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Resumo

INTRODUCAO: Toxoplasma gondii é protozoario intracelular obrigatério de
ampla distribuicdo mundial, sendo eficaz no seu processo de invasao, com a
capacidade de infectar uma grande variedade de animais vertebrados
homeotérmicos de importancia econémica. No Brasil a infecgao por T. gondii é
altamente prevalente em todas as regides, afetando tanto humanos quanto
animais domeésticos. O processo de invasdo do T. gondii nas células
hospedeiras ocorre em menos de 20 segundos, pelo mecanismo ativo de
penetracdo. E formada a juncdo moével resultante da forte associacdo entre a
extremidade apical do parasito e a superficie da célula hospedeira, secretando
suas proteinas de adesao e ancoragem na membrana da célula hospedeira,
levando a internalizacdo do parasito em um vacuolo parasitoforo.
JUSTIFICATIVA: Compreender a interagao inicial entre uma célula hospedeira
e um parasito intracelular é essencial, pois, os determinantes envolvidos
podem ser explorados como alvos de tratamentos para ajudar bloquear a
infecgdo desde o inicio, contribuindo na formulagdo de propostas e solucdes
terapéuticas inovadoras. METODOLOGIA: Foram utilizados taquizoitos da
cepa RH e células da linhagem LLC MK2 e HFF. Através da sicronizagdo em
baixa temperatura dos eventos de entrada, optamos por realizar nossas
analises apos 15 minutos de interacdo, sem tratamentos, com o uso de
citocalasina D e ensaios endociticos. As analises incluiram o uso da
microscopia eletronica de varredura, microscopia eletronica de transmisséo,
microscopia de ions e microscopia de forca atdbmica. RESULTADOS:
Observamos ap0és sicronizacdo dos eventos: participacado da célula hospedeira
na internalizagdo do parasito, diminuicdo da entrada de T. gondii nas células
hospedeiras tratadas com citocalasina D, inumeras vesiculas envolvidas
durante o processo de entrada, e nanotubos projetados da célula hospedeira
em direcdo ao parasito. CONCLUSAO: Observamos diversos eventos
relacionados ao processo de invasao do parasito, desde nanotubos de
tunelamento até intensa vesiculasao associados ao processo de invasao.



Abstract

INTRODUCTION: Toxoplasma gondii is a mandatory intracellular protozoan of
wide worldwide distribution, being effective in its invasion process, with the
ability to infect a wide variety of homeothermic vertebrate animals of economic
importance. In Brazil, T. gondii infection is highly prevalent in all regions,
affecting both humans and domestic animals. The process of invasion of T.
gondii in host cells occurs in less than 20 seconds, by the active mechanism of
penetration. The mobile junction resulting from the strong association between
the apical end of the parasite and the surface of the host cell is formed,
secreting its binding and anchoring proteins in the host cell membrane, leading
to the internalization of the parasite in a parasitophorous
vacuole. JUSTIFICATIVE: Understanding the initial interaction between a host
cell and an intracellular parasite is essential, because the determinants involved
can be explored as targets of treatments to help block the infection from the
beginning, contributing to the formulation of innovative therapeutic proposals
and solutions. METHODOLOGY: Taquizoites of the RH strain and cells of the
CLL MK2 and HFF strain were used. Through low temperature sychronicization
of input events, we chose to perform our analyses after 15 minutes of
interaction, without treatments, with the use of cytocalasin D and endocytic
assays. Analyses included the use of scanning electron microscopy,
transmission electron microscopy, ion microscopy and atomic force microscopy.
RESULTS: We observed after synchronization of the events: participation of the
host cell in the internalization of the parasite, decreased entry of T. gondii into
the host cells treated with cytocalasin D, numerous vesicles involved during the
entry process, and nanotubes projected from the host cell towards the parasite.
CONCLUSION: We observed several events related to the process of invasion
of the parasite, from tunneling nanotubes to intense vesiculation associated with
the invasion process.
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1. INTRODUGAO
1.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um parasito pertencente ao filo Apicomplexa, assim
como Eimeria, Cryptosporidium, Babesia, Theileria e outros. T. gondii é
parasito intestinal de felideos, seus hospedeiros definitivos, e é o agente
causador da toxoplasmose, uma zoonose de grande importancia médica e
veterinaria. O T. gondii foi descrito no Brasil por Splendore (1908) em coelho e
por Nicolle e Manceaux (1908) no Norte da Africa, em um roedor
(Ctenodactylus gundi). O T. gondii é protozoario intracelular obrigatério de
ampla distribuicdo mundial, sendo eficaz no seu processo de invasdo, com a
capacidade de infectar uma grande variedade de vertebrados homeotérmicos,

como aves e outros animais de importancia econémica (Dubey et al,1988).

1.2.Taxonomia

De acordo com sua classificagdo taxonémica, proposta por Adl e
colaboradores (2012), T. gondii (do grego toxon= arco; plasma = molde) é
classificado da seguinte maneira: supergrupo: Sar (Adl et al., 2012) ; infrareino:
Alveolata (Cavalier-Smith, 1991); filo: Apicomplexa (Levine, 1970); classe:
Conoidasida (Levine, 1988); subclasse: Coccidia (Leuckart, 1879): ordem:
Eucoccidiorida (Leuckart, 1879); subordem: Eimeriorina (Leger, 1911): familia:
Sarcocystidae (Poche, 1913); género: Toxoplasma (Nicolle & Manceaux, 1909);

espécie: Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1909)

1.3. Ciclo biolégico do Toxoplasma gondii

O T. gondii é um parasito heteroxeno, que possui sua fase assexuada em
hospedeiros intermediarios, como o homem e outros animais homeotérmicos, e
sua fase sexuada em felideos, seus hospedeiros definitivos (Dubey, 1998).. As
principais formas infectivas deste parasito sdo os taquizoitas, bradizoitas
(liberado dos cistos teciduais) e esporozoitas (contidos nos oocistos liberados
nas fezes dos felideos). Ao ingerir uma das formas infectivas, isso acarreta nos
felideos a reproducdo assexuada e sexuada do parasito nas células epiteliais
do intestino delgado. A fase sexuada (gametogénese) resulta na formacéo de
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oocistos. Os oocistos produzidos pela fertilizagdo dos macrogametas (gametas
femininos) pelos microgametas (gametas masculinos) saem dos enterdcitos
infectados e sdo eliminados nas fezes (Dubey, 1998).

A infecgdo através da ingestdo de oocistos é elevada, apontando para um
papel importante dos gatos domésticos na disseminagdo do parasito entre
seres humanos e outros animais domésticos e selvagens, dado que a carga
ambiental de oocistos pode ser muito alta (Torrey & Yolken, 2013). A
contaminagdo ambiental por estas estruturas apresenta grande relevéancia, ja
que oocistos podem permanecer viaveis no solo e na agua por periodos
superiores a um ano, principalmente em regides tropicais, que sao quentes e
umidas (Torrey & Yolken, 2013). Os oocistos podem contaminar fontes e
reservatorios de agua de abastecimento e, por serem resistentes aos métodos
comumente utilizados para tratamento da agua, podem continuar viaveis por
longo periodo (Dumétre et al., 2008). Outra fonte de infec¢cédo para hospedeiros
suscetiveis € a ingestdo de moluscos bivalves filtradores, como mexilhdes,
contendo oocistos esporulados (Eismerin et al., 2010; Putgnani et al., 2011),
transfusdo sanguinea, transplante de 6rgaos, acidentes laboratoriais e ingestao
de leite de caprinos contaminado com taquizoitas (Dubey, 2006).

No meio externo, o0s oocistos passam por um processo de
amadurecimento que varia de 2 a 5 dias, sofrendo a esporulagdo. Apds esse
processo 0s oocistos apresentam no seu interior dois esporocistos, cada qual
com quatro esporozoitas, podendo contaminar agua e alimentos ingeridos por
aves e mamiferos (Dubey, 1998). Os felideos, como ja dito, sdo os hospedeiros
definitivos do T. gondii e, portanto, os unicos nos quais ocorre tanto a fase
assexuada quanto sexuada do complexo ciclo de vida deste protozoario. Nos
hospedeiros intermediarios (demais animais), ocorre apenas a fase assexuada
O ciclo que se divide em duas fases de vida distintos que vao variar de acordo
com a fase da doencga. A fase aguda caracteriza-se pela presenga da forma
taquizoita, enquanto a fase crbénica conta com a presenca de bradizoitas e
cistos teciduais (Dubey, 2006).

A destruicdo tecidual causada pela forma taquizoita associada a
resposta imune do hospedeiro ira promover as manifestacdes clinicas da
doenga (Dubey, 2006). Apos a contaminag&o por via oral, o parasito penetra

nas células epiteliais do intestino do hospedeiro formando no citoplasma destas
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células vacuolos parasitéforos (VP) onde se diferenciam em taquizoitos. No
interior destes VP, os taquizoitos se multiplicam rapidamente em um processo
denominado endodiogenia, que consiste na formagédo de dois taquizoitos no
interior de uma célula-mae, que se degenera ao final do processo de diviséo
celular (Figura 1). Esta multiplicagdo ocorre rapidamente formando estruturas
denominadas rosaceas e prossegue até que haja o rompimento da célula e a
liberagdo dos parasitos para, entdo, infectar outras células. Na corrente
sanguinea e no sistema linfatico de varios tecidos os taquizoitos disseminam-
se para muitos tecidos, incluindo o sistema nervoso central, olhos, musculo
cardiaco e esquelético e placenta, levando, neste caso, a transmissao vertical

(da gestante para o feto) durante a gravidez (Tender et al. 2000; Sibley, 2004).

o
o

Figura 1. Processo de endodiogenia do taquizoito. O complexo de Golgi € a

primeira organela a se dividir, concomitantemente o centrossomo na base do
nucleo se divide e migra para a parte anterior das células se associando ao
apicoplasto; os centrossomos sdo responsaveis pela montagem do fuso
mitotico. Os polos apicais das células-filhas s&o montados juntamente com os
microtubulos subpeliculares que vao sendo polimerizados. O complexo interno
de membrana € montado e no final se associa a membrana plasmatica da
célula mae. A ultima organela a migrar para as células-filhas € a mitocéndria
(Adaptado de De Souza et al, 2010)

A resposta imune do hospedeiro também modula o curso da infecgao
pelo T. gondii, os taquizoitas podem diferenciar-se em bradizoitas, de

metabolismo baixo e lenta multiplicacdo, que formam cistos teciduais
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particularmente no cérebro (Dubey et al., 1998). Cistos teciduais podem
persistir por longos periodos no hospedeiro, as vezes décadas, aparentemente
protegidos do sistema imune e de terapias antiparasitarias. Ocasionalmente os
cistos podem se romper, liberando os bradizoitos, que normalmente sao
destruidos pelo sistema imune (Dubey et al., 1998).

Nos individuos imunossuprimidos, os bradizoitos podem se multiplicar
de forma localizada ou se espalhar por diversos 6rgéos (Luft & Remigton, 1992;
Dubey, 1998). Os cistos teciduais caracterizam a fase final do ciclo assexuado
nos hospedeiros intermediarios, configurando uma importante fonte de
contaminagao para os humanos quando ingeridos na carne crua ou malcozida
de animais infectados. Esta fase assexuada pode ser praticamente perpetuada
nos hospedeiros intermediarios através da cadeia alimentar (Figura 2) (Dubey,
1998).
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Figura 2: Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. O gato € o hospedeiro

definitivo do T. gondii e através da eliminagdo de oocistos nas fezes,
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acontece a contaminacdo do meio ambiente como solo, agua e alimentos
que podem ser ingeridos por outros animais e humanos. Os hospedeiros
intermediarios, como o homem, podem se contaminar diretamente por
ingestao de oocistos ou por ingestao de carne contaminada contendo cistos
com bradizoitas, transfusdo de sangue ou o6rgaos. Mulheres gravidas
infectadas também podem transmitir o parasito para o feto (Adaptado de
Dubey, 1998).

1.4. EPIDEMIOLOGIA

No Brasil a infecgao por T. gondii é altamente prevalente em todas as
regides, afetando tanto humanos quanto animais domésticos. Cerca de 60% da
populagao é soropositiva para a toxoplasmose (CDC, 2020). Um dos grupos
que configuram maior risco a toxoplasmose, sdo as mulheres nao infectadas,
que podem adquirir a doenca durante a gravidez e assim transmitir para o feto
(Dubey et. al, 2012). A morbidade por toxoplasmose congénita em humanos &
muito alta, sequelas como cegueira em fetos bem como aborto em mulheres
que foram infectadas com esse parasito durante a gravidez, sdo caracteristicos
da toxoplasmose (Dubey et. al, 2021). No Brasil dados clinicos obtidos nas
ultimas décadas mostraram que aproximadamente 35% das criangas
infectadas por toxoplasmose congenitamente apresentaram doengas
neurologicas, incluindo hidrocefalia, microcefalia e retardo mental, e
aproximadamente 80% apresentaram lesdes oculares (Dubey etf. al, 2021)
caracteristicas da toxoplasmose.

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE-
2015) ha uma perspectiva de que nos proximos dez anos cerca de 2.649.396
nascidos vivos no Brasil tenham sido infectados com toxoplasmose. Se
assumirmos a faixa de uma crianga infectada por toxoplasmose congénita a
cada 1000 nascimentos, sdo provaveis, portanto, o nascimento de 2649
criangas infectadas com toxoplasmose congénita anualmente no Brasil (IBGE-
2015).

A toxoplasmose e o virus da imunodeficiéncia humana / sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (HIV/AIDS) sdo os principais problemas de saude

publica global devido ao risco de reinfec¢cao por T. gondii, que pode afetar
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individuos imunossuprimidos. Apesar dos tratamentos profilaticos e eficazes
para os casos de reativagdo da toxoplasmose, estudos revelaram que a
toxoplasmose oriunda da reinfeccdo afeta persistentemente pacientes
imunossuprimidos. Um estudo brasileiro avaliou a coinfeccdo HIV/AIDS com a
toxoplasmose e concluiu que a neurotoxoplasmose foi a segunda infecgao
oportunista mais comum, com uma frequéncia de 11,2% (Moro & Moreira,
2020). A neurotoxoplasmose se manifesta clinicamente como uma doenca
subaguda que causa disfungdo cerebral focal ou disfungédo focal, combinada
com sintomas de encefalite difusa. Os sintomas mais comuns incluem déficits
motores focais, hemiparesia, ataxia, disturbios sensoriais, disturbios da fala,
dor de cabecga intensa, convulsdes, confusdo mental, letargia e alteragdes
visuais (Moro & Moreira, 2020).

Nos anos entre 1997 e 1999 em Campos dos Goytacazes, na regiao
Norte do estado do Rio de Janeiro, os relatos de toxoplasmose levaram a
realizagdo de uma pesquisa sobre a prevaléncia da toxoplasmose e fatores de
risco para infeccdo por T. gondii. Esta pesquisa mostrou que 84% da
populagdo em grupos socioecondémicos mais baixos, eram soropositivos,
comparado com 62% e 23% da classe socioeconbmica média e alta,
respectivamente. A agua nao filtrada foi indicada como um fator de risco,
revelando a importancia da transmissdao de oocistos através da agua nessa
regido (Bahia-Oliveira et al., 2003).

A retinocoroidite ou toxoplasmose ocular € a lesdo mais frequentemente
associada a toxoplasmose, onde ha o comprometimento ocular devido as
lesbes e cicatrizes causadas no fundo do olho. A patologia geralmente é
assintomatica e depende do sistema imune do individuo. As lesbes podem ser
bastante sérias, podendo levar a perda total da visdo. Na cidade gaucha de
Erechim, municipio da regido Norte do Rio Grande do Sul houve uma pesquisa
realizada durante 2010 a 2020, revelou que 80% das 1.042 avaliadas eram
soropositivas para toxoplasmose. Entre as pessoas soropositivas, 20%
apresentaram lesdes na retina, o maior indice registrado em todo o mundo, o
que tornou essa cidade conhecida devido ao maior numero de casos de
infecc&o por toxoplasmose. De acordo com a pesquisa, na maioria dos casos a

doenca foi adquirida logo ap6s o nascimento (Vaccaro, 2021).
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Habitos alimentares afetam as taxas de infeccdo pelo T. gondii. A
ingestdo de oocistos presentes em alimentos e agua contaminados, ou
ingestdo de carnes ou seus derivados crus ou malcozidos, contendo cistos
teciduais, e ainda por transmissdo congénita, sdo os principais mecanismos
envolvidos na infecgdo pelo T. gondii em animais homeotérmicos (Figura 2)
(Wolf et al., 1979).

1.5. ULTRAESTRUTURA DO Toxoplasma gondii — Forma taquizoita

O T. gondii € uma célula eucarionte classica com organelas e estruturas
caracteristicas. Contudo, possui algumas organelas especificas, como os
apicoplasto e acidocalcissoma, e granulos densos, roptrias e micronemas, que
contribuem para uma invasdo bem-sucedida (Figura 3). Como é caracteristico
do filo Apicomplexa, o T. gondii também apresenta uma camada pelicular tripla,
formada pela membrana plasmatica, intimamente associada ao complexo
interno de membranas (revisto em Soldati & Meissner, 2004). A membrana
plasmatica € continua ao longo do corpo do T. gondii. O complexo interno de
membranas € um conjunto de cisternas achatadas, interrompido em alguns
pontos, justaposto a membrana plasmatica, que se estende desde o anel polar
posterior, até a extremidade posterior do parasito (Cintra & De Souza, 1985).

Na regido mediana do T. gondii encontra-se o microporo (Nichols et al.,
1994), medindo aproximadamente 150 nm de didmetro. E formado por uma
invaginagdo da membrana plasmatica em uma regido onde o complexo interno
de membrana esta interrompido, podendo estar envolvido na ingestdao de
macromoléculas. Foi sugerido que 0 microporo seja uma regiao especializada
do reticulo endoplasmatico, pois foi detectada a atividade da enzima glicose-6-
fosfatase no seu interior (De Melo & De Souza, 1997).

A forma taquizoita de T. gondii mede de 2um de largura a 8um de
comprimento, podendo variar de acordo com a fase do ciclo evolutivo, e possui
regido posterior arredondada e uma regiao apical afilada, onde localizam-se as
estruturas e organelas que formam o complexo apical (revisto em De Souza et.
al, 2010) (Figura 3).



18

MICRONEMA

ROPTRIA

GRANULOS

DENSOS APICOPLASTO

MITOCONDRIA

COMPLEXO DE
GOLGI

COMPLEXO
INTRAMEMBRANAR

NUCLEO

1um
Figura 3: Representacao ultraestrututural da forma evolutiva taquizoita de
Toxoplasma gondii demosntrando as principais organelas deste

protozoario (Adaptado de: Attias et al. 2020).

O taquizoito & caracterizado por ser uma célula polarizada, com um
formato de arco, o que o nomeia. Tem como caracteristica peculiar possuir um
complexo apical na regiao anterior do corpo, uma estrutura cilindrica em forma
de cone, denominada conoide, composto pelo anel polar, anéis pré-conoidais,
microtubulos intraconoidais (Figura 4), e pelas organelas secretérias, as
roptrias € os micronemas. O conoide pode se retrair, girar ou protundir
independentemente do movimento do seu corpo (revisto em Morrissette e
Sibley, 2002; revisto em De Souza et al., 2010).
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Figura 4. Representagao esquematica do complexo apical do taquizoito
do T. gondii demosntrando estruturas do citoesqueleto desta regiao
(adaptado de Hu et al., 2006).

1.5.1 MICRONEMAS

Os micronemas sdo as organelas mais abundantes que compde o
complexo apical, tem formato de bastdo e medem aproximadamente 50 nm de
largura e 250nm de comprimento, sendo localizadas logo abaixo do condide
(Figura 3). Essas organelas sao secretadas em um processo controlado pelo
influxo intracelular de calcio. Elas contém um grande numero de proteinas
responsaveis pela movimentagcdo e adesao do parasito as células hospedeiras
(Carruthers & Tomley, 2008), bem como perforinas, proteinas importantes para
0 egresso dos taquizoitas. As proteinas secretadas por esta organela séo
denominadas MICs (proteina de micronema) e até o momento foram descritos
pelo menos 19 tipos de MICs (incluindo MIC1-MIC12, AMA1, M2AP, SUBH1,
ROM1, SPATR, PLP1 e TLN4, (TgMIC1-4, TgMIC6-9, TgMIC12 e SPATR)
(Wang & Yin 2015). Essas proteinas apresentam dominios adesivos, incluindo
dominios semelhantes a integrina (MIC2), a trombospondina (MIC 1 e 2), a
EGF (fator de crescimento epidermal) (MIC 6, 7, 8 e 9) e as lectinas (MIC3 e
MIC 8), que medeiam interagbes com componentes da superficie da célula
hospedeira, proporcionando o deslocamento do parasito, denominado de

gliding (revisado em Carruthers & Tomley, 2008).
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1.5.2 ROPTRIAS

As roptrias também fazem parte do complexo apical formando um feixe
de 8 a 12 organelas (Dubremetz, 2007). Sdo alongadas, ricas em lipideos,
possuindo uma regido chamada de bulbo e uma regido conhecida como
pescocgo das réptrias, na porgcado anterior do conoide. As proteinas das réptrias
sdo compartimentalizadas entre bulbo (identificadas como ROPs) e o pescogo
(identificadas como RONs) e o mecanismo de secregao da organela ainda nao
estao totalmente elucidados. As RONSs, sdo responsaveis pela formacao da
juncdo movel e as ROPs, sédo responsaveis pelo estabelecimento do vacuolo
parasitéforo, além de atuar como fatores de viruléncia do parasito (Besteiro et
al., 2011; Paredes-santos et al., 2012). As réptrias sdo organelas com conteudo
acido, apresentando pH entre 5 e 7 na réptria madura, enquanto réptrias em
formacao, apresentam pH variando entre 3,5 e 5,5 (Shaw et al., 1998). Ja
foram descritas 29 proteinas no seu interior com localizagdo diferenciada na
organela: 24 localizam-se na porgao basal (ROPs); e 5 estdo presentes no
pescogo (RONs) (Dubremetz, 2007)

1.5.3 GRANULOS DENSOS

Os granulos densos estao distribuidos por todo o corpo celular, com
forma esférica com um didmetro médio de 0,2 ym e matriz uniformemente
eletrondensa (Figura 3), cujo conteudo é liberado de maneira caracteristica
durante todo o ciclo intracelular dos taquizoitas. Roptrias e micronemas
secretam seu conteudo pelo polo apical do parasito, enquanto os granulos
densos secretam pela regido lateral e no polo posterior do corpo do parasito.
As proteinas encontradas nesta organela sdo denominadas de GRAs e
NTPases que sdo secretadas e enderegadas para o vacuolo parasitoforo,
sendo responsaveis pela sua manutengao (GRA3, GRA5, GRA7 e GRAS).
Outras proteinas dos granulos densos, tais como GRA2, GRA4 e GRAG,
compdem a rede intravacuolar (Mercier et al., 2005) que, apds a entrada do
parasito na célula hospedeira proporciona o ambiente ideal para replicagado do
parasito, garantindo o seu estabelecimento durante a formagdo do vacuolo

parasitoforo (Mercier et al., 2005).
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1.5.4 NUCLEO

T. gondii tem o seu nucleo como o de outras células eucariontes, sendo
limitado por um duplo envoltério e abrigando um Unico nucléolo. E esférico, e
possui uma concavidade discreta em seu lado superior, onde o complexo de
Golgi se acomoda. Esta localizado na porgao média do corpo celular, no caso
do taquizoita, e na regido da extremidade posterior, e na extremidade basal
nos bradizoitas. Durante a divisdo, o nucleo assume a forma de ferradura,

mantendo a integridade de sua membrana (Dubey et al, 1998).

1.5.5 APLICOPLASTO

O apicoplasto € alongado e delimitado por quatro membranas, com
didmetro médio de 210 nm. E uma organela de origem endossimbiética e esta
intimamente associada ao complexo de Golgi e ao reticulo endoplasmatico. O
apicoplasto contém um DNA de 35 kb e todo o maquinario que permite a
sintese de algumas proteinas, além de desempenhar papéis essenciais em
processos bioquimicos, como a sintese de acidos graxos. Esta organela possui
sua divisdo acoplada a divisdo do parasito e desperta muito interesse como
alvo para quimioterapia (Macfadden, 2011).

1.5.6 ACIDOCALCISSOMO

Os acidocalcissomos s&do organelas que estdo distribuidas por todo o
citoplasma do parasito e estdo envolvidas na regulagao de calcio e outros ions
importantes, bem como a regulagédo do pH intracelular (Miranda et al., 2008). O
diametro dessa organela varia de 40 a 150 nm. E o local onde se estoca a
maior parte do calcio intracelular neste parasito e que é necessario para
secrecdo de proteinas envolvidas com o processo de entrada (Moreno &
Zhong, 1996).

1.5.7 COMPLEXO DE GOLGI
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O Complexo de Golgi esta intimamente aposto a porgao concava (anterior)
do nucleo, exibindo 4 a 6 lamelas, vesiculas revestidas e intima associacao
com o centrossoma no momento da divisdo. O complexo de Golgi se alonga e
se divide logo no inicio do processo de endodiogenia do T. gondii, sendo
distribuido entre as duas células filhas (Figura 1) (Attias, et al 2020).

1.5.8. RETICULO ENDOPLASMATICO

O T. gondii apresenta reticulo endoplasmatico rugoso e liso distribuidos por
todo o corpo celular, sendo um sistema envolvido na sintese de proteinas e
lipideos, respectivamente. O reticulo endoplasmatico do T. gondii, assim como
o de outros eucariontes, esta presente compondo a face externa do envoltério
nuclear (Attias, et al 2020).

1.5.9. MITOCONDRIA

O T. gondii possui uma mitocondria unica que se apresenta de forma
ramificada, podendo apresentar cerca de 10 ym de comprimento, com um
grande numero de cristas tubulares que sofrem leve constricdo na regido de

fusdo a membrana interna (Melo et al., 2000).

1.6. FORMAS EVOLUTIVAS
1.6.1. BRADIZOITAS

Os bradizoitas formam cistos, caracteristicos da fase crénica da
toxoplasmose. Os taquizoitas convertem a bradizoitas em resposta ao sistema
imune do hospedeiro (Dubey, 2007). Essa forma latente se replica mais
lentamente e possui algumas caracteristicas morfolégicas em relagao as outras
formas, como nucleo localizado na parte posterior do corpo do parasito e um
maior numero de granulos de amilopectina no citoplasma. Este polissacarideo
tem papel de reserva energética (Dubey, 2007). Organelas como roptrias e
micronemas mudam sua distribuicdo e tamanho e se tornam mais densas e em
maior numero (Attias et al., 2020) (Figura 5). Os cistos apresentam uma parede

que é secretada desde o inicio da conversao dos bradizoitas e que ira manter a



23

integridade dos parasitos durante todo periodo de laténcia na célula
hospedeira; eles podem conter até 1000 bradizoitas aproximadamente
(Dubey,1998). Desta forma, como a parede cistica € uma provavel barreira que
dificultaria o acesso a farmacos, bem como as caracteristicas do metabolismo
mais lento do bradizoita, ambos somados formam um obstaculo marcante para

as pesquisas em quimioterapia anti-Toxoplasma (Paredes-Santos et al., 2012).
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Figura 5. Desenhos esquematicos de um taquizoito e de um bradizoito de
T. gondii. Adaptado de Dubey et al. (1998).

1.6.2. ESPOROZOITOS E OOCISTO

Os oocistos sao eliminados através das fezes dos felideos (Robert-
Gangneux & Dardé, 2012). A esporulagdo acontece aproximadamente em 4
dias no ambiente pelo contato com o oxigénio; cada oocisto contém dois
esporocistos, que por sua vez contém 4 esporozoitos (Figura 6) (Dubey, 2007).
Oocistos nao esporulados possuem forma esférica com didmetro de 10 x 12
pgm, apresentando uma parede que consiste em duas camadas incolores e com
0 esporo quase preenchendo todo o espacgo do oocisto. Quando ja esporulado
sao ovoides a elipsoidais, com diametro de 11 x 13 um. Os esporozoitos
possuem um tamanho de cerca de 8 um de comprimento por 2 um de largura

e, ultraestruturalmente, sdo semelhantes aos taquizoitas, porém ha uma
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abundancia de micronemas, roptrias e granulos de amilopectina no primeiro.
Os esporozoitos tém um nucleo na parte terminal do copo celular (Dubey,
1998).

Figura 6. A-Oocisto ndao esporulado; B- Oocisto esporulado contendo
dois esporocistos, onde em um deles 4 esporozoitos de Toxoplasma
gondii podem ser vistos. (Dubey et al., 1998)

1.7. MECANISMOS DE INVASAO

Durante o processo de invasao, o T. gondii secreta um amplo espectro
de proteinas a fim de estabelecer-se nas células hospedeiras, podendo até
regular a expressdo de proteinas do hospedeiro. Dentre as proteinas do
parasito estdo as: MICs, e as ROPs e GRAs (Hakimi et al., 2017). Cada uma
dessas proteinas, além de se localizarem em compartimentos distintos, sao
secretadas em momentos distintos do processo de invasao (Alexander et al.,
2005).

O processo de invasao tem inicio quando ha contato entre o taquizoito e
a superficie da célula hospedeira. Neste primeiro momento ocorre a ligagao de
baixa afinidade entre moléculas expostas na superficie celular e proteinas
ancoradas por glicosil—fosfatidil-inositol (GPI) presentes na membrana do
parasito, como as SAGs (antigenos de superficie) e as SUSAs (SAG-
antigenos de superficie ndo relacionados). Até o momento nao ha identificagao
de receptores especificos presentes na superficie celular que se ligam a estas
moléculas superficiais do parasito. Uma dessas proteinas, a SAG3, € capaz de
se ligar a heparan sulfato e outras glicosaminoglicanas (Carruthers et al.,
2008).
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As MICs desempenham um papel importante na motilidade e adesao de
T. gondii. As proteinas MIC1, MIC2, MIC4, MIC6 e em especifico as MIC3
mostraram se ligar a alguns alvos na memb rana das células hospedeiras
durante o processo de invasdo, como aldolase, glicose, ICAM-1, lactose e
heparina (Azzouz et al., 2013). Além disso, MIC2 secretada é crucial para a
motilidade de T. gondii. Ao contrario das células que se movem através de
cilios ou flagelos, o T. gondii depende das proteinas secretadas pelos
micronemas que sao incorporadas a membrana plasmatica do taquizoito e
medeiam a adesao entre o parasito € a membrana da célula hospedeira.
Secreg¢ao das MICs e RONSs, formando um elo fisico, conhecido como jungéo
movel (JM), que garante a internalizagdo do T. gondii e posteriormente a
formacdo de um vacuolo parasitoforo, que cria um ambiente propicio para a
replicacéo do parasito (Figura 7) (Besteiro et al., 2011).
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Figura 7: Jungao moével. O T. gondii invade as células formando uma juncéo
compacta e movel com membrana plasmatica (MP) da célula hospedeira. (1)
Secregdo. Apds a reorientagdo, o complexo apical do parasito se liga a
superficie da membrana da célula hospedeira. Nessa regido ocorre um
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afrouxamento do citoesqueleto de actina da célula hospedeira que é induzido
por proteinas secretadas do parasito. As proteinas das roptrias sao
descarregadas na superficie da célula hospedeira. (2) formando a jungéo
movel. As proteinas secretadas pelo parasito e as proteinas da célula
hospedeira formam um complexo multi-molecular. Isso é visto na micrografia
eletrbnica como uma regido eletrondensa (seta preta) em uma célula
hospedeira (HC; aqui, uma célula epitelial LLC-MK2) sendo invadida por um
taquizoito de (Tg). Esta é a regido onde a jungdo mével é formada. A projecao
mostra uma representagdo esquematica da juncdo movel. As proteinas da
roptria (RON2, RON4, RON5 e RONS8) formam um complexo molecular com a
célula hospedeira (ESCRT ALIX, TSG101, CIN85 e CD2AP); isto ancora o
parasito ao citoesqueleto de actina da célula hospedeira, enquanto o dominio
extracelular de RON2 liga-se a AMA1 presente na MP do parasito. Dentro do
parasito, o dominio citosdlico de AMA1 se liga a um motor de actina-miosina do
parasito através do conector associado ao glideossomo (GAC), enquanto a
protease RON4 ¢é secretada sucessivamente o complexo para permitir o
movimento do parasito. CIM, complexo interno de membrana (Adaptado de
Horta et al, 2020).

1.8. JUNGAO MOVEL

O processo de invasédo do T. gondii nas células hospedeiras ocorre em
menos de 20 segundos, pelo mecanismo ativo de penetracéo (Figura 7). E
formada a jungcdo moével resultante da forte associacdo entre a extremidade
apical do parasito, secretando suas proteinas de adesdo e ancoragem na
membrana da célula hospedeira, levando a internalizagdo do parasito em um
vacuolo parasitéforo, vistos pela primeira vez por micrografias eletrénicas de
transmissdo de merozoitos de Plasmodium invadindo eritrécitos (Aikawa, et al
1977), bem como esse mecanismo de formagdo da jungcdo mével em
taquizoitos de Toxoplasma ( Porchet-Hennere &Torpier 1983). Durante esse
processo de internalizagdo, T. gondii recruta parte da membrana da célula
hospedeira para formar a membrana do vacuolo parasitéforo. Ao formar essa

jungao transitéria (Figura 7), o parasito sofre uma constricdo, deformando seu
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corpo. Ele suporta esta constricio devido a associagdo dos microtubulos

subpeliculares, rede subpelicular e a pelicula (Cintra & De Souza, 1985).

A MIC principalmente implicada neste processo é denominada de
antigeno de membrana apical 1 (AMA1) que interage com RON2 para formar
uma jungdo movel que conta ainda com a participagdo de RON4, RON5 e
RONS8 (Besteiro et al., 2011; Zhang et al., 2019). MICs também se conectam a
dominios citoplasmaticos estabelecendo conexdes com a F-actina do parasito
que interage com a miosina TgMyoA e o complexo intramembranar do T. gondii
(Figura 8). A miosina promove o deslizamento dos filamentos de actina para a
extremidade posterior do parasito, o que desloca o IMC ligado a esses
filamentos, fazendo com que o parasito avance em diregdo ao vacuolo
endocitico (Opitz & Soldati 2002). Esse mecanismo exclusivo, chamado gliding,
€ composto por um sistema de actina-miosina subjacente a membrana
plasmatica. O glideossoma promove a motilidade de deslizamento dependente
do substrato bem como a entrada ativa da célula hospedeira e a saida das
células infectadas. Especificamente, o complexo MIC2-M2AP esta envolvido

nesse processo de mobilidade conhecida como gliding (Carruthers, 2006).
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Figura 8: Esquema da porgcao anterior de

um taquizoito de T. gondii reunindo o conhecimento atual sobre a
organizacao estrutural e molecular do citoesqueleto. A presenga
de Tg centrina, ICAM 1 e 2 foi confirmada, entretanto sua interagao estrutural

com outros componentes do citoesqueleto ainda nao foi
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determinada. Tg centrina esta presente na regidao dos anéis polares apicais e
em pontos distribuidos abaixo do anel polar (regides sombreadas), enquanto a
marcacao para dineina foi positiva tanto no topo quanto na base do condide.
ICAM 1 e 2 se dispdbem em consonancia com as fibras espiraladas
do condide e ao longo dos microtubulos sub-peliculares (MSP). As moléculas
envolvidas no deslizamento (gliding) estdo representadas a direita, onde a
escala real entre a membrana plasmatica e o Complexo Interno de Membranas
(CIM) foi desconsiderada para permitir a representagao das diversas moléculas
ja identificadas (Adaptado de Attias & De Souza, 2010).

O Vacuolo parasitéforo (VP) (Figura 9) fornece um ambiente estavel
para a multiplicacdo do parasito, pois nao se funde com outras estruturas da
célula hospedeira, incluindo os lisossomos, evitando a sua acidificagdo (Dubey,
2007). O crescimento do VP promove uma reorganizagao do citoesqueleto da
célula hospedeira ao seu redor (Dubey, 2007). Confinado na célula hospedeira,
o T. gondii estd nao apenas protegido do sistema lissosomal da célula
hospedeira, mas também pode dispor de uma fonte de nutrientes imediatos. A
membrana do VP é uma estrutura porosa que permite a passagem de
moléculas de até aproximadamente 1300 Da, como agucares, aminoacidos e
co-fatores, do citoplasma da célula hospedeira para o espago intravacuolar.
Estudos indicam que os poros sejam importantes para a aquisicdo de purinas
em forma de ATP do citosol da célula hospedeira (Besteiro et al., 2011).
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Figura 9: Vacuolo parasitéoforo do Toxoplasma gondii. Micrografia
eletrbnica do vacuolo parasitéforo do Toxoplasma gondii mostrando a roptria

(R), o complexo de Golgi (G) e o nucleo (N).

1.9. PARTICIPAGAO DA CELULA HOSPEDEIRA NA ENTRADA DO T.
GONDII

A fim de manter uma vida intracelular, o T. gondii desenvolveu varias
maneiras de invadir e neutralizar as estratégias impostas pela célula
hospedeira. Estudos recentes, ensaios com uso de bloqueadores de processos
endociticos, demonstram também o papel importante e ativo da célula
hospedeira no processo de interagdo do T. gondii com células hospedeiras
HFF, fibroblastos de prepucio humano e macrofagos intraperitoniais de
camundongo, resultando no bloqueio parcial da entrada do parasito (Portes et
al , 2020).

A entrada do parasito também pode ocorrer, por meio dos processos
fisiolégicos da célula hospedeira, como por exemplo, através dos mecanismos
fagociticos. A fagocitose € um tipo de endocitose descrita em diversos modelos
como via de entrada de patdgenos intracelulares em células hospedeiras, como
protozoarios, virus e bactérias (Sibley & Andrews, 2000). Este evento tem sido
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relatado para a entrada de parasitos como Trypanosoma cruzi (Fernandes et
al., 2011) e mais recentemente Leishmania amazonensis (Cavalcante-Consta
et al., 2019).

Ao contrario do que ocorre durante a invasdo por penetracado ativa, na
qual o T. gondii reorienta-se e sua parte apical entra em contato com a
membrana da célula hospedeira, formando, posteriormente, a JM, na entrada
por fagocitose ainda ndo se sabe se ha secrecdo de proteinas pelo parasito
(Morisaki et al., 1995). Apos internalizagao, forma-se um vacuolo largo ao redor
do parasito, vacuolo este que se converte em fagossomo, ao qual,
posteriormente, fundem-se lisossomos, que por liberarem diversas enzimas
hidroliticas sdo capazes de destruir o parasito (Dobrowolski & Sibley, 1997; De
Souza & Attias, 2015).

Contudo, alguns autores (Coppens et al, 2006) ja descreveram que
esses protozoarios sdo capazes de resistir a degradagdo via processos
fagociticos e inibir a fusdo dos lisossomas ao VP, podendo assim sobreviver no
interior das células hospedeiras.

As citocalasinas sdo um grupo de metabdlitos fungicos secundarios que
afetam diversas fungdes celulares, dentre as quais a inibigdo da fagocitose. A
citocalasina D € um inibidor da polimerizagdo de actina, uma proteina
altamente conservada do citoesqueleto e que tem participagao fundamental no
processo de fagocitose (Ryning & Remington, 1978). Estudos demonstraram
que esse inibidor foi capaz de bloquear o gliding do T. gondii, impedindo a
infeccdo de células fagociticas e n&o fagociticas, demonstrando assim a
necessidade de mobilidade do parasito para o éxito na invasao das células
(Ryning & Remington, 1978). Posteriormente, Dobrowolski e Sibley (1996)
demonstraram que a invasado depende da actina do parasito e ndo da actina da
célula hospedeira. A participagao do citoesqueleto da célula hospedeira na
infeccdo pelo T. gondii permanece controversa. O pré-tratamento de neutréfilos
e eosindfilos com citocalasina D inibe significativamente a internalizagdo de T.
gondii, assim como a incubag&o prévia dos parasitos com a droga também é

capaz de inibir a penetragao nestas células (MacLaren & De Souza, 2002).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar de inumeros estudos sobre a interacdo do Toxoplasma gondii com a
célula hospedeira ainda faltam conhecimentos basicos sobre os eventos
inicias, especialmente no que concerne a aspectos estruturais em alta
resolucdo. Compreender a interacao inicial entre uma célula hospedeira e um
parasito intracelular € essencial, pois, os eventos envolvidos podem ser
explorados como alvos de tratamentos para ajudar bloquear a infecgdo desde o
inicio, contribuindo na formulacdo de propostas e solugdes terapéuticas
inovadoras. Tendo em vista a existéncia de diferentes possiveis processos de
invasdo do parasito, buscamos descrever em maior detalhe os eventos

associados ao processo de invasao.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar aspectos ultraestruturais do processo de entrada natural do
Toxoplasma gondii nas células hospedeiras, avaliando também a

participacao de citoesqueleto de actina no processo.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Caracterizar os aspectos morfologicos do processo de interagéo
do T. gondii com células hospedeiras através de microscopia de
fluorescéncia utilizando marcadores de citoesqueleto da célula
hospedeira e marcadores das proteinas AMA1 E RON4 secretadas pelo

T. gondii durante a invasao.

3.2.2. Avaliar a ultraestrutura do processo de interagao do T. gondii com
células hospedeiras através de microscopia eletronica de varredura e

transmissao de alta resolugao

3.2.3. Caracterizar a regiao de entrada do parasito na célula hospedeira

por microscopia de varredura por ions.
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3.2.4. Caracterizar a regiao de entrada do parasito na célula hospedeira

por microscopia de forca atdbmica.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Células hospedeiras

Foram utilizadas duas linhagens de células hospedeiras distintas: células
epiteliais de rim de macaco Rhesus (Macaca mulata), LLC-MK2 (ATCC -
CCL7, Rockville, MD/EUA), cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com
10 % de soro fetal bovino e a linhagem celular de fibroblastos de prepucio
humano, HFF1 (do inglés Human foreskin fibroblast) cultivadas em foram
cultivados em meio Eagle modificado por Dulbecco completo (DMEM;
Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado pelo calor (Hyclone, Logan, UT), 1% de estreptomicina e penicilina e
2mM de L-Glutamina (Sigma). Ambas cultivadas em garrafas de cultura e
mantida a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO..

4.2.Parasitos

Taquizoitos de T. gondii da cepa RH foram mantidos por passagens em
células LLC-MK2 em confluéncia. Apds 2 ou 3 dias da infec¢do, os parasitos
obtidos do sobrenadante foram centrifugados a 1000 x g durante 10 minutos,
ressuspensos em 10 ml de meio RPMI, e o numero de parasitos foi

quantificado em camara de Neubauer.

4.3.Interagao parasito-célula hospedeira

Um dia antes da realizacdo dos experimentos de interacdo, foram
plaqueadas 5 x 10° células em laminulas redondas estéreis numa placa de 24
pocos ou distribuidas em frascos de cultivo de 25 cm?. Em seguida, as células
foram lavadas por 3 vezes com solugao salina de tampao fosfato (PBS pH 7,2)
e os parasitos foram adicionados em uma relagdo 50:1 (parasitos: célula).
Posteriormente, as células foram submetidas a temperatura de 4°C durante 30
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minutos, para sincronizacido da invasao pelo parasito. Depois, as células foram
colocadas na estufa a 37°C e incubadas por aproximadamente 19 minutos,
assim a temperatura do meio em torno de 20° C, o protozoario volta a ter a
mobilidade e interacdo com célula, e com isso ha uma sincronizagao nos
eventos da entrada do protozoario na célula hospedeira. Apés os tempos
iniciais da interagdo de 5, 15 e 30 minutos, as amostras foram fixadas para
analise por microscopia optica em solugao contendo formaldeido a 4% em PBS
ou para analise por microscopia eletrdbnica em solugdo contendo glutaraldeido
a 2,5% em tampédo cacodilato 0,1M. A fim de observar a influéncia do
citoesqueleto de actina da célula hospedeira nos eventos de entrada, as
células hospedeiras foram pré-incubadas com citocalasina D a 10 uM (Caldas,
et al. 2013) por 30 minutos antes da infecgdo pelo parasito tal como descrito

acima.
4.4.Microscopia Optica

O perfil de infecgao por parasitos foi avaliado pelos indices de adesao e
internalizagdo. O experimento de interagao foi feito conforme no item acima, e
em seguida as células foram fixadas em solucédo de formaldeido 4% em PBS
pH 7,2, coradas com corante Giemsa 10% em agua destilada, desidratadas em
diferentes concentracdes de acetona-xilol: 1) 100% acetona; 2) 100% acetona;
3) 70% acetona e 30% de xilol; 4) 30% acetona e 70% de xilol;5) 10% acetona
e 90% de xilol;6) 100% de xilol. Apds desidratagdo, as laminulas foram
montadas sobre gotas de Entellan e analisados ao microscopio oOptico. A
porcentagem de LLC MK2 infectadas e o numero médio de parasitas
intracelulares foram determinados apds o exame de pelo menos 400 células. O
indice de aderéncia foi calculado multiplicando os dois indicadores. Para o
calculo dos indices de adesao e internalizagdo, utilizou-se as férmulas
descritas: o indice de adesdo é obtido multiplicando-se o numero médio de
parasitos aderidos por célula hospedeira e a porcentagem de células com
parasitos aderidos e o indice de internalizagdo é calculado multiplicando-se o
numero médio de T. gondii intracelulares por célula infectada e a porcentagem
de células infectadas (Seabra et al., 2004).

4.5. Microscopia de fluorescéncia
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Para analise por microscopia de fluorescéncia, foi realizada interagao
conforme descrito no item “4.3. interacdo parasito-célula hospedeira”. Apos
diferentes tempos de interacio, as células foram fixadas em solu¢ado contendo
4% de formaldeido em tampéao de fosfato de sddio, pH 7,2, por 20 minutos,
lavadas com PBS (pH 7,2), permeabilizadas em solu¢do contendo saponina a
0,05% e albumina de soro bovino (BSA) a 3% em PBS por 10 minutos.
Posteriormente as amostras foram incubadas com solugao contendo 50 mM de
Cloreto de Amoénio (NH4CIl) em PBS por 30 minutos, e depois incubadas com
solugao de bloqueio (saponina a 0,05% e BSA a 3% em PBS) por 30 minutos
em temperatura ambiente. As células foram incubadas com o anticorpo
primario policlonal de coelho anti-AMA1 (diluigdo 1:2000), ou anticorpo primario
monoclonal de coelho anti-RON4 (diluicdo 1:100) (gentilmente cedido pela Dra.
Dominique Soldati, Universidade de Genebra, Genebra, Suiga) por 1h,
protegido da luz. Posteriormente, as células foram lavadas com solugdo de
bloqueio e incubadas com anticorpo secundario anti-coelho Alexa Fluor 546
(diluicao 1:800) (Molecular Probes) por 1h ao abrigo da luz. Apés incubagéo, as
células foram lavadas com solucao de bloqueio e as amostras foram incubadas
por 1h com faloidina fluorescente 488 (diluicdo 1:1000) (Molecular Probes), um
peptideo fungico que se liga aos filamentos de actina do citoesqueleto das
células, montadas com o reagente “ProLong® Gold antifade” (Invitrogen) com
4’ 6-diamidino-2-fenil-indol (DAPI). As observagdes foram feitas utilizando o

microscopio confocal LSM 710 ZeissElyra PS.1.

4.6.Microscopia eletrénica de varredura

Para a analise morfolégica dos eventos iniciais da interagcdo por
microscopia eletrbnica de varredura, foi realizada a interagdo, conforme
descrito no subitem 4.3. interacdo parasito-célula hospedeira. As amostras
foram fixadas apdés 15 minutos de interagdo em solugdo contendo 2.5% de
glutaraldeido em tampao cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4, lavadas com
tampao cacodilato de soédio de 0,1 M e pos-fixadas por 1h em solugao
contendo 1% de tetroxido de dsmio em tampao de cacodilato de sodio 0,1 M,

protegidas da luz. Foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol
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(de 30 a 100%), por 10 minutos em cada etapa, secas usando ponto critico de
CO; e montadas em stubs. As laminulas foram submetidas ao método da
decapagem a seco que consiste na remogao mecanica com o uso de fita
adesiva, da membrana plasmatica, promovendo a exposicao do interior celular
(Magno et al, 2004). As amostras foram revestidas com platina (5 nm) e
observadas ao microscoépio eletrénico de varredura Zeiss Auriga 40 na Unidade
Multiusuario do Centro Nacional de Biologia Estrutural e Bioimagem
(CENABIO) da UFRJ.

4.7.Micrsocopia de ions

Para a analise morfolégicas dos eventos iniciais da interagdo por
microscopia eletronica de varredura, foi realizada a interagao, como descrito no
subitem 4.3. interacido parasito-célula hospedeira . As amostras foram fixadas
apos 15 minutos de interagdo em solugédo contendo 2.5% de glutaraldeido em
tampao cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7.4, lavadas com tamp&o cacodilato de
sédio de 0,1 M e pds-fixadas por 1Th em solugao contendo 1% de tetréxido de
osmio em tampao de cacodilato de sédio 0,1 M, protegidas da luz. Foram
desidratadas em concentragdes crescentes de acetona (de 30 a 100%), por 10
minutos em cada etapa, secas usando ponto critico de CO, e montadas em
stubs. O material ndo passou pela etapa de metalizagdo, e por se tratar de
amostras bioldgicas ndo condutoras foi utilizado o flood gun com o objetivo de
neutralizar o efeito de carga. As imagens foram adquiridas usando 35 kV em
um microscoépio de varredura de ions de Hélio modelo ORION, produzido pela
Nanofab da Zeiss, com filamento de tungsténio operado a tensdo constante,
com distancia de trabalho de 8,0-13,0 mm, com filamento de tungsténio
operado a tensao constante, diametro de abertura de 5 pym; controle spot # 5 e
pressdo He de 5.5E6 Torr. Para compensagao de carga positiva, a amostra foi
irradiada adicionalmente com elétrons usando o chamado flood gun. Uma vez
que o feixe chega ao fim da linha, o detector de elétrons (detector de Ewerhart-
Thornley) é “desligado” e o elétron feixe € direcionado para a superficie da
amostra por uma quantidade especificada de tempo. As imagens foram
formadas a partir da deteccdo de elétrons e construido como uma matriz de
2048 X 2048 pixels (De Souza & Attias, 2015), no Nucleo do Laboratério de
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Microscopia do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia

(Inmetro).

4.8.Microscopia eletrénica de transmissao

Para a analise ultraestrutural dos eventos iniciais da interacdo por
microscopia eletrénica de transmissao, foi realizada a interagdo, como descrito
no subitem 4.3. interagcdo parasito-célula hospedeira. As amostras foram
fixadas apos 15 minutos de interacdo com solugdo contendo glutaraldeido a
2,5% em tampédo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,4. As células foram
removidas mecanicamente com o auxilio de raspador de células, lavadas com
tampéao cacodilato de sédio 0,1 M e pds-fixadas por 1Th em solugdo contendo
1% de tetroxido de ésmio em tampao de cacodilato de sédio 0,1 M, protegidas
da luz. O material foi lavado no mesmo tampao, desidratados em
concentragdes crescentes de acetona (de 30 a 100%), por um periodo de 20
minutos em cada etapa. A infiltracdo em resina epodxi foi feita gradualmente
com misturas de acetona: Epon 2:1 por 6 h, 1:1 e 1:2 por 8 h e resina pura por
12 h, posteriormente o material foi colocado em moldes e polimerizado na
estufa a 60°C, por 72 h. Depois de polimerizados, os blocos foram trimados,
seccionados com o auxilio de uma faca de diamante (Drukker, Reino Unido) no
ultramicrétomo Leica (Alemanha) ULTRACUT UCT7 , cortes pratas de 70 a 75
nm, coletados em grades de cobre de 300 mesh. Os cortes ultrafinos foram
contrastados com acetato de uranila 5% em agua por 40 minutos lavados 3
vezes com tampao cacodilato de sodio 0,1 M e em seguida incubados em
citrato de chumbo por 5 minutos lavados 3 vezes com tampao cacodilato de
sodio 0,1 M, secos a temperatura ambiente e posteriormente observados no
microscopio eletrénico transmissdo HITACHI HT 7800 que opera com fonte de
elétrons de Hexaboreto de Lantanio ou de Tungsténio, em voltagem de
aceleracao de 80-120 kV, em alto contraste, na unidade multiusuario do Centro
Nacional de Biologia Estrutural e Bioimagem (CENABIO) da UFRJ.

4.9.Ensaios endociticos

Foram utilizados dois tragadores classicos de endocitose: albumina acoplada a

particulas de ouro coloidal (Sloth e Geuse,1985) e peroxidase de rabanete
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(HRP) cuja atividade enzimaica pode ser detectada por métodos citoquimicos.
Particulas de ouro coloidal com diametro de 15 nm, foram preparadas seguindo
0 seguinte protocolo descrito por Sloth e Geuse (1985): Aqueceu-se até a
ebulicdo 200ml de agua deionizadaem um Erlenmeyer, com agitagao.
Adicionou-se 2,5ml de solugdo de acido tetracloro- aurico 1%, logo apods foi
acrestcentado rapidamente 7,5 mL de solugdo 1% de citrato de sdodio e
manteve-se a solugdo em ebuligdo, tampada com um vidro de relégio, por 10
min, mantendo-se a agitacdo. Decorrido esse tempo, o aquecimento do
sistema foi suspenso e a agitagdo mantida por mais 15 min em outra placa de
agitacédo, porém sem aquecimento. A barra magnética foi, entdo, removida e a
solucdo foi resfriada a temperatura ambiente. Obteve-se imediatamente o
espectro eletrbnico da suspensao resultante. A compexag¢ao da albumina ao
ouro coloidal: 250 ul da solugao de proteina (1 mg/ml) foram adicionados a 10
ml da solucdo de ouro coloidal em tubos cdnicos e adicionado ainda 1 ml de
polietilenoglicol (PEG) a 1%. Esses tubos foram centrifugados durante 45 min a
4°C a 65000g sem a utilizagcao de sistema de frenagem da centrifuga para nao
haver mistura dos sedimentos. Apds a centrifugagao houve a formagao de dois
sedimentos, um no fundo dos tubos correspondente ao material complexado
proteina-ouro, e outro na parede do tubo correspondente as particulas de ouro
nao complexadas. O sedimento da parede e o sobrenadante foram entao
descartados e o sedimento do fundo do tubo foi ressuspenso em 1 ml de PBS
pH 7,2 e estocado a 4°C. Para os experimentos as células foram incubadas
nos tempos em que foi realizada a interacdo, como descrito no subitem 4.3.
interacao parasito-célula hospedeira. As solucbes de ouro foram diluidas 1:5
em solucdo de Ringer pouco antes dos procedimentos experimentais
(absorvancia a 520 nm). Apds a incubagdo, as células foram lavadas duas
vezes com PBS e fixadas em glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacodilato 0,1 M,
pH 7.2, e processadas também para microscopia eletrénica de transmissao
(MET). No caso da peroxidase de rabano (HRP tipo Il, Sigma Chemical
Company, EUA) as incubagdes foram realizadas em meio contendo 1mg/ml de
HRP por 1 hora, em seguida as células foram lavadas em PBS, pH 7,5 para
remogao do excesso de peroxidase. Logo apos as células foram fixadas em
glutaraldeido 1% em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7.2 por q hr, lavadas e

,incubadas durante 60 minutos em meio com 5mg de diaminobenzidina,
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tampéao Tris-HCI, pH 7,6 e agua oxigenada 0,01%. Em seguida foram lavadas,
pos-fixadas em tetréxido de ésmio e processada para microscopia eletrénica de
transmissao (MET), conforme descrito no subitem 4.3. interacdo parasito-célula

hospedeira.
4.10. Microscopia forga atémica

Para a anélise morfoldgica dos eventos iniciais da interagcdo as células
foram distribuidas em laminulas redondas estéreis numa placa de 24 pocgo se
infectadas com o parasito T. gondii, conforme descrito no subitem 4.3.
interacdo parasito-célula hospedeira, apds a sincronizacdo da entrada as
células foram fixadas. As amostras foram fixadas em solugao contendo 1% de
glutaraldeido e 4% de formaldeido em tampao de fosfato de sédio, pH 7,2, por
1h, lavadas com PBS (pH 7,2), e pds-fixadas por 1h em solugéo contendo 1%
de tetréxido de 6smio em tampao de tampao de fosfato de sédio, protegidas da
luz. As células foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (de
30 a 100%), por 10 minutos em cada etapa, secas usando ponto critico de
CO.,. As imagens foram obtidas a temperatura ambiente em Microscopios de
Varredura por Sonda, modelo Bruker Dimension Icon. Foram utilizados
cantiléveres com constante de mola variando entre 0.4 N/m e 2 N/m. Para
analise das propriedades nanomecanicas das amostras houve a calibracio
completa do cantiléver. Para diminuir danos e ruidos, as imagens foram
adquiridas utilizando uma frequéncia de varredura da ordem de 1 Hz, com
resolucao de 512 X 512 pixels. Para auxiliar nas analises, a matriz de dados
que gera as imagens planificadas, foi transformada em uma visualizagédo
tridimensional, possibilitando um maior discernimento dos dados obtidos pela

AFM (Microscopia de forga atdmica) (De souza & Rocha, 2011).



39

5. RESULTADOS

Para o entendimento do processo de invasao do parasito, realizamos
interagdes com células hospedeiras por diferentes tempos, tais como 5, 10, 15,
30 minutos. Em 15 minutos apds a sincronizagdo dos eventos da entrada
(Figura 10 A, B e C), foi possivel observar por meio das diversas modalidades
de microscopias empregadas, o processo de entrada dos taquizoitas nas
células hospedeiras eram mais evidentes se comparados com outros tempos,
bem como com a nao sincronizagao dos eventos. Imagens de adeséao inicial
(Figura 10 B), das diferentes fases do processo de entrada com formacgéo da
juncéo mével, e formagao do vacuolo parasitoforo (Figura 10 A).
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Figura 10. Analise do processo de interagcao do T. gondii com células
LLCMK2 por microscopia optica. Apds os diferentes tempos de interagao
(5, 15 e 30 minutos) do parasito com a célula de forma nao sincronizada,
sincronizada ou apoés pré-tratamento das células hospedeiras com
citocalasina D, as amostras foram processadas e coradas com Giemsa e
analisadas por microscopia Optica. (A) seta mostrando o parasito ja
internalizado com o estabelecimento do vacuolo parasitéforo (B) mostrando o
taquizoito aderido a célula hospedeira (Ponta de seta). Barras em 10 ym. (C)
indices de adesdo e (D) indices de internalizagdo (vermelho) do T. gondii em
interacao com células LLC-MK; apds os diferentes tempos de interacéo e pré-

tratamento.
Microscopia optica de fluorescéncia

Proteinas sao secretadas durante a invasdo e sdo importantes para
parasito, que estabiliza a jungcdo movel durante a penetragdo ativa. Para
visualizar o processo de invasao, foi utilizada a microscopia de fluorescéncia
para marcacado e identificacdo das proteinas AMA1 e RON4 no evento de

entrada do T. gondii, conforme mostrado nas Figuras 11, 12,13 e 14.
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Figura 11. Células da linhagem HFF interagindo do T. gondii por 15

minutos. O anticorpo AMA1 marca a jungdo mével no parasito, permeabilizado
com saponina a 0,05% e os filamentos de actina do citoesqueleto das células
hospedeiras marcadas com faloidina em verde. Analise de imunofluorescéncia
de proteina taquizoitos no processo de associagdo em uma possivel entrada e

formagao da jungdo movel. 5 um

A estrutura da actina é normalmente vista juntamente com pontos de
marcacao anti-AMA1, sinalizadas em setas (Figura 13). Também é claramente
visivel na extremidade apical do taquizoito marcagdo para AMA1 no momento
da sua internalizacéo pela célula hospedeira (Figura 12). E possivel observar
em todos os eventos de entrada mostrados nas imagens de fluorescéncia, a
presenca dos filamentos de actina das células hospedeiras, possivelmente
envolvidos nesse processo de entrada. O experimento mostra uma evidente

marcacao com a utilizacao principalmente de anti-AMA1 no ponto apical do
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parasito, e uma discreta marcacao para proteina AMA1 (Figura 12) na parte

anterior do taquizoito.

Figura 12: Marcacao anti-AMA1 do parasito interagindo com células da
linhagem HFF apés 15 minutos. (A) O contraste de fase mostra o processo
de internalizagcédo do T. gondii . (B) e (C) Imagens de fluorescéncia mostrando
marcacao anti-AMA1 (vermelho)mostram que o anticorpo anti AMA1 marca a
regido do polo apical nos eventos iniciais da interagdo, aqui mostrados em dois

planos distintos (setas). Barra 5 ym

Figura 13: Células da linhagem HFF interagindo com o parasito, fixados
ap6s 15 minutos, marcagdo em verde nos filamentos de actina do
citoesqueleto das células hospedeiras e AMA1 secretados pelo parasito

em vermelho . O contraste de fase e IFA do processo de invasao do T. gondii
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mostram que o anticorpo AMA1 marca a jungdo movel no parasito. Filamentos
de actina do citoesqueleto das células hospedeiras marcadas com faloidina em
verde, AMA1 marcado em vermelho (em destaque; setas), disposto no corpo
do taquizoita. As setas indicam em maior aumento, a regido de dire¢ao do
movimento de entrada e proximo ao polo apical uma evidente marcacao dos

filamentos de actina da célula hospedeira.

Os experimentos de IFA indicam que o conteudo micronemal (AMA1)
foi secretado do ponto mais apical (Figura 12), presente na jungdo movel,
porém ha um ponto de marcacdo muito especifica de anti-RON4, o que
sugerimos ser a secregdo dessa proteina durante a entrada do taquizoito
(Figura 14). Mesmo sendo secretados por organelas proximas a interagado com
a célula hospedeira (Figura 13 e 14) observamos marcacédo de ambas as
proteinas (AMA1 e RON4) durante a formagao da jungdo mével, provavelmente
em estruturas distintas, sugerindo o envolvimento destas proteinas na

internalizacao nas células hospedeiras.

Nos eventos da entrada analisados, no ponto de contato entre o parasito
e a membrana da célula hospedeira, é indicativo da regido de origem da
estrutura da juncdo moével (Figura 14). Esta juncdo € composta por proteinas
como a RON4, proveniente das roptrias, e também AMA1, oriunda dos

micronemas
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FALOIDINA

Figura 14: Parasito interagindo com células da linhagem HFF, marcagao
anti-RON4 e actina da célula hospedeira. O contraste de fase (A e C) e IFA
(B e D) do processo de invasdao do T. gondii mostram que o anticorpo anti-
RON4 (vermelho) marca o polo apical do taquizoito o que € sugestivo da
secrecdo da proteina RON4 durante a formacgédo juncdo moével. Células
permeabilizadas com saponina a 0,05% marcando os filamentos de actina do
citoesqueleto das células hospedeiras marcadas com faloidina (em verde) 5

um.
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Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura foi utilizada para analisar os
eventos iniciais da interagdo. Os estudos foram realizados com a linhagem de
células epiteliais LLCMK3, e indicam que os eventos iniciais da adesao (Figura
15 e 16) e internalizagéo dos taquizoitas (Figura 17) contam com a participagao
da célula hospedeira, que reage com a formacao de proje¢cdes de membranas
do tipo lamelopddios e filopddios (Figura 18). Uma intensa vesiculagéo foi
observada na regido de entrada do taquizoito nas células hospedeiras (Figura

24) nunca descrito antes.

Figura 15. Aspecto morfolégico do contato do taquizoita em células
hospedeiras por microscopia de ions. |Inicio da invasdo da célula

hospedeira em 15 minutos de intercdo por microscopia de ions. E possivel
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observar a porgédo apical (seta) em contato direto com a célula hospedeira,

durante a primeira fase do processo invasivo.

Figura 16. Superficie da célula hospedeira em contato com o taquizoito.
Na regido de contato com o parasito, a superficie da célula hospedeira
apresenta estruturas de vesiculas (ponta de seta) e projegcbes de membrana

(seta) em 15 minutos de intergéo.

Ainda durante os eventos iniciais, logo apos o contato do parasito na
superficie, observou-se o que pode caracterizar o inicio da internalizacdo do T.
gondii na célula hospedeira (Figura 17), pois ndo se observa a parte apical do
parasito, enquanto sdo notadas proje¢cdes da célula hospedeira (Figuras 16, 17,
18 e 19).
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Figura 17. Processo de entrada, sequencial a adesao do taquizoito nas
células hospedeiras. Apos 15 minutos de intercdo, é possivel observar
proximo da regido do contato apical do taquizoito com a célula hospedeira &
possivel observar na superficie vesiculas (cabeca de seta) e filamentos (seta),

envolvidos nesse processo.
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Figura 18. Projegoes de membrana envolvendo o taquizoito no evento da
entrada, por microscopia de ions. Apds 15 minutos de inter¢gdo, nota-se o
parasito entre as projecbes (seta) da célula hospedeira similares a

lamelopddeos, que parecem envolvé-lo durante a entrada.
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Figura 19. Aspectos morfolégicos das células hospedeiras em contato

com o T. gondii. Notam-se projegcbes citoplasmaticas da célula hospedeira
envolvendo a parte posterior do parasito (setas), bem como uma torgdo no
corpo do taquizoita.

Encontramos um aumento distinto nessa regido como projecdes que
variavam de 3 a 7nm de diametro partindo da célula hospedeira, envolvendo o
taquizoito, onde ndo ha contato direto do parasito com a célula hospedeira
(Figura 20 e 21) em comparagao com a regidao observados nas figuras 17, 18 e
19, que ocorreu o processo inicial de contato e reconhecimento. Complementar
a essa associacao, foram observadas proje¢cdes como filopddios e lamelipddios
(Figura 18). As projecdes de membrana eram mais evidentes na regido de
contato do parasito com a célula hospedeira indicativos do envolvimento de
estruturas superficiais e dos dominios citoplasmaticos associados ao

citoesqueleto da célula hospedeira
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Figura 20. Proje¢oes finas, provavelmente nanotubos de tunelamento,

envolvendo o taquizoito. Micrografia evidenciando um evento de
reconhecimento através das projecoes (setas) emitidas pela célula hospedeira

e fazendo contato com um taquizoita de forma a envolvé-los.
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Figura 21. Nanotubos de tunelamento das células hospedeiras e o

taquizoito durante o reconhecimento. O taquizoito estava envolvido nesses

filamentos (seta) projetados da superficie da célula hospedeira.

Além das projecbes ja citadas, outro padrdo observado em nossos
resultados, é de que nas regides onde ha a presencga do taquizoito, € intensa a

presencga de vesiculas (Figuras 22, 23 e 24).
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Figura 22. Aspectos da interagao entre o parasito e a célula hospedeira.
Longos progeg¢des do tipo nanotubos (seta) partindo da célula hospedeira
proximo a regiao de contato com o taquizoita. Nessa regido também podem

ser observadas vesiculas (ponta de seta) na membrana da célula hospedeira.
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Figura 23. Morfologia da regidao de contato do taquizoito com a célula
hospedeira. Na regido de contato € possivel observar nanotubos (seta),

juntamente a vesiculas na superficie da célula hospedeira (ponta de seta).
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Foi possivel também investigar a estrutura da superficie da célula
hospedeira e o parasito, durante a adesdo e formacdo da JM. Além das
vesiculagbes que parecem ter sido secretados pela célula hospedeira, a figura

24, sugere um outro padrao de vesiculagao, que sugerimos ser secretado pelo

parasito.

Figura 24. Vesiculagdao durante a interacao de taquizoito com a célula
hospedeira. Inumeras vesiculas (ponta de seta) sdo observadas nessa regiao

de entrada do taquizoita na célula hospedeira.

Para uma analise da influéncia da célula hospedeira no processo de
entrada do parasito, especificamente na regido de adesao do parasito, as
células hospedeiras foram previamente a interagdo com o T. gondii, incubadas
na presencga de citocalasina D, um agente que inibe a polimerizagao da actina.
Apods tratamento com citocalasina D, foi possivel observar a visualizacdo de
vesiculas na regido préxima ao conoide do taquizoito (Figura 25), vesiculas

que parecem ter sido secretadas durante seu processo de invasao, indicando
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uma participagdo da célula hospedeira na internalizagdo do parasito e uma

reducgéo significativa da entrada se comparada ao ensaio sem tratamento.

As dimensdes das vesiculas encontradas na regido apical do T. gondii
em contato com a superficie da membrana da célula hospedeira tratadas com
citocalasina D foram mensuradas. Foi possivel observar vesiculas de diferentes
tamanhos, variando entre 50nm (15%) e 100nm (30%) de didmetro, sendo que
a maioria dessas vesiculas apresentaram um didmetro de cerca de 80nm (55

%) nandmetros conforme mostrado na Figura 26

Figura 25. Células da linhagem LLC MK2 tratadas com citocalasina D por
15 minutos e que em seguida interagiram com T. gondii por 15 minutos
ap6s serem submetidos a sincronizagcdo de entrada. (A) Micrografia
mostrando parasitos aderidos apos tratamento prévio da célula hospedeira, (B)
observa-se padrdes de adesdo nessa regiao de contato (seta), (C) possivel
observar vesiculas (seta) no conoide do taquizoito durante a invasao com
aspecto encadeado (D) e algumas vesiculas tambempresentes do condide

(seta).
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FIGURA 26. Grafico com as dimensoes das vesiculas encontradas na

regiao apical do T. gondii por MEV tratadas com citocalasina D.

Microscopia eletrénica de transmissao

A microscopia eletrénica de transmisséo foi utilizada para analisar os
eventos iniciais da interacdo (Figura 27) e formacado da jungdo movel na
internalizagao do parasito. Na regido onde se formou a jungao mével (Figura 28
e 29), ha uma constricdo visivel ao redor do parasito. Durante esse processo,
se inicia o surgimento de uma membrana para o vacuolo parasitéforo (VP)
nascente. Também sao evidentes as microvilosidades provenientes da célula

hospedeira, formando proje¢des que envolvem o parasito (Figuras 28).
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Figura 27: T. gondii interagindo com células da linhagem LLC MK2 apoés
sincronizagao dos eventos de entrada. Micrografia da regido de contato
entre o taquizéito e a célula hospedeira, observando em seta um micronema,
possivel observar também toda a extenséo da roptria (R) se estendendo desde
a porcao anterior até a extremidade apical do parasito, onde na extremidade

anterior observa-se um aspecto esponjoso vazio.
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Figura 28: Juncdao movel apds sincronizagdo de entrada do T. gondii.
Taquizoito com parte do corpo celular internalizado, evidente o estreitamento
do corpo no ponto de passagem pela jungdo movel (setas). Em destaque na
regido de entrada do parasito (canto inferior esquerdo), observa-se regiao de

endocitose (ponta de seta) e presenga de microtubulo (seta).
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Figura 29: Indicativo de endocitose da célula hospedeira préximo a
juncao movel apoés sincronizagdo dos eventos de entrada. Micrografia de
menor aumento mostrando a regidao da jungdo movel (circulo), além de
invaginagdes caracteristicas de processos endociticos (setas), e projecéo da
membrana citoplasmatica (cabeca de seta) envolvendo o taquizoito durante a

entrada. Barra = 500 nm.

Durante o processo de penetracéo ativa do T. gondii, a célula hospedeira
reorganiza a distribuicdo de suas organelas, como fica evidente na Figura 30,
onde se observa uma maior proximidade da mitocondria, do Complexo de Golgi
e principalmente do reticulo endoplasmatico rugoso, com a regido da invasao
do parasito. E possivel observar que na regido de internalizacdo, ha vesiculas
com diferentes padrdes na area entre a célula hospedeira e o taquizoito (Figura
30).
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Toxoplasma gondii

'Célulahospedeira

Figura 30: Vesiculagcao durante a entrada do taquizoito na célula
hospedeira apés sincronizagao dos eventos de entrada. Micrografia
evidenciando a roptria (R), micronema (M), seta apontando vesiculas de 50nm,
ponta de seta indica vesiculas maiores de até 100nm de didmetro na regidao de

entrada. E ainda é evidente a mitocéndria (M), Complexo de Golgi (G) e

reticulo endoplasmatico rugoso (RER) da célula hospedeira.

Os micronemas estdo concentrados na porgao periférica do pdélo apical
do parasito, em torno das réptrias (Figura 31, 32). Os micronemas se
apresentavam como estruturas alongadas e foram observados em grande
quantidade. E possivel ainda visualizar as réptrias com contetdo em seu
interior, ou até mesmo vazias, com aspecto menos eletrondenso (Figura 32).

Nesse evento o parasito apresenta seu corpo em forma de “meia lua”,
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podendo-se observar o conoide protrundido, indicativo de secregao de

proteinas durante a invaséo.

Figura 31: Morfologia da entrada do taquizéito na célula hospedeira apo6s

sincronizagdao dos eventos de entrada. Micrografia mostra um corte
longitudinal de um parasito entrando na célula hospedeira, onde & possivel
observar conoide protrundido com varios micronemas (setas), e roptrias

descarregando seu conteudo (asterisco).

Os dados morfologicos observados pela microscopia eletrbnica de
transmissdo demonstraram a presenca de vesiculas na regido apical do T.
gondii (Figura 32). As medidas realizadas mostraram uma variagédo de
didmetro entre 80 nm (representam 30% das vesiculas analisadas) e 100 nm
(representam 20% das vesiculas analisadas), sendo que ha maior quantidade

de vesiculas apresentando 50 nm de didmetro (cerca de 50% das vesiculas
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analisadas), conforme grafico (Figura 33), padrao diferente do que foi

observado e mensurado por microscopia eletrbnica de varredura.

Figura 32: Morfologia das vesiculas na regido de entrada do taquizéito na
célula hospedeira apés sincronizagao dos eventos de entrada. Imagem do
parasito com o condide internalizado, em estrela é possivel observar uma
roptria com conteudo interno, micronemas (setas) e inumeras vesiculas

(asterisco) na regidao de contato com a célula hospedeira e proximo ao nucleo

(N).
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Figura 33. Grafico das dimens6es das vesiculas encontradas na regiao

apical do T. gondii por MET.

Marcadores das vias endociticas das células hospedeiras

Foram usadas células da linhagem LLC MK interagindo com T. gondii
onde foi realizada marcacdo com a peroxidase, e apdés 15 minutos
sincronizagao dos eventos de entrada, obtivemos os resultados que ainda nao
tinham sido descritos. Observamos marcacdes nas vesiculas endocitadas pela
célula hospedeira (Figura 34B), assim como na superficie do taquizoita
também houve marcagdo (Figura 34A), contudo essa marcagdo nao se
manteve nos parasitos ja internalizados ou em processo de entrada ( Figura
34C e D).
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Figura 34 - Marcagcdao com peroxidase para observaciao dos processos
endociticos durante a interagcao entre T gondii e células hospedeiras.
Nota-se que o taquizoito quando ndo esta em contato com a célula hospedeira
apresenta marcagdo com peroxidase (A). Essa marcagdo se mantém no
parasito em contato com a célula (asterisco), além de ser possivel observar
vesiculas endocitadas pela célula hospedeira e marcadas por peroxidase
distribuidas pelo citosol (setas) (B). Os taquizoitos internalizados (asterisco; C e

ponta de seta; D) ndo apresentam a superficie marcada com a peroxidase.

Em alguns experimentos utilizamos particulas (10nm) de ouro coloidal
revestidos com albumina para marcagao das vias endociticas. Na maioria das
células nao infectadas observamos vacuolos contendo as particulas de ouro
coloidal revestidos com proteina albumina de maneira inesperada apds 15
minutos de intercdo, também observamos marcacdo na superficie de

taquizoitos extracelulares, inclusive na regido onde se encontra o microporo.
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Em algumas imagens observamos marcagdo em vesiculas citoplasmaticas

localizadas préximos ao microporo (Figura 36).

A
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Figura 35. Endocitose da célula hospedeira da linhagem LLC MKy,
marcada com ouro revestido por albumina. (A) Em asterisco € possivel
observar vesiculas de endocitose contendo particulas de ouro, bem como uma
projecdo de membrana revestida pelas marcagoes (seta), (B) visto também em
outras células, compartimentos endociticos intracelulares (asterisco), € na

superficie também (seta).
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Figura 36. Marcadores de endocitose no taquizoito durante a interagao
com as células hospedeiras. Células da linhagem LLC MK, interagindo com
T. gondii, ap6s sincronizacdo dos eventos de entrada, (A) préximo ao
microporo observamos vesiculas de endocitose marcadas com ouro revestido
por albumina (ponta de seta), bem com o distribuidas pelo corpo celular do

parasito, (B) e em outras regides, como vesiculas internas (ponta de seta).

Os dados ultraestruturais observados nos experimentos com marcadores
das vias endociticas, pela microscopia eletrbnica de transmisséo,
demonstraram as mesmas vesiculas encontradas na regiao apical do T. gondii,
vista em ensaios desse trabalho sem marcagdo para via endocitica,
evidenciando uma regido rica em vesiculas (Figura 37), que sugerimos serem
oriundas do taquizoito. Foram realizadas também as medidas dessas vesiculas
encontradas na figura 37 através de MET, que mostraram a mesma variagao
observada na figura 32, com padrao de 80 nm e 100 nm sendo que ha maior
quantidade de vesiculas apresentando 50 nm de diametro (cerca de 50% das

vesiculas analisadas também por MET), conforme mostrado anteriormente no

na figura 33.
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Figura 37. Processos endociticos da célula da linhagem LLC MK2
interagindo com T. gondii por 15 minutos apds sincronizagao dos eventos
de entrada. Pode-se observar marcacdo de albumina ouro na superficie da
célula hospedeira (seta), também ¢é possivel observar uma grande vesiculagéo
(ponta de seta) na parte intracelular da célula hospedeira com do taquizoito

internalizado, bem como réptrias (asterisco) descarregando seu conteudo.

Microscopia de forga atbmica (AFM)

A ultraestrutura do T. gondii e a sua invasao nas células hospedeiras
foram observadas em imagens topograficas geradas por AFM, em que foram
analisados os eventos iniciais de interacédo e até mesmo o processo da invasao

do parasito, sendo evidente a participagao da célula hospedeira (Figura 38).

Height Sensor 1.0 um

Height Sensor

Figura 38: Ultraestrutura do T. gondii por AFM interagindo com células da
linhagem LLC MKj. Fixados com formaldeido apdés 15 minutos de interacédo,é
possivel observar todo corpo celular do taquizoito com condide (seta)

interagindo com a célula hospedeira.

Na etapa inicial do processo de invasdo, que consiste no
reconhecimento da célula seguido da adesédo do parasito, ha a projecdo do
condide (Figura 39) e ocorre a secregao de proteinas para a formagao da
jungado movel. Ainda durante os eventos iniciais, sdo observadas projecdes de
membrana da célula hospedeira ao redor do parasito (Figura 39, 40). Esse

padréao se manteve durante o contato do taquizoito com célula hospedeira
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(Figura 40), durante a internalizagdo do condide e quando parte do corpo do

parasito ja se encontrava internalizado .

Figura 39: Projecdo do condide sobre a célula hospedeira por AFM. Seta
apontando o condide sobre a superficie da célula hospedeira, iniciando o
processo de reconhecimento e adesao.

Height Sensor

Figura 40: Contato inicial do taquizéito na superficie da célula hospedeira.
Ponta de seta sinalizando proje¢des da membrana da célula hospedeira

préximo da regido de contato com o parasito. Seta aponta para o condide.
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A andlise da topografia da imagem revelou uma internalizacao lateral do
parasito, o taquizoito encontra—se em formato de “meia lua” (Figura 42), nessa
regido também é possivel observar varias proje¢des da membrana da célula
hospedeira, como alguns filopddios e nanotubulos (Figura 41 e 42) vistos em

todas as regides na presenca do parasito, um padrao encontrado a partir das

informagdes obtidas de ades&o e altura (Figura 43).

Figura 41: Projecoes de filopédios emitidos pela célula hospedeira nas
regioes em contato com o parasito. Através da emissdo de sinais de altura e
elasticidade proximos dessa regido, possiveis filamentos emitidos da célula
hospedeira (seta). Barra 1um

Height Sensor

Figura 42: Representagao tridimensional de imagens de altura, durante a

invasao do taquizoéito, tal como visto usando sonda de ponta unica. As
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setas indicam proje¢des da célula hospedeira, e a orientagao lateral do parasito

sinalizados com asterisco, durante a entrada.

Height Sensor 1.0 um  Height Sensor

Figura 43: Projegoes das células hospedeiras durante a entrada por AFM.
Em ponta de seta o taquizoito envolvido por membrana da célula hospedeira

indicado por seta, com inUmeras projecdes nessa regiao de entrada.

A densidade na superficie nessa regido da entrada do taquizoito € mais
alta se comparada com a regido onde houve a adesado, ou regides onde
tiveram apenas o contato. Na figura 44, através das leituras emitidas por sinais
de elasticidade, foi possivel diferenciar neste evento, o que seria indicativo da
membrana da célula hospedeira com maior sinal de elasticidade capitado pela
sonda, envolvendo o parasito com a parte ndo internalizada emitindo menor

sinal de elasticidade.



72

Altura \ . Deformacao Elasticidade

>

Height Sensor 600.0 nm

Height Sensor 600.0 nm |Height Sensor 600.0 nm

Figura 44: Membrana da célula hospedeira envolvendo o taquizoitos por
AFM. Seta aponta para membrana da célula hospedeira envolvendo o parasito,
com parte do corpo ainda n&o envolvido totalmente, sinalizado por ponta de

seta.

Durante a varredura, a sonda do canteléver varreu o parasito, € na
auséncia do mesmo, foi possivel observar que a regiao onde o parasito estava
aderido emitiu sinais de deformacao, indicando possivel rearranjo na superficie
da membrana da célula hospedeira nessa regido de contato e adesao (Figura
45).

Deformagao Elasticidade

723 nm 5.4 log(Pa)

Figura 45: Superficie da célula hospedeira apés varredura do parasito
pela sonda. O asterisco sinaliza o que antes da varredura seria uma regido de
ancoragem do taquizoita na célula hospedeira, que foi removido

inesperadamente apos procedimento com cantiléver.
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6. Discussao
6.1. CONSIDERA(}()ES INICIAIS

O estudo do processo de interagado entre protozoarios patogénicos e a
célula hospedeira, especialmente daqueles protozoarios que desenvolveram a
capacidade de penetrar e se multiplicar no interior da célula, tem sido objeto de
estudo intenso. No caso especifico do Toxoplasma gondii, evidéncias indicam
que o mesmo pode ser internalizado em diferentes tipos celulares. No entanto,
nem sempre o fato de entrar na célula assegura sucesso na infeccdo e
multiplicagao intracelular. Para que haja sucesso na infecgéo, o T. gondii utiliza
um mecanismo de invasdo considerado como ativo, com participagdo das
organelas da extremidade apical do parasita. No presente trabalho analisamos
em maior detalhe as fases iniciais do processo de interagao, utilizando
diferentes abordagens de microscopia. Para tal nos concentramos apenas em

eventos que ocorrem nos primeiros quinze minutos da interagéo.

6.2. SINCRONIZACAO DO PROCESSO DE ENTRADA

Visando ampliar as chances de encontro de etapas iniciais do processo
de interacdo duas abordagens foram utilizadas. Primeiro a incubagao prévia do
sistema parasita-célula hospedeira a 4 C seguida de elevagdo para 37 C.
Segundo o tratamento prévio das células hospedeiras com citocalasina D.

6.3. SINCRONIZAGCAO POR BAIXA TEMPERATURA

Estudos prévios realizados com outros protozoarios, como é o caso do
Trypanosoma cruzi (de Araujo-Jorge et al., 1989; Alves et al.,1986) tem
mostrado que a interacdo protozoario-célula pode ser dividida em duas etapas
basicas (MacLaren & De Souza, 2002; Lebrun et al., 2005). Primeiro ocorre a
adesdo do protozoario com a célula, iniciando um processo de reconhecimento
celular. Em uma segunda etapa ha o processo de internalizagcéo e este s6
ocorre a temperaturas acima de 18°C. Utilizamos essa estratégia no presente
trabalho e para tal a incubacéo inicial ocorreu por 18 min a uma temperatura de
4°C e logo depois era levado para a estufa ajustada a 37°C, onde permanecia

por 15 minutos, sendo em seguida fixada. Logo apos a fixagdo observamos



74

muitos parasitas aderidos a superficie celular. No entanto, quando fomos
observar as amostras por microscopia eletrénica de transmissdo o numero de
parasitas aderidos era bem menor, indicando que muitos foram retirados da
superficie durante as etapas de lavagem, pods-fixacdo, e desidratagdo, todas
necessarias ao preparo de amostras para visualizagdo por microscopia
eletrénica de varredura ou de transmissdo. Logo, € possivel que a adeséo do
parasito seja relativamente fraca, o que faz com que sejam encontrados mais
facilmente nas analises realizadas somente os protozoarios que ja iniciaram o
processo de entrada, assim permanecendo aderidos. Sendo assim sugerimos
que as modernas técnicas de criomicroscopia devem ser utilizadas para a
realizacdo de estudos futuros. Com essas técnicas, logo apos a interagcéo as
preparagdes podem ser fixadas rapidamente com baixas temperaturas e
levadas para observagcdao também a baixa temperatura e observadas
diretamente em microscoépios trabalhando com voltagens maiores, da ordem de
200-300 KV, possibilitando inclusive a reconstrugéo tridimensional do com o
uso de técnicas tomograficas (De Souza et al, 2007) .

Outros estudos propuseram sincronizar os eventos envolvendo o ciclo
celular do T. gondii (Conde de Felipe et al, 2008). A morfologia e ultraestrutura
sdo ferramentas tradicionais e poderosas no estudo das relagdes parasita-
célula hospedeira, e foi evidente que empregando a sincronizagéo da entrada
para o estudo de detalhes dos eventos iniciais (tempo maximo de 15 minutos
de contato do parasito com a célula) obteve-se éxito nas analises propostas,
com a identificacdo de novos detalhes na morfologia do evento de entrada do
T. gondii. O resultado da microscopia 6ptica e quantificagbes, que comparam a
taxa de adesdo nas condicdes com e sem sincronizacdo, demonstraram a
importancia da sincronizagao, onde foi possivel observar os eventos de entrada

ativa e formagao de jungcdo movel para o pressente trabalho.

6.4. USO DE CITOCALASINA D

Na década de 70, um grupo de pesquisadores decidiu usar as
citocalasinas, grupo de metabdlitos fungicos secundarios que afetam diversas
fungdes celulares, dentre as quais a inibicdo da fagocitose, para estudar os

meios pelos quais o T. gondii tinham acesso ao dominio intracelular das células
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hospedeiras (Ryning & Remington, 1978). Quando as células hospedeiras
eram incubadas na presencga de citocalasina B, que interfere no processo de
polimerizagdo de actina para a formagao dos microfilamentos, verificaram que
o processo de internalizacdo do parasita era bloqueado. Por outro lado, ha
evidéncias de que o mesmo composto interfere com a motilidade do parasita,
etapa importante do chamado processo ativo de invasdo celular. As
observacoes realizadas apontam que apesar de ocorrer penetracido ativa do T.
gondii durante a invasdo da célula hospedeira, os elementos do citoesqueleto
da célula hospedeira, como os filamentos de actina das células fagociticas séo
importantes para a internalizagdo dos taquizoitos (De Carvalho & De Souza
1989). Outros estudos usando parasitos e células hospedeiras mutantes,
resistentes a citocalasina D, mostraram a importancia ndo sé de um intacto
citoesqueleto de actina para a mobilidade do parasito como também a
contribuicdo da actina do parasito na invasado de células fagociticas ou nao-
fagociticas (Dobrowolski & Sibley, 1996). Também tem sido mostrado que o
composto bloqueia em cerca de 60% o egresso do parasita da célula
hospedeira (Caldas et al., 2009). O pré-tratamento de neutrdfilos e eosinodfilos
com citocalasina D interfere de maneira significa na internalizagdo dos
taquizoitos de T. gondii (MacLaren & De Souza, 2002). No presente estudo o
tratamento com citocalasina D foi restrito a célula hospedeira, mas nao aos
taquizoitos de T. gondii e desta forma, conforme esperado e ja descrito na
literatura (Kumar et al., 2019; Portes et al., 2020), observou-se inibicdo
significativa da internalizagdo do parasito corroborando que a célula hospedeira

tem papel crucial nesses mecanismos de entrada.

6.5. ANALISE MICROSCOPICA DO PROCESSO INICIAL DE
INTERAGAO

Diversas técnicas microscopicas tradicionais tém sido utilizadas para o
estudo do processo de interacdo de T. gondii com a célula hospedeira (Dubey,
2021; de Souza e Portes in Martins -—Duarte & Adesse, 2021). No entanto, a
maior parte destes estudos estdo centrados no desenvolvimento do parasita no
interior do vacuolo parasitéforo. Por outro lado, ha estudos detalhados usando

microscopia de fluorescéncia mostrando claramente a associacdo de varias
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proteinas secretadas pelo T. gondii e envolvidas na formag¢ao da jungdo movel
bem como sua associagdao com filamentos de actina da célula hospedeira
(Lebrun et al., 2005)

Microscopia de Fluorescéncia

Nossas observagdes confirmam os estudos prévios que mostram a
concentragdo de proteinas como AMA1 e RON4 na regido de constricdo do
taquizoita em pleno processo de entrada na célula. Em associagcdo a esse
evento aplica a concentragcdo de microfilamentos identificados pela marcagao
com faloidina.

A invasao de células hospedeiras portaquizoitos de T. gondiifoi descrita
como um processo que envolve secrecdao sequencial de proteinas dos
micronemas e de roptrias, na extremidade apical do parasito (Carruthers &
Sibley, 1997). O conteudo secretado por essas organelas € responsavel pela
invasdo do parasito e montagem da jungdo moével. Nos resultados do presente
trabalho, a utilizacdo de marcadores especificos por microscopia de
fluorescéncia mostrou que nos pontos com marcacao das proteinas AMA1 e
RON4, os filamentos de actina da célula hospedeira estavam presentes
durante a entrada do taquizoito, o que nds sugerimos ser parte do processo de
participacado da célula hospedeira nesse evento,diferente do que outros autores
sugeriram trabalhando com cepas diferentes de T.gondii (Whitelaw et al. 2017)
que apontaram apenas para a actina do parasito ou subunidades do complexo
MyoA-motor (o glideossomo), como o principal para o evento de entrada. Esse
fato corrobora fortemente com a ideia de que a maquinaria do citoesqueleto da
célula hospedeira desempenha um papel fundamental no processo de invasao
do parasito, uma vez que a ligagcdo entre proteinas secretadas pelos
taquizoitos como RON4 (Wang-et al. ,2015) ao citoesqueleto de actina cortical
da célula hospedeira, pode fornecer a resisténcia a tracdo necessaria para

facilitar a entrada do parasito na célula hospedeira (Guérin et al., 2017).

Microscopia de Varredura
Em nosso estudo langamos mao de duas modalidades de microscopia de
varredura de alta resolugéo ainda muito pouco empregadas no estudo da fase

inicial da interagao do T. gondii com a célula hospedeira: microscopia eletronica
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de varredura (MEV) usando um equipamento com filamento de emissao de
campo e detectores modernos de elétrons que permitem uma resolugdo da
ordem de 0.8 nm e que requerem um fino revestimento com platina, e um
microscopio de varredura baseado em ios de Hélio que fornece uma resolucao
da ordem de 0.3 nm em amostras que nao sao recobertas por metal, como
requerido pelo MEV (revisdo em De Souza & Attias, 2015). As imagens que
obtivemos mostram claramente que o processo de entrada do parasita induz
significativas alteracées na superficie da célula hospedeira, que normalmente
apresenta pequenas vilosidades, filopddios e lamelopddios, estruturas cuja
biogénese dependem da organizagdo do citoesqueleto da célula hospedeira.
Uma funcdo importante e essencial do citoesqueleto de actina nas células
eucaridticas € promover a locomogao através da extensdao de protrusdes
celulares (Pantaloni et al., 2001). Essas protrusdes participam de uma série de
eventos: movimentos morfogénicos, que ocorrem durante o desenvolvimento
embrionario, movimentos neuriticos, durante o desenvolvimento do sistema
nervoso, movimentos quimiotaticos emigragao celular, sao alguns dos
exemplos. Dependendo da sua morfologia e do contexto celular, as diferentes
protrusbes podem receber nomes variados como: microvilosidades,
lamelipddios, filopddios, ou cones de crescimento (Condeelis, 1993).

Os processos de protrusdo precisam de um especializado sistema de
filamentos de actina atuando na diregao do movimento. Os filamentos de actina
sdo polarizados, baseados no padréo criado quando a miosina se liga a actina,
esses filamentos crescem rapidamente e pressionam a membrana para frente
(Pantaloni et al., 2001). Apesar de ambos serem projecdes de membrana
relacionadas com o citoesqueleto, os filopddios tém sido descritos em diversas
situagdes bioldgicas. Os filopddios crescem de forma coordenada e em feixe,
formando uma estrutura alongada (Pantaloni et al., 2001).

Todas as estruturas mencionadas acima sdo normalmente observadas
na superficie da maioria das células, incluindo as linhagens usadas em nosso
trabalho. Verificamos, no entanto, que durante o processo de interacdo do T.
gondii com a célula hospedeira, ha uma intensa modificacdo na area da
interagéo, envolvendo todas as estruturas mencionadas e outras mais.

Merece um destaque especial a presenga de agregados de vesiculas

extracelulares, com didmetro variavel entre 50 e 80 nm e que parecem estar
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em intima interagdo com o parasita, ainda que nao tenhamos feito nenhuma
caracterizagdo dessas vesiculas € muito provavel que correspondam a
microvesiculas extracelulares que podem ser originadas por diferentes
mecanismos, incluindo os exosomas e ectosomas (Mathivanan & Simpson
2010; Ludwig & Giebel, 2012; Meldolesi, 2018; de Souza & Barrias, 2020).
Certamente esta € uma area que merece estudos mais aprofundados.

Uma segunda modalidade de estrutura identificada no presente trabalho,
nao descrita previamente na interacdo do T. gondii com suas células
hospedeiras, se caracteriza por apresentar um didmetro de cerca de 3 a 7nm e
se projetar quase que linearmente para fora da célula, alcangando
comprimento de cerca de 8um. Em alguns casos eles podem apresentar
aspectos curvos e interagindo com o T. gondii, mesmo que este ndo esteja em
contato direto com a superficie da célula hospedeira. Com base na sua
morfologia, consideramos que sejam estruturas similares aos nanotubos de
tunelamento ou citonemas (Rustom_et al., 2004; Onfelt et al., 2006). Essa
estrutura foi descrita inicialmente em 2004, quando Rustom e colaboradores
relataram que células da linhagem PC12 (célula tumoral do tipo
feocromocitoma de glandula adrenal) estdo conectadas por longos canais de
membranas que foram denominados como nanotubos de tunelamento (do
inglés, “tunneling nanotubes”) (Rustom_et al., 2004). Essas finas protrusdes
podem nascer da célula e ir em direcdo a outra célula vizinha, como um
filopédio (Rustom et al.,2004). Organelas intracelulares, possivelmente
vesiculas ou corpos multivesiculares, assim como proteinas da superficie
celular podem ser vistas movendo-se entre células conectadas via nanotubos
de membrana (Rustom et al., 2004). Esses canais diretos, de longa distancia,
podem permitir a troca de vesiculas sem a necessidade de se ultrapassar a
barreira hidrofobica da membrana, apesar deste mecanismo ainda nao ser bem
compreendido. Em seguida, diversos trabalhos comecaram a relatar a
presenca de nanotubos de membrana servindo como pontes para o transporte
de bactérias (Onfelt et al., 2006) e virus, até mesmo o virus HIV-1, de uma
célula infectada para outra sadia ( Sowinski et al., 2008). A troca de proteinas
de membrana facilitada pelos nanotubos pode ter muitas consequéncias,
incluindo a disseminacdo de receptores que permitem a entrada de virus

(Tabiasco et al., 2003). A participacdo de nanotubos na interacdo entre
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protozoarios e a célula hospedeira € ainda um campo em aberto e que merece
ser investigada em profundidade. Nao podemos excluir a possibilidade de que
por ele haja transferéncia de moléculas da célula hospedeira para o parasita e
que essas moléculas desencadeiem processos biolégicos que possa estimular

ou inibir sua entrada na célula.

Microscopia Eletronica de Transmissao
A célula hospedeira

Nossas observacdes confirmam as discutidas acima com base em
imagens de microscopia de varredura. Esta modalidade de microscopia, no
entanto, nos permitiu obter imagens indicativas de um processo de formagéo
de um grande numero de estruturas tubulo-vesiculares na area do citoplasma
da célula hospedeira envolvida no processo de interacdo. Por serem estruturas
presentes no interior da célula hospedeira, na regido de contato com o parasita
que entra na mesma, ndo puderam ser observadas pelas técnicas de
microscopia de varredura. Uma possibilidade que merece novos estudos é de
que este sistema seja induzido pela liberagcdo de moléculas secretadas pelas
réptrias do parasita. Elas podem corresponder a um sistema endocitico ativado
na regido de entrada do parasita e que podera levar a incorporagdo de
componentes do meio necessarios para propiciar o desenvolvimento do
parasito no interior do vacuolo parasitéforo que como mostrado em estudos
prévios (Sibley et al., 1995) uma vez formado n&do se funde com o sistema
endo-lisossomal da célula hospedeira.Também com os dados disponiveis ndo
podemos excluir a possibilidade de que este sistema tubulo-vesicular
corresponda a parte do reticulo endoplasmatico da célula hospedeira que,
como mostrado em estagios mais avangados da interagdo, tende a circundar o
vacuolo parasitoéforo (Melo & De Souza 1997; Sinai et al., 1997).

Imaginando que as vesiculas poderiam corresponder a vesiculas
endociticas, realizamos experimentos de interacdo onde o meio extracelular
continha como tracador a enzima peroxidase ou particulas de outro coloidal
revestidas por albumina. No entanto as imagens obtidas ndo permitem afirmar
que as vesiculas sao de natureza endocitica uma vez que ndo observamos a
presenca dos tragadores no seu interior ainda que outras vesiculas estivessem

marcadas. Essas vesiculas foram observadas em outros estudos, porém pouco
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se discutiu sobre elas (Lebrun et al., 2005). A invaginagdo da membrana
plasmatica da célula hospedeira leva a formagdo do vacuolo, que ¢é
subsequentemente modificado pelos granulos densos do taquizoita ja
internalizado (Hakansson et al., 2001). O vacuolo resultante resiste a fusao
com compartimentos endociticos e recruta o reticulo endoplasmatico e as
mitocdndrias da célula hospedeira, se observando préximo a regido os
microtubulos ( De Souza et al, 1988).

A medida que se estabelece o espaco intravacuolar fica evidente a
associagao de reticulo endoplasmatico (RE) com a membrana do VP, sendo
essencial para o desenvolvimento intracelular do parasita (Sinai, et al. 1997).
Embora o T. gondii ndao dependa da sintese de moléculas das células
hospedeiras para a maioria de suas necessidades, ele pode sintetizar suas
proprias proteinas e lipidios e pequenas moléculas importadas do citoplasma
através dos canais de transporte da membrana do VP (Melo & de Souza,
1997). Alguns autores sugerem que a associacdo de RE em torno da
membrana do VP que se reforga conforme ele cresce, enquanto os perfis RE
que sao internalizados pelo VP constituem um sistema de membrana
independente e distinto dos nanotubulos. Como também o compartilhamento
de elementos RE e a associacdo de RE com o VP espalhados para outros
areas da célula hospederia (Magno et al., 2005).

O Parasita

Nos parasitas em fase inicial de interacdo observamos, tanto por
microscopia de varredura quando de transmissdo, a presenga de vesiculas
associadas a superficie do polo apical do taquizoita com um didmetro de cerca
de 50nm. Importante enfatizar que nas imagens obtidas por microscopia
eletrénica de transmissao, sempre que observavamos as vesiculas, o conteudo
das roptrias, presentes na extremidade apical do parasito, se apresentava bem
menos denso do que em parasitas que nao estivessem em processo de
invasdo, 0 que caracteriza mobilizacdo e esvaziamento do conteudo das
organelas. No conjunto as imagens obtidas nos levam a sugerir que o processo
secretorio na porgao apical do T. gondii pode ocorrer via liberagdo de proteinas
das roptrias passando pela formacdo de vesiculas. Mais estudos sao

necessarios para uma melhor caracterizagao dessas vesiculas.
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Microscopia de Forga Atdmica

Nossas observagcbes usando microscopia de forga atdbmica também
apontam no sentido do envolvimento da célula hospedeira durante a interacao
com o taquizoito. Essa metodologia foi inicialmente utilizada por Aikawa (1997)
para analisar a interagcao de Plasmodium com eritrécitos e em estudos com
outros protozoarios (de Souza & Rocha, 2011). As informagdes captadas pela
sonda transmitiram maior elasticidade juntamente com parte do taquizéito
sobreposto pela membrana da célula hospedeira, tendo em vista que o T.
gondii possui em sua estrutura uma pelicula trimembranar (Cintra & De Souza,
1985), assim essa sobreposicdo nessa regido justifica o aumento da
elasticidade no contado entre a sonda e a amostra, enquanto a parte inferior
houve menor captacéo de elasticidade e altura, sugestivo da parte do corpo

celular do parasito ainda n&o internalizado totalmente.

6.6. Marcagoes da superficie celular do T. gondii e Incorporagao

dos tragcadores pelo parasita

Os experimentos de interagdo T. gondii-célula hospedeira na presenca
de tracadores adicionados ao meio de interacdo nos propiciou duas
observacgdes importantes. Primeiro o fato de que tanto a peroxidase quanto o
complexo albumina-ouro se ligaram a superficie do taquizoita. No caso da
peroxidase a marcacado estava distribuida por todo o corpo enquanto que a
albumina ndo mostrava uma marcacdo continua. Ha relatos referentes ao
reconhecimento dos marcadores de agucares, como lectinas da TgMIC1, bem
como presenca de acido siadlico, observada em Plasmodium falciparum,
encontrado com frequéncia nas extremidades glicanas, especialmente em
glicoproteinas da superficie do T. gondii, exercendo papel relevante de adesao
célula-célula (Marchant_et al, 2012). Proteinas como a TgMIC4 s&o
responsaveis pelo reconhecimento dos dominios de galactose, que também
demonstraram ser uma regido passivel de contribuir para a adesdo do T. gondii
a célula hospedeira (Marchant_et al, 2012). Sugerimos que as marcagdes da

superficie do taquizoito extracelular com peroxidase e albumina-ouro coloidal
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estejam ligadas a algumas dessas moléculas de reconhecimento ou adeséo. A
segunda observagao que merece destaque € o fato de que particulas de outro
coloidal tenham sido visualizadas na superficie celular do taquizoita na regido
onde se encontra o microporo, bem como em pequenas vesiculas
citoplasmaticas localizadas proximas ao microporo. Estas observacoes
apontam para uma participagdo do microporo em atividades endociticas do
protozoario, tal como sugerido previamente (Nichols et al., 1994). Embora
descrito como um evento raro no caso de parasitas extracelulares, estudos
recentes demonstraram que o T. gondii é capaz de realizar endocitose eficiente
tanto no meio intracelular quanto no meio extracelular (Nolan et al., 2017).
Semelhante ao Plasmodium, uma das fungdes da endocitose durante o periodo
intracelular é a absor¢cao de componentes da célula hospedeira. Metabdlitos da
célula hospedeira, tais como purinas ou agucares, provavelmente sao
incorporados por um processo de difuséo livre do metabdlito através dos poros
na membrana do VP e transportadores localizados na membrana plasmatica do
parasita (Nolan et al., 2017).

CONCLUSOES

A sincronizagao dos eventos de entrada do T. gondii em células hospedeiras

LLCMK; contribuiram para observacdo de novos detalhes dos eventos da

adesao e entrada, como projegdes de superficie da membrana plasmatica da

célula hospedeira, psedopodos, nanotubulos irradiando da célula hospedeira

em direcao parasito.

¢ Identificou-se nanotubos com 8um de cumprimento e 3 a 7 nm diametro
partindo da célula hospedeira e se projetando em direcdo ao parasito de

forma a envolvé-lo.

¢ Durante a entrada do taquizoito na célula hospedeira, foi possivel constatar
por MEV, uma vesiculagdo intensa, com caracteristicas morfolégicas de

€X0SS0mos, nessa regiao.
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Foram encontrados por MET vesiculas que apresentaram tamanho variando
de 50 a 100nm de diametro, na regido de entrada onde se formou a jungao

movel.

Os tracadores das vias endociticas marcaram a superficie celular do
taquizoita, bem como a regido do microporo, o que deve estar ligado a

componentes citoplasmaticos do parasito.

Observamos pequenas vesiculas citoplasmaticas localizadas proximas ao
microporo com os marcadores das vias endociticas, caracterizando

endocitose nessa regido.

Nas células tratadas previamente com citocalasina D, ndo houve a entrada
T. gondii, e na regidao de adesdo observamos vesiculas com tamanhos que
variavam de 50 a 100nm de didmetro, como encontradas também na
interacdo sem tratamento, em toda regido de contato entre o taquizdito e as

células hospedeiras.

Através da microscopia de forca atdmica observamos, apos varredura do
taquizoito aderido, uma reorganizagédo da superficie da membrana da célula

hospedeira, indicando uma ancoragem do parasito.
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