando eliminar os
coagulos e células sanguineas. ApGs esse procedimento, a outra extremidade do
cordao foi vedada e injetada na luz da veia umbilical uma solug¢do a 0,06% de
colagenase tipo IA (Sigma-Aldrich) para a dissociacdo das células endoteliais.
Para a efetiva acdo da enzima, o cordao foi transportado para o banho Maria a
37°C, mantendo-se imerso em PBS por 5 min. Seguida da acdo enzimatica, as
células dissociadas foram recolhidas, pela injecdo na luz da veia umbilical, com
uma solucao de PBS contendo 2% de glicose e centrifugadas a 200g por 7 min.
O sedimento dessas células foi ressuspenso em meio Eagle Modificado por
Dulbeco (DMEM/Ham F12) (Sigma-Aldrich) contendo 20% de soro fetal bovino
(SFB) (Cultilab) e as células plaqueadas em superficie plastica revestidas com 2%
de gelatina (Sigma-Aldrich) diluida em PBS. As células endoteliais obtidas foram
cultivadas em meio DMEM-F12 e EGM-2 (Lonza) (concentracdo 1:1)
suplementado com 2% de SFB e fatores de crescimento: hidrocortisona (0,04%),
fator de crescimento basico de fibroblasto - FGF-B (0,001%), fator de crescimento
semelhante a insulina R3IGF-1 (0,001%), fator de crescimento epidermal - EGF
(0,001%), fator de crescimento endotelial - VEGF (0,001%, acido ascorbico
(0,001%), heparina (0,001%) e sulfato de gentamicina e anfotericina B (0,001%)
(todos os reagentes da Lonza) a 37°C e em atmosfera de 5% de COzpor 4 - 7
dias, com troca do meio a cada 2 dias. Ap0s atingir a confluéncia, as células foram
dissociadas em solugcdo de dissociagdo contendo 0,25% de tripsina (Sigma-

Aldrich) e 0,01% de EDTA (Sigma-Aldrich) e utilizadas até a quarta passagem.
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4.2 CULTURA DA LINHAGEM CELULAR EPITELIAL RENAL (VERO)

Células da linhagem Vero, oriundas do epitélio distal normal do cértex renal
de macaco verde (ATCC® CCL-81™), foram semeadas na concentracdo de 1,0 x
10° /mL em garrafas de cultura celular de 25 cm? em meio DMEM F12,
suplementado com 1% solucédo antibiética e 10% SFB. As células foram mantidas
na estufa em atmosfera de 5% CO2 a 37°C. A cada dois dias, o 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 solucéo de
dissociacdo contendo PBS suplementado com 0,01% de EDTA e 0,25% de
tripsina durante 5 min a 37°C. Apés dissociagao, foi adicionado meio DMEM/F12
com 10% SFB a 4°C a suspensao celular para inibir a acéo da tripsina e as células
centrifugadas durante 7 min a 174 g na mesma temperatura. Apés a centrifugacao,
as ceélulas 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 pela coloragdo com
azul de tripan a 0,4%, uma substancia que fica retida no interior de células mortas,
devido a alteracdo da integridade da membrana, permitindo assim, uma
quantificacdo somente de células vivas. As culturas que apresentavam células

com viabilidade maior que 95% foram utilizadas nos experimentos.

4.3 OBTENCAO DOS PARASITOS

A cepa de Toxoplasma gondii do tipo Il (ME-49, cistogénica) utilizada neste
trabalho foi gentilmente cedida pelo Dr. Ricardo Tostes Gazzinelli (Laborat6rio de
Imunopatologia, Instituto René Rachou, Belo Horizonte, MG, Brasil) e a cepa do
tipo | (RH, virulenta) foi cedida pela Dra. Lais de Carvalho (Laboratério de
Pesquisa em Células-Tronco, Instituto de Biologia, UERJ).

4.3.1 TAQUIZOITOS de T. gondii RECOLHIDOS DO SOBRENADANTE DE
CELULAS VERO
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A obtencao de taquizoitos da cepa ME-49 foi estabelecida primariamente a
partir da infeccdo de células Vero com formas bradizoitas de T. gondii. Em
resumo: camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados com 30 cistos por
via intraperitoneal e, apds cerca de 4-8 semanas, seus cerebros foram coletados,
os cistos purificados e rompidos para obtencdo de formas bradizoitos (Guimaraes
et al., 2008). Assim, a partir da infeccao das culturas com bradizoitos, cerca de 5
a 7 dias pos-infec¢éo, quando o ciclo litico se estabeleceu liberando os parasitos,
os taquizoitos foram recolhidos do sobrenadante e centrifugados a 200g por 7
min, a temperatura ambiente, para remocéao de debris celulares, seguida de outra
centrifugagdo a 1000 g por 10 min para sedimentacdo dos taquizoitos. O
sedimento obtido, rico em taquizoitos, foi ressuspenso em meio DMEM com 10%
de soro, quantificado em camara de Neubauer e utilizado para infeccéo de cultura
de células (Garcia, 2016). Para obtencdo de taquizoitos da cepa RH,
camundongos da linhagem Swiss Webster foram infectados intraperitonealmente
com 10* taquizoitos, e cerca de 2-3 dias pés-infeccdo, foram recolhidos do
peritbnio. Assim, os taquizoitos desta cepa, provenientes da infec¢ao in vivo foram
a fonte de infeccdo primaria de células Vero, e cerca de 2 a 5 dias pds-infec¢éo,
foram processados como descrito anteriormente. Desta forma, os taquizoitos de
ambas as cepas foram sucessivamente transferidos para uma nova cultura

visando a manutencao de taquizoitos e utilizados nos ensaios experimentais.

4.3.2 TAQUIZOITOS DAS CEPAS RH E ME49 de T. gondii PROVENIENTES
DA LISE MECANICA DE CULTURAS VERO

Os taquizoitos das cepas ME49 e RH de T. gondii foram isolados de cultura
de células Vero, ap0s cerca de 4 dias de infeccdo. As células foram destacadas
do substrato com auxilio de um raspador de células e submetidas a lise mecanica
utilizando agulhas nos calibres 18 g, 21g, e 26 g, respectivamente. O produto foi
centrifugado por 7 min a 200 g para sedimentar debris celulares, descartado o
pellet e o sobrenadante centrifugado a 200 g para sedimentar os taquizoitos. O
pellet foi ressuspenso em meio DMEM com 10% de soro e gquantificado em

camara de Neubauer e utilizado para infec¢ao das culturas de HUVEC.
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4.4 ENSAIOS DE INFECTIVIDADE E ANALISE DO DESTINO
INTRACELULAR DE TAQUIZOITOS DE T. gondii FRENTE A CELULA
ENDOTELIAL DA VEIA DO CORDAO UMBILICAL HUMANO (HUVEC)

As células endoteliais foram semeadas em placas de 24 poc¢os ou placas de
60 mm, por 24 h e, entdo, infectadas com taquizoitos provenientes de células Vero
por diferentes métodos de obtencdo, como descrito no item 4.3. Para avaliar a
cinética de infeccdo de taquizoitos da cepa ME-49 e verificar se o método de
obtencdo desses parasitos apresentava interferéncia na sua infectividade frente
as HUVEC foram utilizadas as relacfes parasito-célula hospedeira de 10:1 e 5:1
de parasitos obtidos do sobrenadante e por rompimento mecéanico de células
Vero. A fim de comparar a diferenca de infectividade entre cepas polares, esse
mesmo ensaio foi realizado com taquizoitos da cepa RH. Para os ensaios com
taquizoitos da cepa RH obtidos de sobrenadante e obtidos pelo rompimento das

células utilizamos as relacfes parasito-célula hospedeira de 1:10 e 1:5.

4.5 PROCESSAMENTO DAS CULTURAS HUVEC PARA ANALISE EM
MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO

As culturas infectadas foram coradas pelo Kit panético rapido (Laborclin),
onde primeiro as células foram fixadas em triariimetano a 0,1% por 30 seg, em
seguida coradas em xantenos (eosina) a 0,1% e tiazinas (azul de metileno) a

0,1%, por 30 seg cada. Apdés a coloracdo, as laminulas foram montadas em

Permount® (Fischer Scientific).

4.6. QUANTIFICACAO DE INFECTIVIDADE DE T. gondii EM HUVEC

A analise quantitativa da infectividade de taquizoitos frente a HUVEC foi
realizada a partir de trés experimentos independentes, em duplicata, sendo
guantificadas 200 células por laminula, considerando-se: o percentual de células

infectadas, o niumero de vacuolos por célula infectada e o nimero de parasitos
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por vacuolos, por periodos de 30 min - 72 h, a fim de determinar a susceptibilidade
de infeccdo e a proliferagdo dos parasitos no curso temporal da infeccdo. As
amostras foram analisadas com auxilio do microscépio de fluorescéncia
Imager.A2 da Zeiss, utilizando-se objetiva de 100X e as imagens capturadas com
a camara AxioCam MRc. A partir dos resultados, foram calculados média (M) e
desvio padréo (DP). A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e o
SigmaPlot 11.0.

4.7 REVELACAO DOS CORPUSCULOS DE WEIBEL-PALADE EM HUVEC
E MARCACAO DE CISTO DE T. gondii POR IMUNOCITOQUIMICA

As culturas de células infectadas por taquizoitos de T. gondii e células
controles sem infeccéo foram fixadas apds 8 a 96 h de infec¢do em solucao a 4%
de paraformaldeido (PFA) diluido em 0,1 M PBS, a temperatura ambiente por 5
min. Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes em PBS,
permeabilizadas com Triton-X 100 (Roche) (0,05% em PBS pH 8,0) por 10 min e
lavadas com PBS (pH 8,0). O bloqueio de grupamentos aldeidos inespecificos foi
feito com 50 mM cloreto de aménio por 30 min e depois com PBS/BSA 3% por 15
min (3x). Em seguida, para a revelacdo dos corpusculos de Weibel- Palade, as
células foram incubadas com o anticorpo monoclonal primario anti-fator de von-
Willebrand (BD Bioscience) (1:100) overnight. A seguir, as células foram lavadas
em PBS (pH 8,0), bloqueadas novamente com PBS/BSA 3% por 15 min e
incubadas com anticorpo secundario anti-cabra AlexaFluor 594 (Molecular
Probes, USA), diluido 1:400 por 2 horas. Para a marcacao da parede cistica de T.
gondii foi utilizada a lectina DBA-RODAMINA (50 uM), que reconhece residuos de
N-acetil galactosamina. A visualizacdo dos nucleos foi feita pela incubacéo de um
intercalente de DNA, o DAPI (4',6diamidino-2-phenylindole) (Sigma-Aldrich)
(1:5.000) por 7 min montado no “anti-fading” a 2,5% DABCO (1,4-
diazabicyclo[2.2.2] octane, Sigma-Aldrich). As amostras foram analisadas com
auxilio do microscopio de fluorescéncia Imager.A2 da Zeiss utilizando-se objetiva

de 100X e as imagens capturadas com a camara AxioCam MRc.
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4.8 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Culturas de células controle e infectadas apos 24 a 144 h de interagéo foram
lavadas 2x com PBS e fixadas durante 1 h a 4°C com 2,5% glutaraldeido (Sigma-
Aldrich) diluido em 0,1 M tampé&o cacodilato de sodio contendo 3,5% de sacarose
e 2,5 mM de CaClz (pH 7,2). As células foram lavadas no mesmo tampéo, pos-
fixadas com 1% tetroxido de 6smio contendo 0,08% de ferricianeto de potassio
(Sigma-Aldrich) a 4°C por 30 min. ApGs novas lavagens, as células foram
destacadas do substrato com um raspador de células (“rubber policeman”) a 4°C
e centrifugadas a 10,0009 por 5 min. O material em suspenséo foi desidratado em
série crescente de acetona (30, 50, 70, 90 e 100% 3x), 10 min cada etapa. O
material foi infiltrado em resina epoxi (PolyBed® 812 — Polysciences) em acetona
100% (1:2; 1:1; 2:1), cada etapa “overnight” e em epon puro por 4 h, seguido do
emblocamento na resina pura e polimerizado por 72 h a 60°C. Cortes ultrafinos
(60 nm) foram obtidos e recolhidos em grades de cobre, contrastados em acetato
de uranila e citrato chumbo para andalise ao microscopio eletrénico de transmissao
JEM-1011 (Jeol) da Plataforma de Microscopia Eletronica da Universidade
Federal Fluminense, Rio de Janeiro e dos microscopios eletrbnicos de
transmissao JEM-1200 (Jeol) e Tecnai T20, marca FEI Company do Centro
Nacional de Biologia Estrutural e Bioimagem (CENABIO) da Unidade de
Microscopia Avangada da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

4.9 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Camundongos fémeas das linhagens C57BL/6 e “Swiss Webster” foram
obtidos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundacao
Oswaldo Cruz e mantidos em biotério de experimentacdo animal do Pavilhdo
Carlos Chagas sob temperatura controlada, alimentagcédo por racao apropriada e

agua filtrada ad libitum.

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

V. RESULTADOS

5.1. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE CULTURAS DE HUVEC

Culturas primarias de HUVEC, obtidas a partir da dissociacdo do endotélio
da veia umbilical com solucéo de colagenase, foram plaqueadas sobre substrato
de gelatina e crescidas em monocamadas com sucesso. As células vivas foram
regularmente monitoradas por microscopia de contraste de fase. Com 2 h de
plagueamento mostram ainda arredondamento, sob o efeito da colagenase e
baixo espraiamento (Fig. 5.1A). Culturas com 6 h de cultivo mostram maior adeséo
ao substrato, tendéncia a formar grupos de células, alinhamento e intenso contato
célula-célula para o estabelecimento das regides de especializagcdo da membrana
e formacdo de uma monocamada (Fig. 5.1B). Detalhe da morfologia dessas
células pode ser visto na Figura 5.1C. Culturas subconfluentes, com 48 e 96 h de
cultivo, mostraram a dinamica das células com maior alinhamento, formacao de
uma monocamada e distribuicdo mais homogénea ao substrato (Fig. 5.2A e B,
respectivamente). Com 5 e 6 dias de cultivo, o crescimento celular adquire uma
velocidade média, formando uma monocamada e atinge a confluéncia com
organizacao polarizada (Fig. 5.2C e D). Nessas condi¢des, as culturas ja sédo
passiveis de serem subcultivadas, mantendo suas caracteristicas morfolégicas e
fisiologicas, até a 62 passagem. Essa possibilidade de expansédo das células,

incluindo o congelamento, facilita muito a execu¢ao dos experimentos.

Outro aspecto importante sdo as organelas especificas da célula endotelial,
0s corpusculos de Weibel-Palade localizados no citoplasma da célula, como
podem ser visualizados por imunocitoquimica na figura 5.3A e B. Esses CWP sé&o
vistos proximos a regiao nuclear, distribuidos no citoplasma da HUVEC e, durante
0 processo de exocitose, em contato estreito com a membrana (detalhes serdo
dados no item de analise ultraestrutural). A microscopia eletrénica de transmissao
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mostrou imagens de cortes ultrafinos obtidos perpendicularmente a adesdo da
monocamada celular de HUVEC ao substrato de cultura com 9 dias (Fig. 5.4A e
B). Pode-se visualizar filamentos de actina localizados paralelamente a face
interna da membrana plasmatica, compondo as fibras de tensao (“stress fibers”)
(Fig. 5.4A e B). Caracteristicas morfolégicas associadas ao endotélio in vivo foram
plenamente reproduzidas in vitro. A organizacdo das células justapostas
estabelecendo regifes de especializacdo de membrana, os complexos juncionais,
dos tipos juncédo aderente, oclusdo e comunicantes do tipo “gap” (Fig. 5.4 A-D).
Vérias evidéncias da presenca de organelas endotélio-especificas que
armazenam o Fator von Willebrand, os corpusculos de Weibel-Palade, foram

documentadas nas figuras 5.4A e B 5.5A e B.

100 pm

50 um

— &

Fig. 5.1 — Cultivo primério de células endoteliais da veia do corddo umbilical
humano (HUVEC):_(A) Células aderidas e semi espraiadas ap0s 2 horas de cultivo.
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(B) Células ap6s 6 horas de isolamento, pode-se observar o alinhamento das células
para formar uma monocamada endotelial e em (C) detalhe em maior aumento da
morfologia dessas células.

100 pim

[,

Fig. 5.2 - HUVEC no periodo de 48 h a 6 dias de cultivo. (A e B) Células com 48 e 96
h respectivamente, mostram sub confluéncia e organizacéo celular em monocamada .(C
e D) Culturas com 5 e 6 dias ja se encontram plenamente estabelecidas em confluéncia
e nota-se a predominancia de células em formato de paralelepipedo, caracteristico do
tecido endotelial, principalmente com 6 dias (D).
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Fig. 5.3 - CorpUsculos de Weibel-Palade em HUVEC. (A e B). Por
imunocitoquimica CWP s&o vistos proximos a regiao nuclear, distribuidos no
citoplasma de HUVEC.



S00dm

Fig. 5.4 - Caracterizagdo ultraestrutural de culturas HUVEC por microscopia
eletrénica de transmisséo (MET). Imagens representativas das diversas caracteristicas
encontradas no endotélio in vitro, Corpusculos de Weibel Palade (*) mitocondria (M), e
o reticulo endoplasmatico (RER). Além das Juncdes aderentes (JA) e Juncdes de oclusao
(JO) e juncdes comunicantes do tipo gap (JG) e a presenca de fibras de estresse
localizadas na parte basal da célula sinalizado pela seta (A e B), Corpusculos lipidicos
(CL) e ilhas de glicogénio (G).
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Aspectos da biogénese e exocitose dos CPW seréo tratados no bloco a seguir de
resultados. Outras estruturas tipicas de células endoteliais foram observadas,
como os corpusculos lipidicos distribuidos pelo citoplasma (Fig. 5.4C) e, algumas
vezes, proximas ao nucleo (Fig. 5.5A), no entanto nem todas as células exibiam
grande quantidade. Granulos de glicogénio foram bem evidenciados dispostas
pelo citoplasma (Fig. 5.4C) ou em agregados (Fig. 5.4D; 5.5E e G). Grande
qguantidade de perfis de Golgi foi encontrada na maioria das células (Fig. 5.5B e
C) e, como caracteristica padrao, grande vesiculacdo é observada na regiao de
concentragdo de Golgi (Fig. 5.5B e C). Proximo ao Golgi, imagens sugestivas de
CWP em desenvolvimento podem ser vistos (Fig. 5.5B), além de reticulo
endoplasmatico rugoso com cisternas isoladas e curtas (Fig. 5.4A-D; 5.5A e D).
Cavéola é outra estrutura também visualizada nas HUVEC in vitro (Fig. 5.5F).
Mitocondrias longas foram de facil observacdo (Fig. 5.5H) e, eventualmente,
elementos do citoesqueleto puderam ser revelados (Fig. 5.5H).

Algumas vezes, junto ao Golgi, uma intensa vesiculacdo no citoplasma
apresentando estruturas com caracteristicas de corpusculos de Weibel-Palade
foram observadas, estando de acordo com a proposta da biogénese dos CWP, a
partir da face trans do Golgi. O CWP nascente apresenta o conteudo
eletronlucente e a membrana envoltéria ondulada (Fig. 5.6A). Na sequéncia, essa
prancha mostra os diferentes aspectos da maturacdo dos CWP: corpusculos
imaturos com a matriz de baixa eletrondensidade (Fig. 5.6B), corpusculos mais
maduros apresentando matriz mais eletrondensa e com aspecto estriado, que
corresponde aos tubulos que contém o Fator von Willebrand (Fig. 5.6A e B —
detalhe em maior aumento em C). A Figura 5.6D representa uma visdo em menor
aumento de uma célula endotelial onde se observam CWP imaturos e maduros.
Diferentes perfis de CWP séo identificados na Figura 5.5E no seu estagio mais
maduro, assim como na figura 5.6F. Algumas imagens sugestivas de estagios
avancados de maturacdo dos CWP podem ser observadas na Fig. 5.7A-G.
Alinhamento paralelo de dois CWP para posterior fusdo, que € um dos processos
ja bem estabelecidos durante a maturacdo dos corpusculos (Fig. 5.7A). Dois
exemplos do estabelecimento da fusdo entre dois CWP resultando na visualizagao
de desorganizacdo dos tubulos nesses corpusculos imaturos, gerando uma

morfologia alterada (Fig. 5.7B e C). Durante a ativacdo da célula endotelial, os

39



corpusculos liberaram seu conteldo por um processo de exocitose. Ocorre 0
deslocamento, entdo, dos CWP em direcéo a periferia da membrana plasmatica
da HUVEC (Fig. 5.7C e D) e se estabelece contato estreito entre as duas
membranas para permitir a sua fusdo e a conclusdo do processo de exocitose
(Fig. 5.7E-G). Outro aspecto que chamou nossa atencdo foi a presenca de
estruturas proximas a membrana plasmética, com caracteristicas de CWP
imaturos, revestidos por clatrina, cujo conteudo parece ser exocitado (Fig. 5.8 A-

D).
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Fig. 5.5 - Aspectos morfoldgicos revelados pela ultraestrutura. Corpuasculos lipidicos
préximos ao nacleo da célula e glicogénio, além do Reticulo endoplasmatico rugoso,
diversas mitocondrias e o CWP localizado préximo a membrana plasmatica (A). O Golgi
proeminente (B e C). Reticulo endoplasmatico bem evidente em (D) e llhas de glicogénio
(D e G), Citoesqueleto em (H). Corpusculos lipidicos (L); ntcleo da célula (N); glicogénio
(G); Reticulo endoplasmatico rugoso (RER); mitocondrias (M); CWP (% ); Golgi;
Glicogénio (G)
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Fig. 5.6 - Ultraestutura dos corpusculos de Weibel-Palade. Imagens indicativas
da biogénese do corplsculo de Weibel Palade (%) préxima ao Golgi (A),
Corpusculos em diferentes estagios do amadurecimento e dispersos no citoplasma
(CeH).

42



Fig. 5.7 - Aspectos dos corpusculos de Weibel Palade em HUVEC. Os

corpUsculos de Weibel Palade (%) alinhados (A), proximos ao nticleo (B) e a Fus&o
de dois CWP (C) CWP proximo a membrana plasmética (D - G).

43



Fig. 5.8- Vesicula sugestiva de CWP revestida de clatrina. Estrutura com
caracteristicas comuns aos corpusculos de WP localizada préxima a membrana (A).
Abertura na membrana da vesicula e auséncia de contetdo no interior da estrutura

vesicular, (B, C e D).
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5.2 Anadlise da infectividade de taquizoitos em HUVEC das cepas ME-49
(WT e GFP) e RH de T. gondii obtidos de células Vero

Atendendo ao objetivo 2.1, esse estudo visou a avaliacdo da
permissividade da infeccdo de HUVEC frente a duas cepas polares de T. gondii
(ME-49 e RH, perfis avirulento e virulento, respectivamente). Os ensaios
consideraram algumas varidveis: diferentes cargas parasitarias e andlise
comparativa da infeccdo de taquizoitos recolhidos do sobrenadante das culturas
de manutencéo (células Vero) e por meio da lise dessas células, num estudo
cinético de 24-72 h. Além disso, outros parametros também foram avaliados: a
capacidade de re-infecgdo dessas células (nUmero de vacuolos parasitéforos (VP)
por célula infectada versus tempo de interacdo), a proliferacéo celular (nUmero de
parasitos por VP temporal) e o destino intracelular do parasito (ciclo litico e

cistogénese).

5.2.1 Analise comparativa da interacédo de taquizoitos de T. gondii da
cepa avirulenta ME-49, obtidos do sobrenadante ou pela lise mecéanica de
células VERO, frente as culturas de HUVEC.

O desenho experimental consistiu em utilizar taquizoitos obtidos do
sobrenadante das culturas Vero no periodo de 4-6 dias de infec¢do, quando varios
ciclos liticos eram estabelecidos, liberando os parasitos no meio extracelular. A
outra metodologia foi recolher os taquizoitos a partir da lise mecéanica das células
Vero infectadas por igual periodo de tempo. Associado ao método de obtencéo
dos taquizoitos, foram testadas duas diferentes cargas parasitarias, visando
verificar se a carga parasitaria exerceria influéncia na infectividade e no destino
intracelular do parasito. Apds duas horas de contato com o parasito, as culturas
foram lavadas e fixadas para coloracao por panotico nos periodos de 24, 48 e 72
h de interacdo. Nossos resultados utilizando a cepa avirulenta ME-49 de parasitos
recolhidos do sobrenadante de células Vero demonstraram que, com as relagdes
parasito/HUVEC utilizadas (5:1 ou 10:1), a infeccéo foi baixa (cerca de 10 e 16%)
na relacéo 10:1 com 48 e 72 h de interacao, respectivamente (Fig. 5.9A). Embora

com baixa infectividade, houve diferencas significantes entre as cargas
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parasitarias e com relacdo ao tempo de interagdo entre as 2 cargas (Fig. 5.9A).
Nos ensaios com taquizoitos recolhidos de culturas Vero por lise mecanica,
observamos um aumento consideravel na capacidade de invasdo desses
parasitos, chegando a alcancar cerca 70% de células infectadas nas 72 h de
interacdo, independente da carga parasitaria (Fig. 5.9B). A relagdo parasito-célula
também apresentou diferenca significativa ao longo dos trés tempos de interacéo
(Fig. 5.9B). Comparando os dois protocolos experimentais, 0s parasitos da cepa
ME-49 obtidos da lise mecéanica foram cerca de 76, 82 e 85% mais infectivos nas
24, 48 e 72 h de interacéo, respectivamente na relagdo 5:1 daqueles recolhidos
do sobrenadante (Fig. 5.9A e B). indices altos também foram obtidos na relacéo
parasito/célula de 10:1 que, na média dos tempos de interacdo, foi de 79% mais

infectivo nos taquizoitos obtidos do lisado.

A Taquizoitos das cepa ME49 B Taquizoitos das cepa ME49
provenientes do sobrenadante de provenientes da lise mecanica de
culturas Vero culturas Vero
100 1 O s5:1 W 10:1 100 4 O s5:1 W 10:1
90 . 90 - *

B
=

g?ﬂ' x _ﬁm- . o
‘!50- ® Eﬁo.
£ 50 A = “Esu- *
étw- Em. -
g;o. 1—330-

20 - X 20 4 H

10 A 10 -

Nl B l_'_ll_ ’

24h 42h 72h

24h 48h 72h

Tempo p.i

Fig. 5.9 - Analise da porcentagem de HUVEC infectadas ao longo de 24, 48 e 72 h
por taquizoitos da cepa ME49 de T. gondii. Gréficos dos ensaios utilizando parasitos
recolhidos do sobrenadante (A) e parasitos obtidos por lise (B). n = 3 experimentos

A analise quantitativa do numero de vacuolos por célula e o monitoramento

do numero de parasito por vacuolo, nos ensaios com parasitos obtidos do
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sobrenadante, demonstrou que apos 24 h predominam células contendo um
vacuolo com 1-2 parasitos em ambas as cargas parasitarias, em torno de 70%. A
partir de 48 h, foi observado um maior nimero de parasitos no interior dos
vacuolos parasitoforos, indicando a multiplicacao celular, que fica mais evidente
com 72 h de infec¢éo, atingindo valores de 80-90% de células contendo 5 ou mais
parasitos (Tabelas 1 e 2A e B). Podemos inferir desse modo que nao houve
diferenca na susceptibilidade das células de re-infeccbes nem na capacidade

multiplicativa desses parasitos em HUVEC.

Imagens representativas da infeccdo de HUVEC com taquizoitos da cepa
ME-49 recolhidos do sobrenadante estdo na figura 5.10 A, C e E, com carga
parasitaria de 5:1, e na figura 5.10 B, D e F, na relacdo 10:1. Com 24 h
demonstramos a predominancia de células com um vacuolo contendo 1-2
parasitos, (Fig. 5.10A e B). A interacdo de 48 h detecta vacuolos parasitoforos
contendo mais de 5 parasitos (Fig. 5.10 C e D), indicativo de ativa multiplicacéo
celular, que progride com 72 h mostrando mais de 5 parasitos no interior dos
vacuolos (Fig. 5.10E e F).
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Tempo| 24h 48 h 72h
p.l

1VP 70+2 70+£3 8725
2VP | 2315 26%25 101

34VP T3 4+15 02

=5 VP 0+1 015 3+2

Tempo| 24h 48 h 72h
p.l

1VP 71225 68 2 90+2
2vp 25+3 30+£15 9+1

J4VP| 3+15 2+1 1+1

25VP 1+£25 0+£2 0+2

Tabela 1. Andlise da porcentagem de vacuolos por célula infectada ao longo da
cinética de infeccdo com taquizoitos da cepa ME49 de T. gondii obtidos de
sobrenadante. Numero de vacuolos encontrados utilizando a relacéo 5:1 (A) e 10:1 (B).

A
Tempo 24h 48 h 72h
pi
1P 815 6t25 325
2P 42 +£2 6+35 5¢2
34P 304 8t4 01
25P 2015 80+15 92+25

Tempo | 24N 48h 72h
p.i
1P 14+25 b+3 5+25
2P 333 4+15 3£15
34p 37 +4 1MW+25 211
25p 16+15 80+3 90+£25

Tabela 2. Andlise da porcentagem de parasitos por vacuolos ao longo da cinética
de infec¢cdo com taquizoitos da cepa ME49 obtidos de sobrenadante de culturas
VERO. Numero de vacuolos encontrados utilizando a relacédo 5:1 (A) e 10:1 (B).
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Fig. 5.10 - Aspectos da infeccdo de taquizoitas da cepa ME-49 de T. gondii
recolhidos de sobrenadante das culturas VERO, em culturas primarias HUVEC.
Pode-se observar um vacuolo parasitéforo (VP) contendo trés e quatro parasitos em A
(5:1) e B (10:1). Com 48 horas de infec¢do, observam-se vacuolos com mais de 10

parasitos em C (10:1) e D (5:1), com 72 horas de infec¢cao, maior nimero de parasitos
no interior do VP, como mostrado em E (10:1) e F (5:1) [Barra= 50 pum]
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Além do maior numero de células infectadas nos ensaios utilizando parasitos
provenientes da lise das células, com 24 h observamos também o maior numero
de vacuolos por célula, predominando células com 3 e 4 vacuolos contendo entre
3 e 4 parasitos (Fig. 5.11A e B), o que confirma a maior capacidade infectiva
desses parasitos comparados aos recolhidos do sobrenadante, em ambas as
relacdes utilizadas. Com 48 h (Fig. 5.11C e D) e 72 h (Fig. 5.11E e F) nota-se um
aumento significativo de células contendo um Unico vacuolo (Tabela 3A e B),
indicativo de que estd ocorrendo novas infeccfes no periodo de 72 h, como
produto do rompimento de células nas quais, o parasito concluiu o ciclo litico. A
multiplicac@o do parasito é evidenciada pelo aumento do nimero de parasitos no

vacuolo parasitoéforo ao longo do tempo de infeccao (Tabela 4A e B).
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Tempo

24 h

48 h

72h Tem.po 24h 48H 72h
pi p.i
1VP 30+15 32115 40 £3 1VP 30+£15 3015 36+25
2VP 26 4 29 £2 19+2 2VP 25+35 311 30£15
34 VP 361 30 +1 315 34VP 4112 3225 2625
=5 VP 8+1 9+15 10 +1 >5VP 4115 715 8+1

Tabela 3. Andlise da porcentagem de vacuolos por célula infectada ao longo da
cinéticade infeccdo com taquizoitos da cepa ME49 de T. gondii obtidos pelalise de
culturas VERO. Numero de vacuolos encontrados utilizando a relagéo 5:1 (A) e 10:1 (B).

A Tempo [ 24h 48h 72h Tempo| 24h 48H 72h
p.i pi
1P 492 101 61 1P 2414 10£1 T+1
2P 19£25 14+3 6+£0.5 2P 162 101 9+1.5
34P 2842 11+ T2 34pP 54 42 715 7+05
25P 4+2 65 % 81+ 25P 62 73% £ 6 77+15

Tabela 4 - Andlise da porcentagem de parasitos por vacuolos ao longo da cinética
de infeccdo com taquizoitos da cepa ME49 de T. gondii obtidos pelalise de culturas

VERO. Numero de vacuolos encontrados utilizando a relacéo 5:1 (A) e 10:1 (B).
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Fig. 5.11 - Aspectos da infec¢éo de taquizoitas da cepa ME49 obtidos por lise das
culturas VERO, em culturas primarias HUVEC. Pode-se observar quatro vacuolos
parasitoforos (VP) contendo trés e quatro parasitos em A (5:1) e B (10:1). Com 48 horas
de infeccdo, observam-se vacuolos com mais de 10 parasitos em C (10:1) e D (5:1), com
72 h de infec¢ao, maior numero de parasitos no interior do VP, como mostrado em E (10:1)
e F (5:1) [Barra= 50 um]
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5.2.2 Anélise comparativa da interacdo de taquizoitos de T. gondii da
cepavirulenta RH, obtidos do sobrenadante ou pelalise mecanica de células
VERO, frente as culturas de HUVEC.

Inicialmente, realizamos um ensaio com a cepa RH provinda do
sobrenadante de células Vero com as cargas 5:1 e 10:1, a fim de comparar a
capacidade infectiva dessa cepa com a ME-49. No entanto, a infecgcdo com essa
alta carga parasitéria levou a intensa lise das culturas, impossibilitando, assim, o
estudo cinético da infeccdo por tempos prolongados, como 48 e 72 horas. Desta
forma, para atingir ao objetivo proposto no trabalho, utilizamos a carga parasitaria
1:5 e 1:10 e as culturas foram lavadas apés 2 horas de contato com o parasito.
Nossos resultados demonstram que esses parasitos foram capazes de infectar
59% das HUVEC apoés 24 horas de interacdo com a carga parasitaria 1:5 e 49%
com a carga 1:10. O periodo de 48 horas de interacéo levou a uma infeccao de
72% (1:5) e 63% (1:10), enquanto na interacdo de 72 horas, a porcentagem de
células infectadas foi de 81% e 70% (1:5 e 1:10, respectivamente) (Fig. 5.12A).

Para avaliar se taquizoitos da cepa RH obtidos da lise mecéanima das
células Vero também influenciava na infeccdo de HUVEC, realizamos ensaios
com as mesmas relacdes empregadas com os recolhidos do sobrenadante 1:5 e
1:10 (parasito/célula). Os dados gerados desses ensaios apontam 34% e 18% de
células infectadas nas relacbes 1:5 e 1:10, respectivamente, com 24 h de
interacdo. Ao longo do tempo houve aumento do nimero de células infectadas
para 53 e 44% com 48 h e de 70 e 62% com 72 h de infeccdo, nas relacdes 1.5 e
1:10, respectivamente (Fig 5.12). Durante todos os tempos e relacdes, ha um
predominio de células contendo um vacuolo, o que indica que esta ocorrendo a
infecc@o de novas células e que as células ja infectadas permanecem suscetiveis
a novas infecgdes (Tabelas 7 A e B), assim como a multiplicacdo dos parasitos
(Tabela 8 A e B).
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A Taquizoitos das cepa RH provenientes B Taquizoitos das cepa RH provenientes

do sobrenadante de culturas Vero da lise mecanica de culturas Vero
0 1:5 m1:10 01:5 m1:10
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Fig. 5.12- Analise da porcentagem de células HUVEC infectadas ao longo de 24, 48
e 72 h por taquizoitos da cepa RH de T. gondii. Representado no gréfico ensaios
utilizando parasitos recolhidos do sobrenadante (A) e parasitos obtidos por lise (B). n =3
experimentos.
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O numero de vacuolos e de parasitos intravacuolares com um vacuolo
parasitoforo, durante a infeccdo com o sobrenadante da cepa RH, aumentou ao
longo do periodo de observacdo em ambas as cargas parasitarias (Tabela 5A e
B). A quantificacdo mostrou que nos ensaios utilizando a carga 1:5, como
esperado, esse aumento é ainda maior, como resultado da reinfeccéo de células
previamente infectadas a partir de 48 h. A andlise quantitativa de parasitos nos
VP mostra 0 aumento de vacuolos contendo seis ou mais parasitos ao longo do
tempo de infeccdo, em ambas as cargas parasitarias, mostrando a intensa
multiplicacédo celular (Tabela 6A e B), evidéncia verificada em ambas as cargas

parasitarias.

Imagens representativas da infeccdo de HUVEC com taquizoitos da cepa
RH recolhidos do sobrenadante estdo na figura 5.13A, C e E, com carga
parasitaria de 1.5, e na figura 5.13B, D e F, na relacdo 1:10. Com 24 h,
demonstramos a predominancia de mais de um vacuolo parasitéforo por célula
contendo 3-4 parasitos, (Fig. 5.13A e B). As imagens representativas da interacao
de 48 h demonstram o aumento de vacuolos parasit6foros e a multiplicacdo celular
dos parasitos (Fig. 5.13C e D). Com 72 h, observamos grande quantidade de

parasitos no interior dos vacuolos (Fig. 5.13E e F).
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A Tempo | 24h 48 h 72h B Tem_po 24 h 48 h 72h
p.i p.i
1VP 1025 20+t3 6012 1VP 15+25 28+2 40+£15
2VP | 25+15 30+15 201 2VP | 53£15 262 3925
34VP | 58+35 37+2 12+15 34VP| 2311 313 1313
25VP 7+4 13+3 825 25VP | 9+25 9+15 8+2

Tabela 5 - Analise da porcentagem de vacuolos por célula infectada ao longo da
cinética de infeccdo com taquizoitos da cepa RH de T. gondii obtidos de
sobrenadante. Numero de vacuolos encontrados utilizando a relacéo 1:5 (A) e 1:10 (B).

A Tempo| 24h 48h 72h B Tempo| 24h 48h 72h
p. p.i
1P 102 6+15 5%1 1P 102 612 6+4
2P 164+25 10+3 1642 2p 14+3 10%+15 10£15
34P 22+2 1411 10% + 2 34P 20£15 16+25 14+3
25P 52+2 70%+5 6925 25P 564 6813 70+ 1

Tabela 6 - Andlise da porcentagem de parasitos por vacuolos ao longo da cinética
de infeccdo com taquizoitos da cepa RH de T. gondii obtidos de sobrenadante.
Numero de vacuolos encontrados utilizando a relagéo 1:5 (A) e 1:10 (B).
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Tempo 24 h 48 h 72h
p.i

1VP 60225 50%1 55+3
2VP 254 2015 156£25

34VP 10+3 2725 24

25 VP 412 321 823

B “Tempo[ 2h 4gH 72h
pi
TVP | 7522 60t 6625
2VP | 16£25 25+2 1815
34VP| 9%2 1515 13215
25VP 02 01 32

Tabela 7- Andlise da porcentagem de vacuolos por célula infectada ao longo da
cinética de infecgdo com taquizoitos da cepa RH de T. gondii obtidos pela lise das
culturas VERO. Numero de vacuolos encontrados utilizando a relagéo 1:5 (A) e 1:10 (B).

A Tempo[ 24h 48 h 72h B Tempo | 24h 48h 72h
p.i p.i

1P 20+2 4+£15 81 1P 60+4 3+1 8+£15

2P 27+2 20+3 15+0.5 2P 25+2 203 12+05

34P 40+2 26 +1 2212 34P 10+£2 27 £1 202

25P 13+2 505 55+1 =5p 52 50 £2 60+25

Tabela 8 - Andlise da porcentagem de parasitos por vacuolos ao longo da cinética
de infeccdo com taquizoitos da cepa RH de T. gondii obtidos pelalise das culturas
VERO. Numero de vacuolos encontrados utilizando a relagéo 1:5 (A) e 1:10 (B)
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Imagens representativas da infeccdo de HUVEC com taquizoitos da cepa
RH recolhidos do sobrenadante estdo na figura 5.13A, C e E, com carga
parasitaria de 1:5, e na figura 5.13B, D e F, na relagdo 1:10. Com 24 h,
demonstramos a predominancia de mais de um vacuolo parasitoforo por célula
contendo 3-4 parasitos, (Fig. 5.13A e B). As imagens representativas da interacao
de 48 h demonstram o aumento de vacuolos parasitéforos e a multiplicagdo celular
dos parasitos (Fig. 5.13C e D). Com 72 h, observamos grande quantidade de

parasitos no interior dos vacuolos (Fig. 5.13E e F).

Como demonstrado nas imagens representativas da infeccdo de HUVEC
com taquizoitos da cepa RH obtidos por lise com a carga parasitaria 1:5 (Figura
5.14A, C e E) e na relacdo 1:10 (Figura 5.15B, D e F). ApGs 24 h de infeccéo
observamos a presenca de um vacuolo parasitéforo por célula contendo 3-4
parasitos, (Fig. 5.14A e B). Em 48 h é possivel ver o aumento do niamero de
parasitos por vacuolo parasitoforo (Fig. 5.14C e D) que permanece apos 72 h de
infeccdo (Fig. 5.14E e F).
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Fig. 5.13 - Aspectos de infeccdo de taquizoitos da cepa RH de T. gondii obtidos de
sobrenadante em culturas priméarias HUVEC. ApoOs 24 h de infeccdo, podemos
observar 3VP contendo 3 e 4 parasitos em A (1:5) e B (1:10). 48 h de infecgdo, observa-
se 3 VPS contendo mais de cinco taquizoitas em C (1:5) e mais de 5 vacuolos
parasitoforos contendo entre 3 e 4 taquizoitas em D (1:10); 72 h de infeccdo,1 VP com
grande quantidade de parasitos como mostrado em E (1;5) F (1:10) [Barra= 50 um]
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Fig. 5.14 - Cinética de infeccdo de taquizoitos da cepa RH obtidos por lise em
culturas primarias HUVEC. Apés 24 h de infeccao, podemos observar um VP contendo
3 e 4 parasitos em A (1:5) e B (1:10). 48 h de infec¢céo, observa-se dois VP contendo
mais de seis taquizoitos em C (1:5) e 1 vacuolo parasitéforo contendo mais de seis
taquizoitos em D (1:10); 72 h de infeccao, VP com mais de 5 parasitos como mostrado
em E (1:5) F (1:10) [Barra = 50 pm]
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Formas de obtencao de taquizoitos de T. gondii de culturas
de células Vero

Cepa Sobrenadante Lisado
ME-49 (WT) + +++
RH +++ +

(+) Baixa infectividade; (+++) Alta infectividade.

Quadro 5.1 — Analise comparativa da capacidade infectiva de taquizoitos de T. gondii
obtidos pelos diferentes métodos de obtencéo dos parasitos de culturas Vero. Quadro
demonstrativo dos resultados a cerca da diferenca da capacidade de taquizoitos recolhidos
do sobrenadante ou obtidos por lise.
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5.3. ASPECTOS ULTRAESTRUTURAIS DA INTERACAO DE T. GONDII E
HUVEC

Culturas primarias de HUVEC infectadas com taquizoitos da cepa ME-49
de T. gondii (relacdo 5:1 parasitos/célula hospedeira) foram observadas por MET
apos periodos que variaram entre 24 até 144 h de interacdo. Assim, esse longo
periodo de andlise mostrou a dindmica dos varios eventos intracelulares que
ocorrem simultaneamente, quer na mesma célula quanto no conjunto de células
de um determinado periodo de analise. Esses eventos bioldgicos ocorrem tendo
em vista que as células ndo séo refratarias a novas infeccbes. Dessa forma, os
dados vistos na avaliagdo quantitativa desta interacéo, se refletem na analise por
MET. Células com um unico vacuolo contendo um parasito ou com varios vacuolos
com numero de parasitos variavel sdo constantemente observados ja a partir de
48 h de interacdo parasito-HUVEC. Essas observacdes sdo decorrentes do ciclo
litico que se mantém ativo em grande parte das células infectadas a partir desse

periodo. Esse conjunto de dados devera ser descrito a seqguir.

No periodo das primeiras 24 horas de interacdo T. gondii-HUVEC muitas
células continham um Unico taquizoito. A resposta celular a presenca do parasito
desencadeia um processo dinamico de migracdo de organelas em torno do VP
gue se mantém ao longo da infeccdo (24-96 h) (Fig. 5.15A-E). Células com um ou
dois VP no periodo de 24-96 h apresentam varios perfis de reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) revestindo o VP em associagdo estreita com a
membrana do VP (MVP) e algumas vezes esse revestimento ndo foi continuo,
deixando desnudas algumas areas da MVP (Fig. 5.15A-E; 5.16A-C; 5.17; 5.18A e
B). A interacdo de RER a MVP ocorre via face lisa, ficando a face rugosa (com
ribossomos) direcionada para o citoplasma da célula hospedeira (Fig. 5.16A-C;
5.17; 5.18A e B). Mitocondrias circundando o VP e interagindo diretamente com a
MVP, ou estabelecendo esse contato mediado pelo RER, foram vistas com
frequéncia (Fig. 5.15C e E; 5.17; 5.18 A e B). Nota-se a presenca de corpusculos
lipidicos (CL) durante a infeccdo de HUVEC e T. gondii que apresentam aspecto
ligeiramente osmiofilico, forma arredondada e tamanhos variados (Fig. 5.15D e

D’; 5.16B e C). Células com vacuolos repletos de parasitos conservaram a
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interacdo com CL, por vezes interconectando dois vacuolos (Fig. 5.16B; 5.18A).
Uma caracteristica morfolégica que nos chamou a atencdo se relaciona a
morfologia da MVP em HUVEC, que se apresenta bastante ondulada e a matriz
vacuolar repleta de vesiculas nos vacuolos frouxos (Fig. 5.15A, C-E; 5.162A e B).
A presencga de VP apertados mostra uma discreta rede tubulo-vesicular quando
0s vacuolos tém poucos parasitos (Fig. 5.15A, B e E). Independente do tipo de
VP, observa-se sempre a migracao de organelas associadas ou nas proximidades
do VP (Fig. 5.15D e E; 5.17; 5.20B). Uma organela especifica de células
endoteliais, os CWP, mostram alta eletrondensidade em células infectadas (Fig.
5.17) e adindmica desses corpusculos durante a sua ativacdo pode ser observada
com as organelas se localizando perpendicularmente a membrana plasmatica de
HUVEC, num processo que antecede a sua exocitose (Fig. 5.18A). Imagem
bastante sugestiva de exocitose de CWP em células infectadas pode ser vista na
figura 5.19B.

Mais dois aspectos de migracao e interacao de estruturas e organelas pode
ser observado em HUVEC contendo T. gondii: granulos de glicogénio em grande
quantidade sao vistos no interior do VP (Fig. 5.19A, A’ e B) e varios perfis de Golgi
em estreita associacdo com os VP (Fig. 5.19A e C). Vacuolos em franco processo
de divisdo celular de taquizoitos e em processo de conclusdo da endodiogenia
(parasitos ainda com corpo residual) mantém a associa¢cdo com organelas (Fig.
5.16C; 5.18B; 5.20A-C; 5.21A, A’ e B). Durante este processo ha um aumento da
sintese da RTV com concomitante aumento da matriz vacuolar e a manutencao
da associacédo de organelas da célula hospedeira a MVP (Fig. 5.16C; 5.20A-C;
5.21A, A’ e B). Outro aspecto observado foi a presenca de algumas células com
parasitos degradados que ainda mantinham a associagcdo com organelas a MVP
(Fig. 5.22A-C). Durante esse processo, a imagem de trés células justapostas
mostra que durante a infec¢do, pelo menos morfologicamente, ndo ha alteracdo
nas regiodes de especializagdo da membrana de HUVEC (Fig. 5.22C). As imagens
sao representativas de um processo dinamico que ocorre ao longo da infecgéo,

nao sendo restritas temporalmente.

Culturas infectadas por 96-144 h apresentaram células com parasitos

exibindo caracteristicas morfologicas compativeis com formas bradizoitos, num
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claro indicativo de que a conversdo taquizoito-bradizoito se estabeleceu
espontaneamente em HUVEC infectadas com a cepa ME-49 (Fig. 5.23A-D; 5.24
A e A’; 5.25A-C; 5.26A e B). A principal caracteristica desses bradizoitos € a
presenca de granulos de amilopectina em quantidades variaveis e, em alguns
cortes, se pode observar o deslocamento do nucleo para a regido posterior do
corpo do parasito (Fig. 5.23A-D; 5.24A e A’; 5.25A-C; 5.26A e B). Algumas células
apresentavam infec¢cdes multiplas contendo varios vacuolos unitarios (Fig. 5.23B
e D; 5.24A e A’), bradizoitos unicos ou em duplas e aqueles em divisdo (Fig.
5.23B-D; 5.24A e A’; 5.28C). A associacgao de CL e demais organelas, com muitos
desses vacuolos em diferenciacdo permanece (Fig. 5.23A-D; 5.24A e A’; 5.25C).
Em alguns desses vacuolos havia uma grande invaginacdo da MVP ocupando
grande area do espaco vacuolar (Fig. 5.23A e D). Embora a maioria desses
vacuolos com bradizoitos mantivesse a associacdo com organelas de HUVEC,
alguns apresentavam a membrana com raros perfis de RER e mitocondrias (Fig.
5.25A e B; 526.B’). E de surpreender que alguns vactiolos exibissem uma RTV
exuberante, embora grande quantidade de bradizoitos pudesse ser detectada no
seu interior (Fig. 5.25A e A’). A semelhanca do que foi visto em vacuolos com
taquizoitos, granulos de glicogénio foram encontrados no interior de VP contendo
bradizoitos (Fig. 5.24A e A’). Um dado adicional foi a manuten¢ao da morfologia
das areas juncionais entre células de HUVEC durante a franca conversdo de
taquizoitos-bradizoitos (Fig. 5.24A e A’). Nos cortes ultrafinos analisados nés nao
fomos capazes de observar alterag6es da membrana do vacuolo como indicios de
formacdo da parede cistica. Eventualmente, bradizoitos foram encontrados no
meio extracelular, provavelmente decorrentes do ciclo litico em HUVEC onde a
conversdo estava se processando, e eram vacuolos com ambas as formas:

taquizoitos e bradizoitos (Fig. 5.27).
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Fig. 5.15 - Aspectos ultraestruturais da interagdo de T. gondii e HUVEC.
Organelas ao redor da membrana do VP (MVP) (A-E). CWP dispersos pelo citoplasma
(*) (A) Corpusculo lipidico associado ao VP (D e D’), mitocondrias (A-E) e RER (A-
E). Dois vacuolos parasitéforos no interior de HUVEC com interacéo de organelas (E).
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Fig. 5.16 - Associacdo de organelas a membrana do vacuolo parasitéforo de T.
gondii em HUVEC. Discreta RTV em vacuolo contendo um parasito (A). Associacao de
corpusculos lipidicos a MVP (B e C) e de RER (A-C).
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Fig. 5.17 - Aspectos ultraestruturais da interacdo de T. gondii e HUVEC. CWP
eletrondensos (%), associacdo de mitocondria a MVP.
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Fig. 5.18 - Aspectos ultraestruturais da interacdo de T.gondii e CWP em
HUVEC. CWP eletrondenso organizados em paralelamente no interior da HUVEC
infectada (*) (A) CWP na membrana da célula infectada, indicando exocitose (B).




Fig 5.19 - Aspectos ultraestruturais da interacdo de T. gondii e perfis
de Golgi em HUVEC. Grande quantidade de gréanulos de glicogénio
interior do VP (A’ e B) e inumeros perfis de Golgi em estreita associacao
com os VP (A -D).
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Fig. 5.20 - Aspectos ultraestruturais da divisdo celular de T. gondii e
HUVEC. Associacdo de organelas durante o processo de divisdo celular de
taquizoitos por endodiogenia (A-C).
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Fig. 5.21 - Aspectos ultraestruturais dainteragdo de T. gondii e HUVEC com
aumento da RTV e matriz vacuolar. CWP localizado préximo ao VP (A)
Aumento da sintese da RTV e da matriz vacuolar e a manutencéo da associagdo
de organelas da célula hospedeira a MVP (A-C).
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Fig. 5.22 - Aspectos ultraestruturais da interacdo de T. gondii e
HUVEC. Parasitos em estado avacado de degradagao (A-C). Trés
células justapostas mantém as regides de especializagdo da
membrana (setas).
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Fig. 5.23 - Aspectos ultraestruturais da conversédo de taquizoitos em bradizoitos de
T. gondii em HUVEC. A associagdo de CL e demais organelas com vacuolos em
diferenciagéo (A-D).
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Fig. 5.24 - Granulos de glicogénio contidos no interior de VP com
taquizoitos e bradizoitos e manutencdo estrutural das éreas
juncionais em HUVEC infectada por T. gondii. VP contendo %
bradizoitas CWP ( ) localizados préximos a membrana plasmatica (A)
juncdes celulares preservadas na célula infectada (setas) (B).
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Fig. 5.25 - Associacdo de organelas ao vacuolo parasitoforo durante o
processo de conversao de taquizoitos em bradizoitos em HUVEC. (A-C).
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Fig.5.26 - Processo de converséo de taquizoitos em bradizoitos em
HUVEC. Vacuolos apresentando RTV exuberante durante o processo
de interconversao de taquizoitos em bradizoitos de T. gondiiem HUVEC
(A eB).
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Fig. 5.27 — Bradizoitos de T. gondii encontrados no meio extracelular.

5.4. Cistogénese de T. gondii em HUVEC
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A ndo evidenciacdo da parede cistica ou a modificacdo estrutural da membrana
do vacuolo parasitéforo que continha bradizoitos de T. gondii por MET, indicativo da
formacdo da parede citstica, nos levou a busca de outras ferramentas que pudessem
esclarecer esse evento. Desta forma, culturas de HUVEC infectadas com a cepa ME-49
e fixadas para fluorescéncia com 96 horas de interacdo revelaram que a cistogénese, de
fato, se estabeleceu em HUVEC. A incubacao das células com a lectina DBA conjugada
a Rodamina possibilitou a confirmacao de cisto em HUVEC com a marcacao da parede
cistica. A cistogénese nesse modelo celular ocorreu espontaneamente, independente de
manobras experimentais quimicas ou fisicas que pudessem induzir a formacao de cistos
(Fig. 5.28). Concomitantemente, nao foi raro observar a presenca de células contendo
cistos ao lado de vacuUolos repletos de parasitos, muito provavelmente taquizoitos,
taquizoitos em transicdo para bradizoitos ou bradizoitos (Fig. 5.29). Algumas células
apresentavam ao lado de cistos, formas taquizoitos em plena proliferacdo por

endodiogenia, com a formagé&o de rosetas (Fig. 5.30).
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Fig. 5.28 - Cistos de T. gondii da cepa ME49 em HUVEC: (A — B) Imagens de cisto
por microscopia de contraste diferencial de fase. (C - F) Marcacdo da parede cistica
com lectina DBA- RODAMINA e nlcleo da célula e o nlcleo do parasito marcados por
DAPI [Barra = 10um]
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Fig. 5.29 - Cistos de T. gondii da cepa ME-49 em HUVEC: (A — B) Imagens de cisto
vista por microscopia de contraste diferencial de fase. (C - F) Marcacéo da parede cistica
com lectina DBA- RODAMINA e nucleo da célula e o nacleo do parasito marcados por
DAPI. [Barra = 10um]
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Fig. 5.30 - Cistos de T. gondii da cepa ME49 em HUVEC. (A-B) Imagens de cisto

vista por microscopia de contraste diferencial de fase. (C - F) Parede cistica marcada
por DBA- RODAMINA e rosetas (seta) horas ap6s 96h de infec¢éo [Barra = 10um].
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Fig. 5.31 - Cistos de T. gondii da cepa ME49 em HUVEC: (A — B) Imagens de cisto vista
por microscopia de contraste diferencial de fase. (C - F) Marcacao da parede cistica com
lectina DBA- RODAMINA e nucleo da célula e o nacleo do parasito marcados por DAPI.
[Barra = 10um]
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VI. DISCUSSAO

A presente dissertacdo empregou culturas primarias de células endoteliais de
veia do cordao umbilical como modelo de estudo da toxoplasmose experimental.
A principal abordagem foi a analise da infectividade de HUVEC frente a duas
cepas genotipicamente diferentes de T. gondii: do tipo 1 - altamente virulenta, a
RH e do tipo 2, a ME-49 — avirulenta. As questdes respondidas foram: a influéncia
da metodologia de obtencdo de taquizoitos na capacidade dessas cepas
invadirem as HUVEC, sua suscetibilidade a novas infec¢cbes e a proliferacao
desses parasitos nesse microambiente. Detalhes da resposta de HUVEC a
infeccdo pelo T. gondii foram monitorados por andlise ultraestrutural, nas
diferentes etapas do desenvolvimento intracelular do parasito. O interesse
nessas abordagens em HUVEC decorreram da hip6tese de que durante a
gestacéo, o corddo umbilical poderia ser, ndo apenas uma via de transporte do
parasito para chegar até ao feto, como também, ser um repositério de formas
latentes do T. gondii. Dessa forma, foi necessario definir se em HUVEC a
cistogénese se estabelecia e, nas condi¢cdes experimentais aplicadas nesse
trabalho, essa hipotese foi confirmada.

No contexto da toxoplasmose congénita, cujo dano ao feto pode assumir
consequéncias gravissimas, incluindo a sua morte, um estudo direcionado para
o entendimento da transmissé&o vertical do parasito tem alta importancia. Entéo,
o cordao umbilical humano, um anexo embrionario rico em diversos tipos
celulares, foi utilizado como fonte primaria de células endoteliais. O
estabelecimento de culturas primarias de HUVEC introduzido por MARUYAMA
(1963) e aperfeicoado por JAFFE et al. (1973), utilizando a enzima colagenase
para seu isolamento, revolucionou o cultivo das HUVEC, sendo o método mais
utilizado até os dias atuais, como empregado no presente estudo. Varios grupos
tém buscado outros protocolos para otimizacdo de obtencdo dessas células
(MARIN et al., 2001; BAZZONI et al., 2002; LAURENS e VAN HINSBERGH,
2004; BAUDIN et al., 2007; DAVIS et al., 2007; JIMENEZ et al., 2013). No mais
recente trabalho nesta linha é o artigo de Jimenez e colaboradores (2013) que

optaram pelo uso exclusivo de tripsina a temperatura ambiente. Nés testamos
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esse protocolo alternativo, por sua simplicidade e maior rapidez do método,
utilizando sucessivas e curtas etapas de dissociagdo com a solucdo de
dissociacdo composta por tripsina 0,05% + EDTA 0,022% comparando com o0
protocolo desenvolvido por Jaffe et al. (1973) que utilizaram a colagenase a
0,06% numa unica etapa a 37°C. O rendimento celular foi aquém do método de
Jaffe e colaboradores, ndo observamos multiplicacdo dessas células e apos 5
dias de cultivo, as células entraram em processo de morte. Optamos, entéo, pelo
meétodo desenvolvido por Jaffe, que além da melhor viabilidade celular, ndo teve
limitacdo no tamanho do corddo umbilical, com rendimento em média de 900 mil
células. Assim, esta alternativa possibilitou, inclusive, o desenvolvimento de um
protocolo para congelamento dessas células nas passagens iniciais (1 e 2),
garantindo sua preservacdo e a constituicio de um banco de células que
atendeu a demanda para o desenvolvimento desse projeto.

Nas nossas condi¢des de cultivo de HUVEC, as células foram facilmente
propagadas e capazes de se diferenciar, como demonstrado por microscopia de
contraste de fase, imunocitoquimica e microscopia eletrénica de transmissao.
As células crescidas sobre um revestimento de gelatina a 2%, apo6s 7 - 10 dias
de cultivo, permitiram a adesdo, migracéo, proliferacdo e diferenciacdo das
células, formando uma monocamada confluente (GRANT et al., 1990). Além
disso, apresentavam morfologia semelhante a paralelepipedos e nucleo esférico
com granulos perinucleares (corpusculos de Weibel-Palade - identificados por
imunocitoquimica), reproduzindo a morfologia tipica do tecido endotelial in vivo
(MACIAG et al., 1981; SMEETS et al., 1992; MARIN et al., 2001).

A analise ultraestrutural das HUVEC indicou que as células endoteliais
mantidas em meio suplementado com fatores de crescimento preservaram sua
morfologia e funcionalidade. O citoplasma apresentou as caracteristicas tipicas
dessas células in vivo (JAFFE et al., 1973; ELGJO et al., 1975; JIMENEZ et al.,
2013), com numerosas vesiculas, Golgi proeminente, grande quantidade de
reticulo endoplasmatico rugoso curtos e distribuidos pelo citoplasma, muitas
mitocondrias, glicogénio e corpusculos lipidicos.

Os complexos juncionais das células endoteliais exercem grande importancia
na funcionalidade do tecido, como a regulacdo da permeabilidade da barreira e
diapedese de leucocitos (BAZZONI et al., 2004). A fungéo dessas jungdes sofre

regulacéo por meio de estimulos extracelulares que ativam vias de sinalizacéo
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intracelulares. Estas, por sua vez, induzem uma reorganizacao dos filamentos
de actina do citoesqueleto que permitem a adesao focal culminando com a
formacéao de fibras de estresse (MILLAN et al., 2010). Assim, associada aos
aspectos morfoldgicos, as imagens geradas por MET revelaram os trés tipos de
juncbes encontradas no endotélio, as juncdes de aderéncia, de oclusdo e as
‘gap”, bem como a formag&o das fibras de estresse, indicativos de que as

HUVEC preservaram sua funcionalidade como barreira endotelial.

Corpusculos de Weibel-Palade, organelas especificas de células endoteliais,
tém sido obtidos com grande preservacdo estrutural e maior resolucao
empregando-se a metodologia de congelamento por alta presséo para a analise
por MET, técnica que fixa o material biologico como no seu estado in vivo
(VALENTIJN et al., 2007; ZENNER et al., 2007). No presente estudo, as analises
ultraestruturais de HUVEC mostraram a manutencdo do metabolismo celular,
obtendo-se imagens da biogénese de corpusculo de Weibel-Palade, na rede
trans do Golgi com excelente qualidade. Por meio de citoquimica ultraesturural,
adicionando-se o ferricianeto de potassio ao 6smio, durante a pés-fixacao para
MET, obteve-se maior detalhe estrutural com aumento de eletrondensidade e
preservacdo de membranas. Entdo, por meio dessa técnica menos sofisticada
foi possivel monitorar o processo de maturacdo dos CWP com uma série de
imagens representativas, visualizando-os ainda imaturos, localizados préximos
ao nucleo da célula. Estruturas em formato de bastdo exibindo estriacdes
longitudinais, caracteristicas dessas organelas, como bem descritas por
VALENTIJN et al. (2007) e ZENNER et al. (2007), foram observadas no presente
trabalho. Essas estriacdes nos CWP conferidas pelos tubulos do fator de von
Willebrand, bem como a baixa eletrondensidade tipica da fase inicial do processo

de sua maturacéo, foram aqui demonstradas.

Além disso, a visualizacdo de imagens de fusdo homotipica, que é
considerada como uma etapa da maturacdo dos CWP foi bem caracterizada.
Nossas imagens sao semelhantes as encontradas na literatura (ZENNER et al.,
2007) e, além de observarmos os corpusculos ja fusionados, também
detectamos dois corpusculos em organizacéo justapostos, que é apontada como

etapa que antecede a fuséo.
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Em um estudo recente (GORDON e PRIMO, 2016) foi caracterizado, pela
primeira vez, a endocitose compensatoria de CWP em células endoteliais,
usando novas técnicas ultraestruturais e bioguimicas. A endocitose
compensatoéria € uma forma de restringir a expansao da membrana em células
com intensa atividade endocitica e, dessa forma, preservar o tamanho da célula
e a tensdo da membrana. Além disso, tem a funcdo de retornar as proteinas-
chaves presentes na membrana integral, de volta para a célula (REIDER e
WENDLAND et al., 2011; GORDON e PRIMO, 2016). Embora esse evento ainda
seja mal compreendido em células endoteliais, trata-se de um processo
importante para a exocitose do fator de von Willebrand. Os autores
demonstraram que a maioria dos eventos exociticos do corpusculo de Weibel-
Palade, ndo ocorre por fusdo total da organela a membrana plasmatica. Assim,
apos a exocitose do conteudo, os CWP vazios persistem como estruturas
vesiculares revestidas por clatrina (STEVENSON et al.,, 2017). N6és fomos
capazes de flagrar esse processo ocorrendo em HUVEC in vitro. As imagens
mostram as vesiculas achatadas revestidas por clatrina proximas a membrana
da célula, com uma fenda sem nenhum conteddo em seu interior. Dessa forma,
as imagens obtidas sugerem fortemente que estamos diante de um processo de
endocitose compensatdria, ainda pouco explorada e caracteristica de células

endoteliais.

Outro dado ultraestrutural de células endoteliais foi detectado: grande
namero de cavéolas em HUVEC, que sdo invaginacbes na membrana
plasmatica. Acredita-se que sua funcéo esteja relacionada a transducao de sinal
e regulacdo do trafico vesicular endotelial (JAFFE et al., 1973a; ELGIO et
al., 1975; JIMENEZ et al., 2013). Ensaios abordando vias endociticas sugerem
gue as caveolas e a presenca de receptores no seu interior contribuam para a
permeabilidade seletiva das células endoteliais (FENG et al., 1996; CHEN et al.,
2002; FRANK et al., 2003). Além disso, a proteina caveolin-1 é capaz de inibir a
enzima oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), o que também pode colaborar
para a regulacédo da barreira endotelial (FUKURUMA et al., 2000; FRANK et al.,
2003). Um estudo visando explorar a participacao dessas estruturas no processo

de invasao do T. gondii em células endoteliais merece uma atencao especial.
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Um importante achado nos nossos ensaios foram os numerosos corpusculos
lipidicos observadas nas culturas de HUVEC. As informacdes sobre corpusculos
lipidicos em células endoteliais sdo escassas na literatura. No entanto, acredita-
se que eles atuem como um importante repositorio intracelular de acidos graxos
e acidos araquidénicos, além de atuar na formacédo de eicosanoides (BOZZA et
al., 1996; 1998). Estudos sugerem que a producédo de corpusculos lipidios seja
modulada por fatores referentes ao microambiente celular. Scarfo e
colaboradores, em um estudo de inducao de hipoxia em dois subtipos de células
endoteliais, relataram que a formacdo dessas estruturas pode variar de acordo
com a origem da célula, o que indica a singularidade na resposta de cada célula
(SCARFO et al, 2001). Em nossos ensaios foi possivel observar a
heterogeneidade da presenca dos corpusculos lipidicos em uma mesma cultura
e até numa Unica célula. Esse conjunto de dados reforca a aplicabilidade dessas
culturas na proposta desse trabalho, de explorar a interacdo de T. gondii e

células endoteliais, mimetizando o tecido in vivo.

Apesar da grande importancia de HUVEC no contexto da transmisséo
congénita, os estudos com relacéo a interacdo de T. gondii e células endoteliais
sdo escassos. A maioria dos trabalhos aborda a interacdo com a cepa RH e por
tempos curtos, avaliando o papel da infec¢cdo no metabolismo celular ou eventos
relacionados a formagdo do vacuolo e aspectos imunoldgicos (DIMIER e
BOUT, 1993, 1996; BENEDETTO et al., 1997; CORTEZ et al., 2005). Estudos
apontam que as cepas virulentas, como a RH, possuem maior capacidade de
disseminacdo através das barreiras biologicas (SAEJI et al., 2005; ORTIZ-
ALEGRIA et al., 2010). No entanto, levantamentos epidemiol6gicos em algumas
partes do mundo, indicam que as cepas consideradas avirulentas, como a ME-
49, sdo mais comumente encontradas entre 0s animais domeésticos e em
humanos, quer seja adquirida na vida adulta ou durante a infeccdo congénita
(revisado em ORTIZ-ALEGRIA et al., 2010).

Pouco se sabe sobre a invaséao, multiplicacéo e destino intracelular do parasito
em HUVEC. Solares e Canedo (2013) desenvolveram um estudo sobre a
capacidade infectiva de duas cepas de T. gondii (ME-49 e RH), frente a dois tipos
de célula endotelial, HMEC-1 e HUVEC. Esse estudo abordou apenas as

primeiras 4 horas de infeccdo e demonstrou uma menor capacidade infectiva da

87


https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00436-013-3476-2#CR14
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00436-013-3476-2#CR13
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00436-013-3476-2#CR5
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00436-013-3476-2#CR12

cepa RH quando comparada a cepa ME-49. Esse dado difere dos aqui descritos,
mas a utilizacdo de outras metodologias, quanto a carga parasitéria, por exemplo,
mostra a inviabilizacdo de comparacao desses ensaios. Essa dificuldade tem sido
apontada por outros autores empregando astrécitos, indicando claramente que a
nao padronizagao dos experimentos de interagcdo gera resultados conflitantes e
de dificil analise comparativa (CONTRERAS-OCHOA et al., 2012).

Desta forma, o presente estudo analisou a infectividade de taquizoitos das
cepas polares (ME-49 e RH) frente as culturas de HUVEC, tendo como diferencial
a avaliacdo, além da capacidade de invasao e multiplicacdo do parasito, investigar
0 seu destino intracelular. Com esses objetivos, os periodos de interacdo se
estenderam até 72 h para a analises cinéticas e até 144 h para o desenvolvimento
intracelular do parasito. Adicionalmente, um outro parametro investigado foi
verificar a susceptibilidade da célula hospedeira a infeccdo em funcdo do método
de obtencado dos parasitos e diferentes cargas parasitarias. Esses ensaios foram
motivados por algumas observacdes isoladas no laboratério de que haveria
diferenca de infectividade entre os procedimentos para obtencdo de taquizoitos
de cultura de células, durante os experimentos de interagdo de T. gondii com

outros modelos celulares, sem um estudo mais sistematizado.

Como mencionado nos resultados, utilizar a mesma carga parasitaria para as
duas cepas inviabilizou o estudo de tempos mais longos, uma vez que as culturas
infectadas pela cepa RH apresentaram intensa lise celular, o que ndo observamos
nas culturas com ME-49. Esse fato ja indica a maior capacidade de invasdo da
cepa RH quando comparado a ME-49. Uma vez ajustando as cargas, observamos
que ao infectar as culturas de HUVEC com taquizoitos provenientes do
sobrenadante das culturas VERO, com 24 horas de interagéo, a porcentagem de
células infectadas pela cepa RH era muito maior do que as células infectadas com
taquizoitos da cepa ME-49. Os resultados gerados dos ensaios de variacdo da
forma de obtencdo de Taquizoitos sado contrarios aos observados com a cepa
ME49. Nesse caso, 0s parasitos obtidos por lise demonstraram ser menos
infectivos do que os parasitos recolhidos do sobrenadante. Os parasitos do
sobrenadante foram até 71- 81% mais infectivos do que os obtidos por meio da

lise, com as relacdes 1:5 e 1:10.

88



Para nossa surpresa o comportamento da cepa RH foi justamente o oposto da
cepa ME-49: taquizoitos provenientes do sobrenadante das culturas VERO
apresentaram uma porcentagem de células infectadas maior (cerca de 60 e 70%
nas relacdes parasito-célula de 5:1 e 10:1, respectivamente) quando comparados

com taquizoitos do lisado.

Algumas variaveis interferem na infectividade de T. gondii frente a célula
hospedeira, tais como: estado de ativacao da célula, fase do ciclo celular na qual
a célula hospedeira estd e a cepa do parasito (ANGELONI et al., 2009;
LAVAVINE e ARRIZABALAGA, 2009; YOUN et al., 1991). Os mecanismos
moleculares utilizados pelos taquizoitos das cepas apolares RH e ME-49 para
invasao da célula podem diferir. Estudos mostram que os parasitos da cepa ME-
49 invadem células preferencialmente na fase S do ciclo celular, assim como é
capaz de modular o ciclo celular das células adjacentes. Avaliar o tempo
necessario para a modulacdo das células ndo infectadas ainda é um desafio
(YOUN et al., 1991; ANGELONI et al., 2009; LAVINE e ARRIZABALAGA, 2009).

Diante desses resultados, temos algumas hipéteses que podem justificar as
diferencas de infectividade observadas entre as duas cepas. A falta de
sincronismo de invasao dos parasitos, mesmo num sistema fechado, como o de
culturas de células, pressupde que 0 egresso desses parasitos seja também
assincronico, e isso possa influenciar na capacidade deles em invadir novas
células. A exposicdo dos parasitos ao meio extracelular poderia levar um
percentual desses parasitos a inviabilidade (mortos, pois sdo parasitos
intracelulares obrigatérios) ou menos ativos a invaséo, sabendo-se que o T. gondii

nao prolifera em meio de cultura acelular.

Quanto a morte celular, essa variavel é controlada pelo teste de azul de tripano
durante a quantificacdo dos parasitos antes da exposicdo as ceélulas, mas a
influéncia na capacidade infectiva desses parasitos é de dificil controle. Uma das
maneiras de manter esse sistema mais controlado seria utilizar manobras
experimentais para que o processo de adeséo, invasao e egresso pudessem ser
sincronizados. Essa hipétese tem sido respaldada nos trabalhos de ENDO et al.
(1982), KASFACS et al. (2004), CARRUTHERS et al. (2004) e FRUTHER et al.

(2007). Eles testaram o ion K* como um método de sincronismo para a invasao e
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evasao dos parasitos. Eles demonstraram que quando a concentragdo de
potdssio no meio extracelular é igual a do interior da célula hospedeira, a
permeabilizagdo do VP é interrompida (FRUTH et al., 2007). Além disso, os
ensaios de incubacéo de parasitos com potassio em concentracdo semelhante a
gue ele encontra no meio intracelular resulta na perda de motilidade do parasito e
inibicdo da invasdo da célula (ENDO et al., 1987). Este efeito paralisante é
reversivel assim que os niveis de potassio extracelular se normalizam, quando os
parasitos se recuperam e invadem as células hospedeiras (KAFSACK et al.,
2004). A sensibilidade do parasito as variacdes das concentracdes de ions do
ambiente permite, por exemplo, 0 escape apds a permeabilizacdo da MVP
provocada por algum dano a célula hospedeira ou durante um processo de morte
celular. Dessa forma, como o0 ambiente externo € baixo em ions de potassio, 0
parasito possui todas as condicdes de motilidade necessarias, sendo entdo, capaz
de invadir novas células garantindo a sua sobrevivéncia. (FRUTH et al., 2007).
Desde que os fatores que dao inicio a motilidade do parasito sdo ainda pouco
conhecidos, alguns aspectos merecem a atencdo: ensaios de motilidade e
egresso do parasito indicam que a permeabilizacdo da membrana plasmatica
pelos parasitos, antecede sua evasdo da célula hospedeira. A acidificagdo do
vacuolo parasitéforo € induzida pela secrecédo de proteinas dos micronemas, as
perforinas secretadas pelo parasito formam poros na membrana celular que
causam a diminuicdo de potassio e aumento de calcio intracelular,
desencadeando, assim, a saida dos parasitos (BLACK et al., 2000; MOUDY et al.,
2001ROIKO et al., 2009; 2013; 2014).

Outras estratégias tém sido também utilizadas, como o composto nigericina,
cujo mecanismo de acdo é aumentar o influxo de potassio na célula, induzindo a
saida dos parasitos da célula, reproduzindo o que ocorre quando a membrana é
permeabilizada. No entanto, os ensaios de sincronizacdo demonstraram que 0
composto ndo tem efeito em parasitos ndo moéveis, uma vez que ao empregar
Citocalasina D, um inibidor de motilidade, os parasitos continuaram retidos no
interior da célula (FRUTH et al 2007). Uma alternativa para a sincronizagéo é por
meio de manobra fisica, mantendo, transitoriamente, as culturas infectadas por 20
minutos a 4°C, seguida da elevacdo da temperatura para 37°C por 2 min

(GARCIA-REGUET et al., 2000). Frente a essas opg¢des, nosso grupo devera
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introduzir essas manobras para esclarecer os fatores que possam contribuir para
as diferencas apontadas nos nossos ensaios decorrentes dos métodos de

obtencéo dos taquizoitos mantidos em cultura de células.

Os resultados mostraram que taquizoitos da cepa ME-49 recolhidos do
sobrenadante de células Vero que tinham concluido o ciclo litico, com liberacéo
dos parasitos no meio externo, apresentaram capacidade infectiva muito inferior,
guando comparados aos parasitos provenientes da lise mecanica, que foram
cerca de 80% mais infectivos, independente da carga parasitaria. Além disso, nos
ensaios utilizando parasitos obtidos pela lise mecanica, observamos mais
vacuolos por célula infectada ja nas primeiras 24 horas, e esse padrdo se manteve
ao longo do tempo. No entanto, 0 método de obtencéo dos taquizoitos de ME-49,

a principio, ndo pareceu interferir na capacidade multiplicativa desses parasitos.

Esse estudo mostra claramente que o método de obtencédo dos parasitos
também é uma variavel determinante quanto a capacidade infectiva de T. gondii
frente @ HUVEC. Nés ndo podemos, ainda, elucidar o mecanismo pelo qual
taquizoitos obtidos por lise da cepa ME-49 possam ter maior capacidade infectiva
daqueles recolhidos do sobrenadante. A cepa RH tem comportamento oposto, e
esse dado reforca a ideia de que os parasitos dessas duas cepas tenham
interagBes moleculares diferentes com a célula hospedeira. Sendo assim, esses
resultados demonstram que a forma de obtencdo dos parasitos € mais uma
variavel a ser considerada nos estudos de comparacdo de infectividade entre

cepas de T.gondii.

As analises ultraestruturais de HUVEC infectadas com taquizoitos da
cepa ME-49 de T. gondii por periodos de 24 a 144 h permitiu monitorar a
dindmica da resposta celular frente a infeccéo para o estabelecimento do ciclo

litico e da converséo taquizoito-bradizoito.

Alguns dos eventos celulares observados durante a interagéo de T. gondii
e HUVEC, descritos no presente trabalho, apresentaram similaridades com
diferentes modelos celulares in vitro, com as quais o0 parasito interage ou ndo no
sistema in vivo. As justificativas para mais essa investigacao se baseiam em
alguns parametros: um estudo morfolégico ultraestrutural detalhado da interagéo

de T. gondii e HUVEC, célula que esta envolvida na transmisséo vertical do
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parasito € inédito; a biologia da célula endotelial da veia do corddo umbilical
apresenta um amplo espectro de fungdes, dentre elas, alta atividade secretora e
metabdlica, exercendo um papel importante no controle de proteinas e
hormoénios (CINES et al., 1998; GALLEY e WEBSTER, 2004). A presenca de
uma organela especifica, os CWP, faz desta célula um nicho especial, onde o
parasito se alberga. Explorar essas particularidades celulares é uma estratégia
gue pode fornecer dados biolégicos que contribuam para um melhor
entendimento da toxoplasmose congénita, considerando-se seu envolvimento

nessa importante via de transmisséo vertical do T. gondii.

Os detalhes morfoldgicos da interacdo de HUVEC com T. gondii mostrou:
ativo recrutamento de suas organelas para o entorno do vacuolo parasitéforo nos
diferentes estagios de desenvolvimento do parasito; VP contendo parasitos em
duplas, indicativo de divisdo celular; varios parasitos por VP num processo de
endodiogenia classico; VP com parasitos em processo de conversao de
taquizoito para bradizoitos; VP contendo bradizoitos tipicos; células com mais
de um vacuolo, as vezes muitos vacuolos com um Unico parasito; presenca
simultanea de VP com taquizoitos e bradizoitos e, outros com bradizoitos na

mesma célula.

Acumulamos fortes evidéncias de que ocorre assincronismo da infecgéo e
do desenvolvimento intracelular do parasito. Diferentes estagios de diferenciacao
do parasito na mesma célula sugerem que existam mecanismos autbnomos do
microambiente vacuolar, desencadeando vias diferentes do ciclo biolégico do
parasito: do ciclo litico e da cistogénese. Essas variacbes no desenvolvimento
intracelular do parasito demonstram claramente a falta de refratariedade da HUVEC
a novas infecgdes (infeccoes multiplas atemporais), e a falta de sincronismo de
infeccdo, como exaustivamente discutido anteriormente. Esses eventos ja tém sido
reportados com outros tipos celulares, como a célula muscular esquelética,
astrocitos e células epiteliais de diferentes origens (GUIMARAES et al., 2008, 2009;
PAREDES-SANTOS et al., 2013; DE MUNO, 2015; GARCIA, 2016; MARQUES,
2017).

Apo6s 48 horas de infecgcdo, observamos variacdo do numero de vacuolos e de

parasitos por vacuolo, reforcando os resultados descritos por microscopia de luz.
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Nesse periodo, imagens mostram a ativa multiplicagdo por endodiogenia
inconcluida, com presenca ainda do corpo residual. Ao longo do desenvolvimento
intracelular no periodo analisado até 144 h € notoria a associacao de organelas de
HUVEC com o VP. Mitocbndrias perdem sua organizacao original dispersa pelo
citoplasma e se deslocam, circundando o VP nos diferentes estagios de
diferenciagao do parasito.

Tem sido sugerido que o T. gondii, por meio da secrecdo de proteinas das
réptrias, promova ainda o recrutamento de outras estruturas da célula, tais como,
reticulo endoplasmaético e corpusculos lipidicos (SINAI et al., 1997, 2001; GOMES
et al., 2014; MOTA et al., 2014; MARQUES, 2017). A hipétese mais aceita é que
este recrutamento iria se favorecer da maquinaria energética da célula hospedeira,
garantindo o seu desenvolvimento intracelular e manutencao durante a fase crbnica
da infeccdo (SINAI e JOINER, 1997; LALIBERTE e CARRUTHERS, 2008; PENG
et al.,, 2011; GOMES et al., 2014; de OLIVEIRA, 2014). Outra hipétese também
aceita € que a associacdo do RER esteja relacionada com o0 aumento da membrana
do vacuolo parasitéforo durante a replicacéo do parasito (DE MELO e DE SOUZA,
1997; SINAI, 1997 e MAGNO et al., 2005).

As moléculas candidatas envolvidas na interacdo de organelas com a MVP sdo
as proteinas ROP2a, ROP2b e ROPS8 (secretadas pelas roptrias, que constituem
uma familia de cerca de 18 proteinas, com distintas fun¢des na infeccéo). Essas
moléculas atuariam como mediadoras desta associacdo, via interacdes
hidrofobicas e i6nicas (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)
relataram que a deplecéo dos genes para estas proteinas, em taquizoitos da cepa
RH, mantém a associacdo da mitocondria com a MVP, 0 que contraria os resultados
descritos pelo grupo do Nakaar. Esses autores sugerem que tenha ocorrido uma
deplecéao “off-target” de outros membros da grande familia de proteinas da ROP2,
gerando esse resultado conflitante. Independentemente dessa discusséo a respeito
da(s) molécula(s) responséavel (eis) pela associa¢do entre mitocondrias da célula
hospedeira e 0 VP, nossos dados obtidos com taquizoitos e bradizoitos nédo sé
comprovam a associa¢cao como, também, reforcam a ideia de que esse evento nédo
seria ocasional (GOMES et al., 2014; DE OLIVEIRA, 2014; GARCIA, 2016;
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TAHARA et al., 2016; MARQUES, 2017). Mais recentemente, corroborando essa
hipotese, foi identificado um fator de associa¢do mitocondrial (TgMAF1) como uma
molécula mediadora da associa¢do mitocéndria - MVP de T. gondii (PERNAS et al.,
2014).

Além do RER e mitocdndrias associadas ao VP em HUVEC, a participacao de
corpusculos lipidicos foi também evidenciada. Nos temos demonstrado que, em
células musculares esqueléticas, além do recrutamento de organelas para o VP,
ocorre um aumento no numero e volume dos CL acompanhado pelo aumento da
expressdo da COX-2 e PGE2, e sugerimos que este processo possa contribuir para
o controle da sintese da IL-12 e do IFN-y frente a infec¢ao por T. gondii (GOMES
et al., 2014). Experimentos desenvolvidos pelo grupo de DaMatta (MOTA et al.,
2014) mostraram também um aumento no numero de CL, acompanhado do
aumento da producdo de PGE2 com concomitante reducdo da producdo de NO,
tornando os macréfagos menos microbicidas. No caso de HUVEC, esta associagao
foi mantida inclusive durante a diferenciacdo de taquizoitos para bradizoitos, nos
seus diferentes estagios. A formagéo de CL induzida por infec¢@o por patégenos
foi proposta como parte do mecanismo de evaséo do parasito (BOZZA et al., 2007;
MELO & DVORAK, 2012). Sem duvida, a atencéo 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).
Esta hipotese € bem fundamentada e deve ser investigada em diferentes modelos
celulares, explorando essa interacao durante a cistogénese do T. gondii, como uma
ferramenta para o bloqueio do avanco da fase crénica da toxoplasmose. Assim, a
associacao direta de CL com VP sugere que T. gondii possa tirar vantagem das
células hospedeiras, como uma fonte de energia extra e favorecer a sua

sobrevivéncia e crescimento intracelulares.

Adicionalmente, a evidencia¢do da localizacdo do Golgi préximo ao vacuolo
parasitéforo em HUVEC pode estar relacionada a interceptacdo do trafego de
vesiculas da célula hospedeira pelo parasito, permitindo a captacao de nutrientes,
especialmente lipidios (DE MELO E DE SOUZA, 1996; BISANZ et al., 2006;
COPPENS, 2006; ROMANO et al., 2013). Essa associa¢cdo se manteve por todo o
periodo de analise da infec¢éo, inclusive em parasitos em processo de degradacao.
ROMANO et al. (2013) demonstraram que o VP de T. gondii se localiza
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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 Rabl14, 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 alteracao no
seu metabolismo é prejudicial para o 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 nao é capaz de desmontar o Golgi,
nao usando essa via para captacao de lipidios e que esta diferenca deve refletir
divergéncias nas vias evolucionarias desses parasitos parentes. Nossos estudos
ultraestruturais com HUVEC deveréo ser aprofundados, afim de melhor analisar a

interacéo do Golgi com o VP.

Frente a um tipo celular como as HUVEC, que contém grande quantidade de
glicogénio, nés adicionamos mais um dado da interacao de estruturas celulares ao
VP contendo T. gondii: granulos de glicogénio foram visualizados no interior do
vacuolo parasit6foro e na matriz vacuolar. Essa observacao, ainda ndo descrita por
outros autores, poderia contribuir para o metabolismo energético do parasito, como
fonte de carboidratos. Essa hipétese carece de melhor fundamentacéo, tendo em
vista que nem todos o0s tipos celulares com os quais o T. gondii interage tem essa

fonte energética disponivel.

Durante o desenvolvimento de taquizoitos em HUVEC, hd no periodo de
proliferacdo celular um aumento da rede tabulo-vesicular (RTV) como descrito em
células epiteliais, musculares e astrocitos (MAGNO et al., 2005b; LEMGRUBER et
al., 2008; De OLIVEIRA, 2014; GARCIA, 2016; MARQUES, 2017). E de amplo
conhecimento que a MPV é modificada bioquimicamente por uma intensa exocitose
de moléculas das réptrias e dos granulos densos (BROSSIER et al., 2005), que as
proteinas GRA2, GRA3 e GRA6 possuem um papel fundamental na formacgéo dos
tubulos, que dardo origem a RTV madura, e que a GRA6 é responsavel pela
estabilizacdo desta rede (MERCIER et al., 2002; CAFFARO e BOOTHROYD,

2011). Além disso, varias dessas proteinas modificam a membrana do vacuolo
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parasitoforo, através da formacao de poros, permitindo a difusédo 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, o0 aumento dessa
rede durante o desenvolvimento do parasito devera 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.

As imagens indicativas da exocitose dos corpusculos de Weibel-Palade, na
presenca de parasitos intracelulares, sugerem estar havendo ativacdo de HUVEC
com a mobilizacdo dessas organelas, atuando como uma resposta celular frente a
infeccdo. Essa organela armazena diversos fatores importantes para a
funcionalidade da célula endotelial e sua exocitose € mediada por diversos
mediadores (LOWENSTEIN et al.,, 2005). A resposta celular frente a esses
mediadores pode variar de acordo com o subtipo de célula endotelial. Por exemplo,
células da microvasculatura tem ativacdo induzida por trombina, resultando em
efeitos pré-coagulante. Isso se d& pela expressdo de canais de calcio, que sédo
presentes nas células localizadas na microcirculacdo e ausentes nas células de
grandes veias (WU et al., 2003; ZHOU et al., 2007). O estado de ativacao da célula
endotelial desencadeia a liberacdo do CWP e do fator de von Willebrand e, em
situacOes de ativacdo cronica do endotélio, os niveis de VWF no plasma sao
acentuadamente maiores, como demonstrado em pacientes infectados com
Plasmodium, agente causador da malaria (HOLLESTELLE et al., 2006; DE MAST
et al., 2007). Nao é esclarecido por qual mecanismo esse aumento ocorre. Sugere-
se que seja pela liberacdo de citocinas inflamatérias ou pela estimulacéo direta de
glébulos vermelhos parasitados (DE MAST et al., 2007). Investigar a ativacdo dos
CWP e a producéo de citocinas durante a interacao de T. gondii com HUVEC é um

desafio que devera ser explorado.

Através da microscopia eletrdnica de transmisséao foi possivel avaliar o destino
intracelular desses parasitos. Apos 96 horas foi observada a converséo
espontanea de taquizoitos para bradizoitos, evidenciados pela presenca de
granulos de aminopectina. No entanto, ndo foram observadas evidéncias da
parede cistica por essa metodologia. Desta forma, entdo, foi aplicada a analise
por citoquimica utilizando marcador especifico para a parede cistica, tornando

possivel a confirmacédo do estabelecimento da cistogénese em HUVEC.
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Alguns estudos sobre 0 estagio-conversao taquizoito«—bradizoito propdem
que o tipo celular ndo influencia na formacao de cistos teciduais (LINDSAY et al.,
1991). Esta proposta é sustentada por resultados mostrados em varios estudos
onde a conversao pode ser induzida in vitro por mudancas na temperatura ou no
pH do meio (SOETE et al., 1994), por citocinas pré-inflamatérias (BOHNE et al.,
1994), ou delecéo de nutrientes do meio (FOX et al., 2004). SOETE et al. (1994)
detectaram antigenos especificos para bradizoitos (BAG-1) e formacgédo de
estruturas cisticas em culturas celulares das linhagens Vero e HFF infectadas com
T. gondii (cepa RH), quando submetidas a estresses fisicos e metabdlicos. A falta
de fatores fisicos e quimicos para inducéo da cistogénese (FERREIRA-DA-SILVA
et al., 2009a, b) empregando células musculares esqueléticas sugeriram que
fatores inerentes ao tipo celular possam ser determinantes na formacéao de cistos.
Em culturas primarias de células musculares esqueléticas infectadas com
taquizoitos da cepa virulenta tipo | (RH) verificou-se a conversdo de taquizoito
para bradizoito na auséncia de estimulos exdgenos. Além disso, linhagens de
células musculares mostram ser mais eficientes na capacidade de conversao
quando comparadas as culturas de fibroblastos, reforcando a ideia de que o
fendbmeno de conversao do T. gondii esta associado a outros fatores, como por
exemplo, o microambiente celular onde a infeccao se estabeleca (FERREIRA-DA-
SILVA et al., 2008, 2009a, b). Esta especificidade remete a sugestdo de que
determinados microambientes apresentem 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;
GUIMARAES 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). Esse conjunto de
estudos sugere que fatores inerentes ao tipo celular possam promover o estagio
diferenciacéo do T. gondii, sem a necessidade da utilizagdo de fatores indutores

de estresse.

Outro aspecto que tem sido considerado nestas analises se refere a alta
incidéncia de cistogénese, especificamente em certos tipos celulares. Tem sido

proposto que esta predilecdo seria por células diferenciadas, justificando a
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selecdo pelo parasito por células musculares esqueléticas e neurbnios para a
manutengdo do parasitismo no hospedeiro (SWIERZY e LUDER, 2015). Esta
hipétese néo explica a eficiéncia da conversao de taquizoitos em bradizoitos em
algumas linhagens de células epiteliais renais, como células Vero e 293T
fibroblastos. Por exemplo, nas células tumorais com alta capacidade proliferativa,
a cistogénese se estabelece muito bem, 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 hipétese de que o tipo celular associado ao
estado metabdlico das células seja decisivo para o 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.

Os ensaios para avaliar o destino intracelular do parasito em HUVEC foram
realizados sem nenhuma manobra para induzir a cistogénese e, embora nao
tenha sido quantificado, podemos observar um nimero relevante de cistos nesse
modelo celular. Nas nossas condicfes experimentais, o0 presente estudo
evidenciou a capacidade do parasito de se converter para a forma bradizoito e
formar uma parede cistica. Essa diferenciagdo garante, ndo s6é a sua
sobrevivéncia no interior da célula, como a manutencao da infec¢do durante toda
a gestacao, e induz a uma gquestédo de relevancia no contexto da toxoplasmose
congénita: ocorreria recrudescéncia desses cistos e uma retroalimentacdo da
infeccdo durante todo o curso da gestacdo? Reforcando esse achado, em um
estudo de caso, realizado com duas gestantes com toxoplasmose congénita,
cistos foram encontrados na placenta e corddao umbilical (FERGUSON et al.,

2012). No entanto, néo foi identificado o tipo celular que continha o cisto.

Desta forma, o estudo da cistogénese in vitro nesse modelo celular, tdo
importante na rota de transmisséo vertical do parasito, abre novas perspectivas
para o estudo dos aspectos moleculares que possam estar governando o

estabelecimento da toxoplasmose congénita.
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VII. CONCLUSOES

(i) As condic¢@es de cultivo priméario de HUVEC mantiveram as suas caracteristicas
morfologicas e funcionais ativas, como no sistema in vivo, reproduzindo inclusive,

a biogénese de corpusculos de Weibel-Palade;

(i) HUVEC sao susceptiveis a infeccdo pelo T. gondii por duas cepas polares,
sustentando a replicacéo dos parasitos e ratificando, assim, o seu envolvimento

como importante via de transmisséo vertical da toxoplasmose;
(i) HUVEC responde a infeccdo com a cepa ME-49 de T. gondii, como visto por
analise ultraestrutural, com migracdo ativa de mitocondrias, RER, corpusculos

lipidicos, glicogénio e algumas vezes Golgi para o VP. Esse recrutamento e
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interacdo de organelas de HUVEC, no curso do estabelecimento do ciclo litico,
pode garantir o parasitismo por meio do transito de moléculas entre o ambiente

vacuolar e o citoplasma da célula hospedeira;

(iv) Durante a infeccdo pelo T. gondii células endoteliais sdo ativadas, como
demonstrado pela dindmica de deslocamento dos corpusculos de Weibel-Palade
nas imediacbes do vacuolo parasitoforo e também em franco processo de

exocitose;

(v) A cepa ME-49 de T. gondii € capaz de espontaneamente estabelecer a
conversao taquizoito-bradizoito e a cistogénese em HUVEC, demonstrada pela
primeira vez. O encistamento, nessa importante via de transporte da infeccéo para
o feto, pode atuar como repositorio de parasitos ao longo da gestacao,

potencializando por meio do rompimento dos cistos, re-infeccoes;

(vi) Este conjunto de dados abre perspectivas para o aprofundamento da interacéo
T. gondii-HUVEC, explorando se a infeccdo: (a) interfere na biogénese de CL e
CWP; (b) estimula a sintese e secrec¢ao de citocinas, do tipo IL-8, por CWP e, (c)
modula a expressao de moléculas de adesédo das HUVEC durante as diferentes
etapas do processo de interacdo com T. gondii atuando como candidatas
determinantes do destino intracelular do parasito, em particular no

estabelecimento da cistogénese.
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