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RESUMO

Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado extracelular e o agente etioldgico
da tricomoniase humana, uma infecgdo sexualmente transmissivel (IST) de alta
incidéncia, sendo cosmopolita e de maior prevaléncia no sexo feminino, podendo
provocar partos prematuros e infertilidade. A doenga também leva a uma maior
predisposicao a infecgcao pelos virus HIV e HPV. Devido a importancia clinica deste
protozoario, é de interesse obter novos conhecimentos sobre o processo de sua
interacdo com as células hospedeiras. Recentemente, tem sido amplamente
discutida a participacdo de vesiculas extracelulares como intervenientes na
comunicagdo intercelular. Dentre estas vesiculas, microvesiculas e exossomos
demonstraram alto potencial em modular a comunicagéo entre as células, bem como
a resposta do hospedeiro as infecgoes. Além destas, o envolvimento de nanotubos
de tunelamento podem modular a comunicagéo a disténcia entre as células, como ja
descrito em outros protozoarios. No presente estudo, para analisar a biologia celular
dos processos de secregao das vesiculas extracelulares e projegcdo de nanotubos
em T. vaginalis e de sua interagdo com células de mamifero in vitro, foram utilizadas
técnicas de espalhamento dindmico de luz, microscopia eletrénica de transmisséo e
de varredura, além da analise por microscopia de varredura de alta resolugdo com
ions Heélio. Duas cepas de tricomonas, que apresentam diferentes niveis de
patogenicidade, foram submetidas a indugdo da secrecdo de vesiculas
extracelulares utilizando cloreto de calcio e ionoforo de calcio, onde também foram
observadas a projecdo de estruturas semelhantes a nanotubos de tunelamento.
Com isso, foi possivel isolar e caracterizar morfologicamente vesiculas secretadas
por T. vaginalis, tanto de modo constitutivo quanto induzidas, analisar a projecéo de
estruturas semelhantes a nanotubos e observar possiveis danos causados durante a

interacdo deste parasita com células epiteliais vaginais in vitro.

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis; microvesiculas; nanotubos; interacao

parasito-hospedeiro.



ABSTRACT

Trichomonas vaginalis is an extracellular flagellate protozoan and the etiologic agent
of human trichomoniasis, a sexually transmitted infection (STI) with a high incidence,
being cosmopolitan and more prevalent in females, which can cause premature
births and infertility. The disease also leads to a greater predisposition to HIV and
HPV infection. Due to the clinical importance of this protozoan, it is of interest to
obtain new knowledge about the process of its interaction with host cells. Recently,
the participation of extracellular vesicles as players in intercellular communication
has been widely discussed. Among these vesicles, microvesicles and exosomes
showed high potential in modulating cell-to-cell communication as well as the host
response to infections. In addition to these, the involvement of tunneling nanotubes
can modulate the distance communication between cells, as already described in
other protozoa. In the present study, to analyze the cellular biology of the processes
of secretion of extracellular vesicles and projection of nanotubes in T. vaginalis and
their interaction with mammalian cells in vitro, dynamic light scattering, transmission
and scanning electron microscopy techniques were used. In addition to analysis by
high resolution scanning microscopy with Helium ions. Two strains of trichomonas,
which show different levels of pathogenicity, were subjected to induction of
extracellular vesicle secretion using calcium chloride and calcium ionophore, where
the projection of structures similar to tunneling nanotubes were also observed. Thus,
it was possible to isolate and morphologically characterize vesicles secreted by T.
vaginalis, both constitutively and induced, analyze the projection of nanotube-like
structures and observe possible damage caused during the interaction of this
parasite with vaginal epithelial cells in vitro.

Keywords: Trichomonas vaginalis; microvesicles; nanotubes; host-parasite
interaction.
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1. INTRODUGAO
1.1. Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado e extracelular (Fig. 1),
pertencente ao filo Parabasalia, familia Trichomonadidae e género Trichomonas.
Pode ser encontrado em diferentes hospedeiros vertebrados, como mamiferos, aves
e répteis. Este parasita € considerado um microaerdéfilo, uma vez que sobrevive na
auséncia de oxigénio, mas que suporta e permanece em crescimento na presenca
de pequenas quantidades desse elemento (SCHWEBKE e BURGESS, 2004).

Figura 1. Imagem ultraestrutural de Trichomonas vaginalis por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV), demonstrando estruturas do parasito. FA, flagelos
anteriores; MO, membrana ondulante; FR, flagelo recorrente; Ax, axéstilo (Foto de
M. Benchimol).

T. vaginalis foi descrita pela primeira vez por Alfred Donné (DONNE, 1836),
um bacteriologista e médico francés, que encontrou este protozoario em mulheres,
sendo a maioria delas prostitutas, que estariam acometidas por diversas doengas do
trato urogenital. No inicio, acreditava que se tratava de uma doenga exclusiva do
sexo feminino e somente em 1894 é que a tricomoniase foi descrita em homens.
Atualmente, a tricomoniase € a infecgdo urogenital sexualmente transmissivel ndo

viral mais comum que afeta homens e mulheres (FICHOROVA, 2009).
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Quatro espécies de Trichomonadideos sao consideradas parasitas humanos:
Trichomonas vaginalis (encontrado no trato urogenital), Trichomonas tenax
(localizado na cavidade oral), Pentatrichomonas hominis e Dientamoeba fragilis (Que
podem ser encontrados no trato digestivo). No entanto, T. vaginalis é considerada a
mais patogénica, capaz de infectar o trato urogenital dos seres humanos, infec¢ao
esta conhecida como tricomoniase (SCHWEBKE, 2002; COLEMAN et al., 2013;
MARITZ et al., 2014). T. tenax passou a ser considerada um parasita patogénico aos
seres humanos, uma vez que foi demostrada sua capacidade de provocar danos
celulares em experimentos utilizando células MDCK, células Hela, células gengivais
e esferdides 3D, de modo semelhante a T. vaginalis (RIBEIRO et al, 2015). A
tricomoniase pulmonar, uma infeccdo oportunista causada por T. tenax, é
geralmente inofensiva; no entanto, pode se tornar grave em pacientes com higiene
oral inadequada. Doencgas periodontais, como gengivite e periodontite, resultantes
da interrupcdo da homeostase do microbioma oral do hospedeiro, frequentemente
desencadeiam a infeccdo por T. tenax. O protozoario pode aderir as células
epiteliais e produzir diversas enzimas que causam a degradagédo periodontal
(BISSON et al., 2019).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

A tricomoniase humana € uma doenca cosmopolita de transmissao sexual. As
infeccbes sexualmente transmissiveis estdo entre as doengas transmissiveis mais
comuns e afetam a saude e a vida das pessoas em todo o mundo. A Organizagao
Mundial da Saude (OMS) disponibiliza estimativas peridédicas para analisar a carga
global de quatro das infecgbes sexualmente transmissiveis (ISTs) curaveis mais
comuns: Clamidia (Chlamydia trachomatis), Gonorréia (Neisseria gonorrhoeae),
Sifilis (Treponema pallidum) e Tricomoniase (Trichomonas vaginalis) (NEWMAN et
al., 2015; WIJESOORIYA et al., 2016). Como a tricomoniase ndo € uma doenga
notificavel e ndo ha recomendagdes disponiveis para o rastreamento geral de T.
vaginalis, a epidemiologia da tricomoniase vem em grande parte de estudos de
vigilancia populacional e clinica (MUZNY et al., 2014).

A tricomoniase é uma IST de alta incidéncia. A OMS estima uma incidéncia
de 276 milhdes de novos casos a cada ano e prevaléncia de 187 milhdes de
individuos infectados (MENEZES et al., 2016; AQUINO et al., 2020), tornando esta
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incidéncia responsavel por quase metade do total de aquisicdes de infecgdes
sexualmente transmissiveis (ROWLEY et al.,, 2019). A doenca afeta ambos os
sexos, mas € mais prevalente em mulheres em idade reprodutiva do que em
homens (WHO, 2018). No entanto, essas taxas tendem a subestimar a prevaléncia
real de casos, dadas as altas taxas de infecgdes sem sintomatologia aguda, ou seja,
assintomaticas, e que a tricomoniase muitas vezes nao é relatada, mesmo em
paises desenvolvidos (REGAN et al., 2020). Apesar da transmissdo ser
majoritariamente por via sexual, existem relatos que também pode ser transmitida,
embora raramente, através de objetos, como: material de higiene pessoal, vaso
sanitario e piscinas (PEREIRA-NEVES e BENCHIMOL, 2008; HARP e
CHOWDHURY, 2011).

A coleta de dados epidemiologicos significativos sobre a infecgdo por T.
vaginalis se torna dificil pelo fato de que ndo € necessario a notificagdo da
tricomoniase, tanto em paises desenvolvidos ou em desenvolvimento (POOLE e
MCCLELLAND, 2013). Sendo assim, a prevaléncia global e local das taxas de
infecgdo sao estimadas a partir de estudos locais. A prevaléncia e a incidéncia da
infeccdo por T. vaginalis sao geograficamente variaveis (Tabela 1), com maior
prevaléncia encontrada na Africa (20,2% das mulheres, 2% dos homens) e nas
Américas (22% das mulheres, 2,2% dos homens). A prevaléncia na Europa é
estimada em 5,8% das mulheres e 0,6% dos homens (OMS, 2012; ROWLEY et al.,
2019).
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Tabela 1. Estimativas globais de novos casos de ISTs curaveis em 2016

Infecgao Sexualmente Transmissivel N° (milhao)
Clamidia 127
Gonorréia 87
Sifilis 6
Tricomoniase 156
Total 376

Fonte: ROWLEY et al., 2019.

A prevaléncia da infecgao por T. vaginalis em mulheres é cerca de 10 vezes
maior do que em homens, independentemente da localizagdo geografica, com a
maioria das infecgbes persistentes também ocorrendo em mulheres (VAN DER POL,
2007; MUZNY, VAN GERWEN e KISSINGER, 2020; MABASO e ABBAI, 2021).

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), a tricomoniase humana se
destaca das demais ISTs néo virais, sendo assim, considerada a IST tratavel mais
recorrente em todo o mundo, superando infecgdes como a sifilis. Os casos de novas
infecgcdes por Trichomonas representam um numero maior do que as de outras ISTs,
também consideradas mais prevalentes, como infec¢cbes por Chlamydia trachomatis
e Neisseria gonorrhoeae, estimadas em 105,7 milhdes e 106,1 milhdes,
respectivamente (OMS, 2012; ROWLEY et al., 2019).

1.3. MANIFESTAGOES CLINICAS

A tricomoniase é a infecgdo urogenital sexualmente transmissivel ndo viral
mais comum que afeta homens e mulheres, sendo mais prevalente nas mulheres,
pois sao casos de evolugdo crbnica com intensa inflamacéo (vaginite). O canal
vaginal é a estrutura que, principalmente, sera afetada na infeccdo em mulheres,

apresentando sinais e sintomas clinicos como corrimento vaginal, geralmente
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descrito como espumoso e muitas vezes amarelo ou esverdeado, irritagdo
vulvovaginal, edema ou eritema e disuria. A colite macular, popularmente conhecida
como colo de utero com aspecto de morango, € um sinal clinico especifico para esta
infeccdo, sendo diagnosticada com maior confiabilidade apenas por colposcopia
(FICHOROVA, 2009). Homens com tricomoniase podem nao apresentar quaisquer
sinais clinicos, dificultando até mesmo o seu diagndstico, tornando-os carreadores
de T. vaginalis. Entretanto, a uretra € o local de infecgdo mais comum, causando
irritacéo uretral, secre¢ao ou leve queimagao apds urinar ou ejaculagéo e inchago da
prostata, consequéncias da uretrite, epididimite e prostatite, podendo ocasionar
fungdo espermatica reduzida e infertilidade (FICHOROVA, 2009; REIN, 2020).

Os humanos sdo os unicos hospedeiros de T. vaginalis, parasita que existe
apenas na forma de trofozoito, que usa proteinas de adesao para se ligar as células
epiteliais escamosas. Enzimas soluveis e associadas a membrana com atividade de
fosfolipase A causam lise de células nucleadas, resultando em microulceracdes e
hemorragias microscopicas da parede vaginal e exocérvice. Embora as respostas
imunoinflamatérias humorais e mediadas por células sejam geradas, ocorrem
infecgdes repetidas e persistentes, indicando imunidade nao protetora (MEITES e
WORKOWSKI, 2018).

A tricomoniase ja foi associada a outras infecgdes sexualmente transmissiveis
(KISSINGER 2015a; b), resultados adversos da gravidez, aumento do risco de
aquisicdo e transmissdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), neoplasia
cervical (KISSINGER, 2015; GLEHN et al. 2017), doenga inflamatdria pélvica e
cancer de prostata (GLEHN et al. 2017). Na gravidez, a tricomoniase pode levar a
complicagbes como parto prematuro, ruptura prematura de membranas placentarias
(aborto espontaneo), baixo peso ao nascer (CHINEDUM et al. 2014; GLEHN et al.
2017; KISSINGER, 2015; SMITH et al., 2017; MUDAU et al. 2018) e morbidade e
mortalidade neonatal (CHINEDUM et al. 2014). A tricomoniase também pode ser
transmitida a bebés recém-nascidos durante o parto (CHINEDUM et al. 2014;
KISSINGER 2015; AKBARI e MATINI 2017).

1.4. DIAGNOSTICO
A modalidade diagnostica primaria para T. vaginalis tem sido tradicionalmente

0 exame microscopico de uma por¢do umida de fluido vaginal, em busca de
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tricomonas moveis (SCHWEBKE e BURGESS, 2004). Embora a montagem umida
seja barata e rapida, seu uso é limitado pela baixa sensibilidade, que varia de 44 a
68% em comparagdo com a cultura (HOBBS e SENA, 2013). Antes do advento dos
NAATs (Nucleic Acid Amplification Test), a cultura era o padrédo ouro para o
diagnéstico de T. vaginalis, com uma sensibilidade de 81-94% (GARBER, 2005).

O meio de Diamond é o método de cultura tradicional usado para o
isolamento de T. vaginalis. No entanto, a contaminagdo com bactérias vaginais é
comum, dificultando esta técnica (GARBER, 2005). Sistemas de cultura, como o
sistema InPouch® (BioMed Diagnostics, White City, OR), foram desenvolvidos para
evitar a contaminag&o, colocando a amostra em uma bolsa de duas camaras,
permitindo a amostragem simultdnea para montagem umida e cultura, mantendo
eficacia semelhante & mencionada anteriormente (BEAL et al., 1992).

Embora ja existam testes de amplificagdo de acido nucléico (NAATS) e testes
de diagndstico pontuais para homens e mulheres (MEITES et al., 2015; MUZNY et
al., 2019), a maioria das infecgdes assintomaticas por T. vaginalis permanece nao
identificada e nao tratada (MIELCZAREK e BLASZKOWSKA, 2016).

O ensaio Xpert® TV (Cepheid, Sunnyvale, CA) foi o primeiro teste de
amplificacdo de NAATs aprovado pela FDA para uso em urina feminina, esfregaco
endocervical e espécimes vaginais coletados por pacientes e médicos, bem como
para urina masculina (SCHWEBKE et al., 2018). A sensibilidade e especificidade
diagndstica para o ensaio Xpert® TV variam de 99,5-100% e 99,4-99,9% para
amostras genitais femininas e 97,2-99,9% para amostras de urina masculina
(SCHWEBKE et al., 2018). Depois de coletado e colocado na plataforma de teste, o
ensaio Xpert® TV produz resultados em 60—-90 minutos, permitindo o diagnostico e
gerenciamento de ponto de atendimento (POC) (BADMAN et al., 2016).

Ja o ensaio Seegene Allplex™ para diagnéstico de vulvovaginite apresentou
um excelente desempenho no diagndstico de vaginoses bacterianas e nas infecgbes
por Candida spp. e Candida albicans, ja para a tricomoniase os resultados foram
bons, mas insuficientes como descrito em estudos. Além disso, os resultados
demonstram maior sensibilidade em mulheres sintomaticas, sendo utilizada apenas
uma amostra de esfregaco vaginal (VIEIRA-BAPTISTA et al., 2021).
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O OSOM® Trichomonas Rapid Test (Sekisui, Framingham, MA) é um ensaio
imunocromatografico de deteccdo de antigeno qualitativo com um tempo de
processamento entre 10-15 minutos (NATHAN et al., 2015). Este foi validado para o
diagnostico de T. vaginalis em mulheres a partir de espécimes vaginais, tendo uma
sensibilidade de 83-92% e especificidade de 99% (NATHAN et al., 2015; SHEELE et
al., 2019). Este teste nao teve um bom desempenho na identificagdo de infecgéao por
T. vaginalis na urina masculina, quando comparado com o Aptima® TV Assay
(SHEELE et al., 2019), portanto, atualmente é recomendado apenas para mulheres
(WORKOWSKI, 2015). Por ndo exigir nenhum equipamento altamente especifico e
ser de baixo custo, o teste OSOM® é atrativo no cendrio de campanhas de teste de
ISTs em locais com recursos reduzidos (GARRETT et al., 2018).

1.5. TRATAMENTO

O tratamento para a tricomoniase conta com apenas dois farmacos
recomendados pelo FDA (Food and Drug Administration, EUA), sendo estes o
metronidazol (MTZ) e o tinidazol (TNZ) (SECOR, 2012; KISSINGER, 2015;
BOUCHEMAL et al., 2017). Ambos os farmacos séo pertencentes a classe dos 5-
nitroimidazois, tendo o mesmo mecanismo de agcdo. Embora seja curavel a infec¢ao
por T. vaginalis ainda pode ser altamente persistente e recorrente, ainda que a taxa
de falha apareca em apenas 10% dos casos de uso da dose unica de metronidazol.
Ainda assim, seu tratamento costuma ser dificultado por causa dos efeitos colaterais
da droga. Geralmente, estes efeitos incluem nauseas, vomitos, prisdo de ventre,
colicas e seu gosto metalico. Outros efeitos adversos incluem neuropatia periférica,
convulsdes, fadiga, tontura, cefaléia e leucopenia (PEARLMAN et al., 1996; MILLER
e NYIRJESY, 2011; SENA et al., 2014). Além destes transtornos, em certos casos, a
alergia associada ao metronidazol pode causar urticaria, edema facial e choque
anafilatico, também resultando na falha da terapia (MEHRIARDESTANI et al., 2017).

A primeira descricdo de um caso em que houve uma falha no tratamento com
MTZ em paciente infectada por T. vaginalis ocorreu em 1962, trés anos apos a
introducao do farmaco no mercado (ROBINSON, 1962). A falha do tratamento pode
ser devido a absorcéao insuficiente e/ou administragdo de metronidazol no local alvo,
inativagdo do medicamento pela microbiota vaginal, atividade tricomonadideos-
dependente e re-infecgdo ou ndo adesdo (MATINI et al., 2016; ALESSIO e
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NYIRJESY, 2019). Mulheres que vivem com HIV podem necessitar de multiplas
doses do metronidazol, devido a mudangas na microbiota vaginal, interferéncia da
imunidade pelo tratamento de dose unica e interagdo de medicamentos
antirretrovirais com metronidazol (KISSINGER e ADAMSKI, 2013). No caso dos
homens, as infec¢des por T. vaginalis também estdo associadas a prostatite cronica
levando a canceres de prostata agressivos, conforme observado a partir do aumento
dos niveis de antigeno especifico da prostata (SUITCLIFFE et al., 2006; LANGSTON
et al., 2019).

Apesar da eficacia in vitro, o baixo sucesso terapéutico pode estar associado,
provavelmente, a falha dos tratamentos em reagir aos parasitas extravaginais, como
aqueles que residem na uretra e nas glandulas de Skene (NANDA et al., 2006;
HELMS et al., 2008; MUZNY et al., 2013).

Os mecanismos de resisténcia de T. vaginalis ao metronidazol ainda n&o sao
bem compreendidos, mas a presenca de cepas resistentes ao metronidazol ou a
toda a familia dos 5-nitroimidazois é bastante comum, o que eventualmente expode a
falta de medicamentos disponiveis para tratar a infeccdo pelas tricomonas. Dada a
densidade populacional que sofre com a infeccdo por T. vaginalis e a falta de
medicamentos, ha uma necessidade emergente de descobrir medicamentos seguros
e eficazes para tratar a tricomoniase (MABASO et al., 2020; HASHEMI et al., 2021).
A resisténcia clinica ao metronidazol é definida como falha na cura da infeccdo apés
dois cursos consecutivos de tratamento (SOOD et al., 2008; ALESSIO e NYIRJESY,
2019).

Diversos estudos tém destacado o potencial de produtos naturais (BALA e
CHHONKER, 2018; HASHEMI et al., 2021) e de fontes microbianas como anti-
tricomonais (DE BRUM VIEIRA et al., 2015; KING et al., 2019), como potenciais
farmacos alternativos ao metronidazol. Foi desenvolvida uma plataforma de triagem
de alto conteudo baseada em imagens, no entanto, ela usa metodologias
tecnoldgicas que ainda ndo estdo amplamente disponiveis e que exigem rotulagem
e manipulagado adicionais de parasitas (KING et al., 2019). Assim, pouco progresso
foi feito para traduzir a pesquisa anti-tricomonal em terapéuticas comercializadas e a
auséncia de uma plataforma padronizada de triagem de compostos € o obstaculo
imediato para a descoberta de novos quimioterapicos. Com as buscas por novos
quimioterapicos efetivos contra este parasito, foi elaborada uma nova plataforma de
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drogas anti-tricomonal, simples e eficaz que é econdmica, escalonavel e possui alto
rendimento (LAM et al., 2021).

1.6. MORFOLOGIA E ULTRAESTRUTURA

As Trichomonas sao protistas que em cultura axénica apresentam forma
aproximada de pera (GRANGER et al., 2000). Em condi¢des de cultivo normais, T.
vaginalis apresenta quatro flagelos anteriores e um recorrente (Fig. 1), sendo os
responsaveis pela movimentacdo da célula. No entanto, durante a infeccdo, quando
em contato com a célula hospedeira, € notério que a morfologia adquira aspecto
diferente, onde a célula assume conformagao amebdide, o que aumenta sua area de
adesdo com a célula hospedeira (FIORI et al., 1999; PEREIRA-NEVES e
BENCHIMOL, 2007).

O ciclo de vida de T. vaginalis € simples, pois o trofozoito é transmitido por via
sexual e nenhuma forma de cisto é conhecida. O trofozoito se divide por fissdo
binaria e, em infecgbes naturais, da origem a uma populacdo no lumen e nas
superficies mucosas do trato urogenital humano.

Quando se encontram em situacdes de estresse, como por exemplo durante
tratamento com quimioterapicos, variagdes de temperatura ou quando estdo em
meio deficiente em nutrientes, internalizam seus flagelos adquirindo uma forma
arredondada. Devido ao fato de ndo possuirem parede cistica, sdo denominados
pseudocistos (Fig. 2) ou, preferencialmente, formas endoflagelares, que sao
reversiveis quando a situacdo do meio de cultivo se torna novamente favoravel,
como estudado em Tritrichomonas foetus (GRANGER et al., 2000; PEREIRA-
NEVES et al., 2003) e na auséncia de ferro em T. vaginalis (DIAS-LOPES et al.,
2017).
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Figura 2. Tritrichomonas foetus observada durante o processo de internalizagao dos
seus flagelos. Note que o ultimo flagelo se encontra em processo de internalizagao.
(Foto de M. Benchimol).

Trichomonas vaginalis, assim como as demais espeécies de Trichomonas,
apresenta diversos componentes intracelulares, comuns ou ndo a outras células
eucaritticas (Fig. 3). Além dos quatro flagelos anteriores e um recorrente, que
percorre a superficie celular formando uma membrana ondulante, o parasita também
possui um nucleo, um complexo de Golgi bem desenvolvido, reticulo endoplasmatico
liso e rugoso, dispostos em torno do nucleo (BENCHIMOL, 2001), mas nao possuem
mitocdndrias. Também apresentam organelas e estruturas incomuns a outros
organismos eucariontes, como: (1) os hidrogenossomos, organela esférica com
dupla membrana, que produz hidrogénio molecular e ATP, e estruturas do
citoesqueleto, como (2) axéstilo, formado por microtubulos em disposicao
longitudinal e que esta envolvido na sustentagéo do parasito, (3) a pelta, presente na
regido anterior do parasito, (4) costa, estrutura em forma de bastonete, formada por
bandas eletronlucentes e eletrondensa dispostas de forma alternada, além dos
filamentos sigmoides e diversas estruturas associadas aos corpusculos basais
(BENCHIMOL et al., 2000; BENCHIMOL 2004).
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Figura 3. Esquema geral demonstrando as principais organelas e estruturas do
parasito. Ax, axostilo; C, costa; FA, flagelos anteriores; FR, flagelo recorrente; G,
Golgi; H, hidrogenossomos; MO, membrana ondulante; N, nucleo; P, pelta; V,
vacuolos (Esquema de M. Benchimol).

1.6.1. Nucleo

Quando nao estdo realizando processo de divisdo, os Tricomonadideos
apresentam um nucleo unico localizado geralmente na regido anterior da célula,
apresentando diversos complexos de poros nucleares tipicos ao longo do envoltorio
nuclear (BENCHIMOL et al., 1982; BENCHIMOL, 2004). O envoltério nuclear dos
tricomonadideos se assemelha ao de eucariotos superiores, estando a membrana
nuclear mais externa em continuagdo com o reticulo enquanto a membrana interna
se encontra voltada para a matriz nuclear. O envoltério nuclear ndo se fragmenta
durante a divisdo celular desse protozoario, sendo assim, realiza um processo
chamado de mitose fechada, com fuso extranuclear. A ldmina nuclear e as laminas
ainda nao foram evidenciadas (BENCHIMOL, 2004).
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1.6.2. Reticulo Endoplasmatico

Como ocorre em todas as células eucarioticas, em T. vaginalis o reticulo
endoplasmatico (RE) é, comumente, visualizado ao redor do nucleo, formando a
membrana externa do envelope nuclear (QUEIROZ et al., 1991; BENCHIMOL,
2004). O RE também é encontrado em outras regides do citoplasma, em estreita
associagdo com o axostilo e proximo aos hidrogenossomos, podendo estar
relacionado a formagéao das vesiculas periféricas (BENCHIMOL e DE SOUZA, 1985;
BENCHIMOL et al., 1996; BENCHIMOL et al., 2000; BENCHIMOL, 2008). Os
ribossomas podem ser visualizados livres no citoplasma ou aderidos a membrana do
reticulo endoplasmatico, formando o reticulo endoplasméatico rugoso (BENCHIMOL
et al., 2001). Durante o tratamento com drogas e quando as tricomonas estdo em
processo de autofagia, o RE aumenta seu tamanho e ocorre a inclusdo dos
hidrogenossomos nos perfis de reticulo caracterizando o processo classico de
autofagia (BENCHIMOL, 1999).

1.6.3. Hidrogenossomos

T. vaginalis diverge fortemente da maioria de outros protistas por ser
amitocondrial, tendo um metabolismo anaerdbio e por hospedar esta organela
incomum, o hidrogenossomo. Ela é responsavel pelo metabolismo energético do
parasita. Alguns autores consideram essa organela como uma variagdo das
mitocéndrias que se adaptaram a vida anaerodbica (BIAGINI et al., 1997; EMBLEY et
al., 2003), capaz de produzir hidrogénio molecular e ATP (LINDMARK e MULLER,
1973). Os hidrogenossomos podem ser encontrados em associagcdo com 0s
granulos de glicogénio e estruturas do citoesqueleto, como o axostilo e a costa
(BENCHIMOL e DE SOUZA, 1983; BENCHIMOL et al., 1996; BENCHIMOL et al.,
2000).

A associagao dos hidrogenossomos com o reticulo endoplasmatico também ja
foi descrita, o que poderia indicar o fornecimento de lipidios para o crescimento dos
hidrogenossomos (BENCHIMOL et al., 1996; BENCHIMOL et al., 2000). Entre as
semelhangas com as mitocéndrias pode-se destacar, além da producao de ATP pela
degradagédo do piruvato (LINDMARK e MULLER, 1973; MULLER, 1993; BUI et al.,
1996), a presencga da dupla membrana (BENCHIMOL et al., 1982), sugerindo uma

mesma origem evolutiva. O piruvato e o malato sdo decompostos no
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hidrogenossomo, mas derivam da glicélise que ocorre no citosol. A glicose, por sua
vez, é obtida principalmente da quebra do glicogénio intracelular (WILSON et al.,
2017) ou do glicogénio do canal vaginal. T. vaginalis secreta diversas glicosidases
(HUFFMAN et al., 2015), incluindo, mais notavelmente, B-amilase (SMITH et al.,
2016; STAFKOVA et al., 2018) que quebra o glicogénio em maltose. A maltose é
posteriormente quebrada em glicose por outra glicosidase, seguida pela importagao
de glicose para a célula (HRDY e MULLER, 1995).

Outras semelhangas com as mitocéndrias incluem: a presenca de
translocases na membrana interna dos hidrogenossomos (SUTAK et al., 2004), o
complexo translocase da membrana externa, sendo o principal responsavel pela
importacao de proteinas para o hidrogenossomo (MAKKI et al., 2019), centros de
ferro e enxofre (DOLEZAL et al., 2005) e a presenga de cardiolipina, fosfolipidio
tipico de membranas bacterianas e da membrana mitocondrial interna (DE
ANDRADE ROSA et al., 2006). Entretanto, os hidrogenossomos e as mitocéndrias
diferem em alguns aspectos, como a auséncia de citocromos e a atividade da
ATPase FO-F1 (LLOYD et al., 1979; CLEMENS e JOHNSON, 2000; BENCHIMOL,
2008).

1.6.4. Complexo de Golgi

Nas tricomonas, o complexo de Golgi corresponde ao aparelho parabasal,
formado pelas cisternas do Golgi e os filamentos parabasais (BENCHIMOL, 2004).
Este compartimento esta localizado na regido dorsal e a direita do nucleo. T.
vaginalis possui um unico Golgi, este € muito bem desenvolvido, diferente de varios
outros protistas parasitas, podendo alcancar cerca de 5 um de comprimento,
apresentando de 8 a 12 cisternas (BENCHIMOL et al., 2001). Experimentos
utiizando a lectina WGA (wheat germ aglutinin) fluorescente evidenciaram a
existéncia de residuos de N-acetil-glicosamina nesta organela em T. foetus
(BENCHIMOL e BERNARDINO, 2002). Ao contrario do que ocorre nas células de
eucariotos superiores, onde ha vesiculacdo durante a divisdo celular, nos
tricomonadideos a organela permanece integra, apenas aumentando de tamanho
por crescimento lateral e se dividindo em duas, em um processo denominado
golgicinese (BENCHIMOL et al., 2001).
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1.6.5. Citoesqueleto

O citoesqueleto € uma rede complexa e dinamica de filamentos proteicos
interligados que estdo presentes no citoplasma de todas as células eucaridticas,
tendo diversas fungdes associadas a ele. Dentre os principais componentes do
citoesqueleto dos tricomonadideos destacam-se o complexo pelta-axostilar, formado
por microtubulos estaveis (RIBEIRO et al., 2000; BENCHIMOL, 2005), os flagelos,
que variam de acordo com o género (HONIGBERG et al., 1971), os corpusculos
basais e seus filamentos associados, de onde emergem os flagelos e as demais
estruturas relacionadas ao movimento do parasito (HONIGBERG et al.,, 1971), a
costa, estrutura proteica estriada com a fungao de diminuir as tensbes provocadas
pelo batimento do flagelo recorrente (HONIGBERG et al., 1971; BENCHIMOL, 2005)
e os filamentos parabasais que estdo associados ao complexo de Golgi
(HONIGBERG et al., 1971; BRUGEROLLE e VISCOGLIOSI, 1994).

1.6.5.1. Filamentos Parabasais

Os filamentos parabasais estdo presentes em todos os tricomonadideos e sao
encontrados proximos a face cis do complexo de Golgi (HONIGBERG e
BRUGEROLLE, 1990). Em T. vaginalis estao presentes em numero de trés (LEE et
al., 2009). S&o estruturas cuja composigcdo € proteica e que apresentam
periodicidade, havendo bandas claras e escuras alternadas, formando um aspecto
de fibra estriada (VISCOGLIOSI e BRUGEROLLE, 1994). A associacao destes
filamentos com o complexo de Golgi forma o aparelho parabasal (HONIGBERG e
BRUGEROLLE, 1990), onde se observou uma conexao estrutural entre a primeira
cisterna do complexo de Golgi e esta estrutura periodica, sendo sugerido um papel
funcional desses filamentos na migragéo do Golgi, junto com os corpusculos basais
e os flagelos durante a mitose fechada (BENCHIMOL et al., 2001).

1.6.5.2. Complexo Pelta-Axéstilo

O axostilo de tricomonadideos € uma estrutura axial, cuja composi¢céo se da
por microtubulos, com fung&do de sustentagdo e tem envolvimento no processo de
divisdo celular, quando promove a constricdo nuclear na etapa de cariocinese. O
complexo pelta-axéstilo é formado pela pelta e pelo axdstilo, que se apresentam
como um folheto de microtubulos justapostos, percorrendo o axéstilo, este sendo o
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eixo longitudinal da célula, desde sua por¢ao anterior até sua extremidade posterior,
onde esta estrutura empurra a membrana plasmatica, como uma forma projetada e
afilada (HONIGBERG et al., 1971; BENCHIMOL, 2004). A pelta se encontra em uma
posicdo mais anterior e contigua ao axostilo, promovendo sustentagdo para as
paredes do canal periflagelar, de onde emergem os flagelos (HONIGBERG et al.,
1971; BENCHIMOL, 2004).

1.6.5.3. Costa

A costa € uma estrutura presente em todos os tricomonadideos e, assim
como os filamentos parabasais, € formada por proteinas que apresentam uma
periodicidade com bandas claras e escuras, sendo maior e mais larga do que os
filamentos parabasais (HONIGBERG et al., 1971; BENCHIMOL, 2004). Em uma
analise protedmica de uma fragdo enriquecida da costa de Tritrichomonas foetus
foram reveladas proteinas que exibem dominios n&o caracterizados e nenhuma
funcao relacionada de acordo com a ontologia do gene, sugerindo que esta estrutura
pode ser formada por uma nova classe de proteinas, que diferem daquelas
previamente descritas em outros organismos (DE ANDRADE ROSA et al., 2017).
Recentemente, foi elucidada a localizagdo de uma proteina hipotética (ARM19800.1)
desta estrutura em T. foetus a partir da producéo de anticorpos policlonais que foram
analisados por imunofluorescéncia e imunomarcagao por microscopia eletrénica. Por
ser a primeira proteina localizada na costa, foi designada como Costain 1
(BANDEIRA e DE SOUZA, 2021).

Esta estrutura é capaz de produzir dupla refragao, sendo encontrada somente
em tricomonadideos que possuem membrana ondulante. Inclusive, € provavel que
sua fungado esteja relacionada com a diminuigdo do estresse mecanico provocado
pelo batimento do flagelo recorrente. A costa € uma estrutura bastante peculiar e
difere, em muitos aspectos, dos filamentos de citoesqueleto encontrados em
musculos, cilios, flagelos ou outra estrutura que possua microtubulos (AMOS et al.,
1979).

Esta estrutura emerge da regido anterior do protozoario, entre o corpo basal
do flagelo recorrente e os corpos basais dos flagelos anteriores, estendendo-se até
a regiao posterior da célula (HONIGBERG et al., 1971). A costa é formada por um
conjunto complexo de filamentos finos bem organizados (BENCHIMOL e DE
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SOUZA, 1983). Embora descrita como uma estrutura estavel e sem mobilidade, a
costa mostrou-se curvada em T. foetus quando os parasitas se transformam em
pseudocistos (PEREIRA-NEVES et al., 2003; DE ANDRADE ROSA et al., 2015).

1.6.5.4. Flagelos

Os flagelos em tricomonas variam em numero e tamanho em cada espécie. T.
foetus tem trés flagelos anteriores, enquanto T. vaginalis tem quatro, mais um
recorrente que forma a membrana ondulante. Os axonemas desses flagelos sao
tipicamente eucaridticos com um arranjo de microtubulos 9 + 2 e se originam de
corpos basais localizados na regiao mais anterior do parasita (BENCHIMOL, 1992).
Eles emergem da célula através do canal flagelar. O flagelo recorrente também
emerge da regido anterior, mas de uma abertura diferente. Ele se curva e se projeta
em direc&o a regido posterior, fazendo contato com o corpo celular, formando assim
a membrana ondulante (WARTON e HONIGBERG, 1979; BENCHIMOL, 2004). Por
técnicas convencionais de criofratura ou congelamento, os flagelos anteriores, mas
nao o flagelo recorrente, de T. foetus e T. vaginalis, mostram a presenga de um
arranjo especial de 9-12 particulas intramembranosas formando rosetas
(BENCHIMOL et al.,, 1981) e um arranjo de particulas formando um colar de
proteinas, apenas na regido de emergéncia dos flagelos (BENCHIMOL et al., 1992).

1.6.6. Vacuolos e Lisossomos

A capacidade de endocitose dos tricomonadideos foi amplamente estudada
com a utilizagdo de diversos marcadores, como a peroxidase e diferentes proteinas
conjugadas a ouro ou revestindo microesferas de poliestireno (albumina, lactoferrina,
transferrina, lectinas) (BENCHIMOL et al.,1986, 1990; AFFONSO et al., 1994; 1997).
No citoplasma das tricomonas também s&o encontradas varias vesiculas de
tamanhos variados que compdem o sistema endocitico da célula. T. vaginalis
apresenta uma atividade endocitica muito mais intensa que em T. foetus
(BENCHIMOL et al.,, 1990; AFFONSO et al.,, 1994). Geralmente, estas vesiculas
podem ser observadas constituindo o processo inicial da endocitose e, por este
motivo, localizam-se logo abaixo da superficie celular ou mais dispersas no
citoplasma (AFFONSO et al., 1997). Foi também observado que nanoparticulas

revestidas com quitosana, que exibem atividade anti-T. vaginalis, foram absorvidas
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pelo parasita, causando drasticas alteragdes na superficie celular; o material foi
endocitado, se fundindo com lisossomos e formando grandes vacuolos (MALLI et al.,
2018).

Os lisossomos da tricomonas sdo considerados grandes organelas, que
demonstram uma reacgao positiva para fosfatase acida, como foi estudado apds
fracionamento celular, sendo confirmada a presenga de hidrolases acidas e neutras
(QUEIROZ et al.,, 1991; BENCHIMOL, 1999, 2001). A digestao intracelular de
diferentes materiais estranhos, como bactérias, ocorre nos lisossomas (FRANCIOLI
et al.,, 1983; BENCHIMOL e DE SOUZA, 1995), bem como a digestao de organelas
proprias, como ocorre com os hidrogenossomos durante a autofagia (BENCHIMOL,
1999).

1.6.7. Membrana plasmatica

A organizagdo da superficie celular nos tricomonadideos foi inicialmente
descrita com base nos estudos de microscopia eletrobnica de transmissao
convencional (SIMPSON e WHITE, 1964; HONIGBERG et al.,, 1971). No entanto,
somente foi possivel o avango no estudo da ultraestrutura da membrana plasmatica
com o advento das técnicas de congelamento celular e criofratura (BENCHIMOL et
al., 1981; 1982; 1992). Diversos carboidratos, incluindo &cido sialico, manose,
galactose, N-acetilglicosamina e N-acetil-galactosamina foram detectados na
superficie deste parasito, assim como nas membranas de compartimentos
intracelulares (BENCHIMOL et al., 1981, 1982; BENCHIMOL e BERNARDINO,
2002).

1.7. PATOGENICIDADE DE T. VAGINALIS
1.7.1. Co-infecgao viral

Existem diversas observagdes da infeccdo de T. vaginalis por um virus de
RNA de fita dupla (dsRNA), conhecido como Trichomonasvirus (TVV) (BENCHIMOL
et al.,, 2002; ALDERETE et al., 2003; GOODMAN et al., 2011; FICHOROVA et al.,
2017) e este pode interferir na viruléncia, patogenicidade e resisténcia aos
medicamentos em T. vaginalis (HE et al., 2017; MARGARITA et al., 2019; GRAVES
et al., 2019; GRAVES et al., 2019). Pensa-se que a prevaléncia de T. vaginalis
infectados com TVV pode chegar a 50% (HE et al., 2017; MARGARITA et al., 2019).
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De modo curioso, Mycoplasma hominis também foi identificado em mais de 80% dos
isolados positivos para TVV que foram testados e eles podem formar uma relagéo
endossimbidtica (MARGARITA et al., 2019).

Além disso, um imunogeno de superficie, P270, foi encontrado sendo
regulado positivamente em isolados contendo TVV e acredita-se que o P270
contribua para que o parasita consiga escapar do sistema imunolégico do
hospedeiro. Acredita-se também que os isolados positivos para TVV tenham
suscetibilidade aumentada ao metronidazol, no entanto, o mecanismo pelo qual essa
suscetibilidade aumenta € desconhecido (GRAVES et al., 2019; GRAVES et al.,
2019).

Em analises protebmicas de T. vaginalis infectada e nao infectada, 50
proteinas foram encontradas alteradas entre os dois estados (HE et al., 2017). Em T.
vaginalis infectado, proteinas ribossomais, isomerases e proteinas de ades&o foram
reguladas positivamente, enquanto as proteinas de choque térmico (Hsp), malato
desidrogenase e fimbrina, proteina que entrecruza os filamentos de actina, foram
reguladas negativamente (HE et al., 2017). As proteinas de adesao, Ap33-1 e AP51-
3, foram relacionadas com a adesao de T. vaginalis as células hospedeiras e sua
regulacdo positiva poderia levar a um aumento da infecciosidade em células
positivas para TVV. Também foi observado que o TVV pode levar a regulagao
positiva de cisteina proteinases, enzimas-chave envolvidas na degradagcéo de
componentes da célula hospedeira e destruicdo da monocamada de células em
cultivo (GRAVES et al., 2019).

1.7.2. Citoaderéncia de T. vaginalis e sua interagdo com células hospedeiras
As tricomonas n&o penetram no epitélio vaginal, mas estabelecem uma
relacdo com a superficie das células e por esta razdo sdo consideradas parasitas
extracelulares (RASMUSSEN et al., 1986; GONZALEZ-ROBLES et al. 1995). O
processo de adesdao as células hospedeiras € considerada uma caracteristica
importante na patogénese de diversos microrganismos. Ao se aderir as células
epiteliais, T. vaginalis forma interdigitacbes e adquire uma forma amebdide,
aumentando sua superficie de contato com a célula hospedeira (PEREIRA-NEVES e
BENCHIMOL, 2007). Esta capacidade de aderéncia as células hospedeiras in vitro é
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dependente da cepa, exibindo uma diferenga de até 45 vezes na capacidade de
aderéncia entre elas (LUSTIG et al., 2013). As tricomonas produzem enzimas
proteoliticas, as mucinases, que digerem o muco que reveste o epitélio vaginal e
permitem que os parasitas acessem as células do epitélio vaginal (ALDERETE e
GARZA, 1988; LEHKER e SWEENEY, 1999). Além disso, T. vaginalis contribui para
a patogénese quando citotoxinas soluveis, que desempenham um papel na
viruléncia e na aderéncia, sao liberadas na superficie da mucosa do hospedeiro
(CROUCH e ALDERETE, 1999; MENDOZA-LOPEZ et al. 2000).

Estudos sobre os mecanismos moleculares de fixacdo de T. vaginalis aos
tecidos da mucosa do hospedeiro sugerem que a aderéncia as células é
multifacetada (tabela 2), com muitos fatores ainda a serem definidos (DO CAMPO et
al., 2011; HIRT et al., 2011; HIRT, 2013; FICHOROVA et al., 2016; MERCER e
JOHNSON, 2018).

Tabela 2. Fatores que promovem a adesdao de T. vaginalis as células
hospedeiras

Tipo Fator do parasita Mecanismo Referéncia
_ OKUMURA,
Glicoconjugado de . . Liga-se a Galectina-1 da
. Lipofosfoglicano ] ] BAUM e
superficie célula hospedeira
JOHNSON, 2008.
Proteinas de DE MIGUEL et al.,
. TvBAP-1 Desconhecido
superficie 2010.
DE MIGUEL et al.,
Tv BAP-2 Desconhecido
2010.
MUNOZ et al.
TvPP1y Desconhecido
2012.
RENDON-
Enzimas TvLegu-1 Desconhecido GANDARILLA et
al., 2013.
Processa proteinas de RIESTRA et al.,
TvROM1

superficie 2015.
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Modulagéo da _ Inibe o crescimento de FICHOROVA et
_ . . Desconhecido _
microbiota vaginal lactobacilos al., 2013.
Vesiculas Carregam proteinas e RNA | TWU et al., 2013.
Exossomos ) .
extracelulares para células hospedeiras

Fonte: Adaptado de MERCER e JOHNSON, 2018.

A fixagcdo do parasita ao epitélio urogenital de homens e mulheres permite o
estabelecimento e manutengdo da infecgdo, bem como a aquisicdo de nutrientes
provenientes das células hospedeiras (DOCAMPO et al., 2011; LEITSCH, 2016).

Dentre os fatores ambientais, foi demonstrado que o ferro modula a viruléncia
deste parasita por meio de seus efeitos na transcrigdo de uma grande variedade de
genes (DE JESUS et al., 2007; HORVATHOVA et al., 2012; FERNANDEZ-MARTIN
et al., 2017). Consequentemente, o ferro mostrou regular os niveis de expresséo, o
trafego de proteinas e a entrada de trés fatores de transcrigdo, Myb1, Myb2 e Myb3,
que de forma ordenada podem regular a expressao geral de um gene da enzima
malica, conhecido como AP65-1 (ONG et al., 2007; HSU et al., 2009). Enquanto a
expressao ectopica da enzima malica e seu papel na citoaderéncia do parasita
permanecem controversos, a regulagcdo da transcricdo de AP65-1 forneceu uma
importante ferramenta para estudar a transdugao de sinal e o trafego de proteinas
em T. vaginalis (HSU et al., 2014; HSU et al., 2014; HSU et al., 2020).

O contato das tricomonas com células epiteliais vaginais aumenta
consideravelmente a quantidade de adesinas expressas na superficie celular. Além
disso, tem se verificado uma relacdo direta entre os niveis de aderéncia e a
quantidade de adesinas ligadas as células epiteliais da vagina e do ureter,
reforcando ainda mais associagdes especificas (GARCIA et al., 2003). Ademais, o
ferro regula positivamente TvLEGU-1, uma cisteino proteinase caracterizada em T.
vaginalis que é utilizada como fator de viruléncia durante o processo de infec¢ao de
células vaginais, sendo sua atividade proteolitica necessaria para a adesao das
tricomonas (RENDON-GANDARILLA et al., 2013).

Foi caracterizada uma proteina hipotética (TvAD1), presente na superficie do
parasita, que desempenharia um papel integral na aderéncia ao hospedeiro. Sendo

esta proteina mais abundante em parasitas com maior aderéncia do que em
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parasitas de linhagem parental isogénica, foi observado que esta proteina se liga a
N-acetilglicosamina, um acucar que compde glicosaminoglicanos de células
hospedeiras (MOLGORA et al., 2021).

Diversos estudos in vitro relatam que a adesao, que é mediada por proteinas
(adesinas) da superficie de T. vaginalis a célula hospedeira, € essencial para a
continuidade da infecgdo e para a citopatogenicidade (ALDERETE e PEARLMAN,
1984; ALDERETE e GARZA, 1988; ALDERETE et al., 1995). Dentre elas, a adesina
APG65, envolvida no processo de adesdo, medeia este processo frente ao epitélio do
hospedeiro influenciando a patogénese do parasita. Foi postulado que a AP65 pode
ser considerada uma proteina candidata para o desenvolvimento de uma vacina
funcional, responsavel por induzir imunidade humoral e a celular, quando da
infeccdo por T. vaginalis (ZHANG et al.,, 2021). Anteriormente, outra adesina
importante neste processo, a AP33, também foi utilizada como antigeno com
potencial para induzir imunidade, tanto humoral quanto celular (ZHANG et al., 2020).

Além disso, as tricomonas também sao capazes de se ligar a substratos como
laminina, fibronectina e colageno, componentes conhecidos da matriz extracelular e
da membrana basal (COSTA e SILVA-FILHO et al. 1988, BENCHIMOL et al., 1990,
CROUCH e ALDERETE, 1999). A isoforma 1 da laminina é conhecida por ser um
importante ligante para alguns protozoarios parasitarios, incluindo T. vaginalis. A
laminina € uma glicoproteina, com peso molecular variando de 400 a 900 kDa,
encontrada principalmente nas membranas basais formando uma rede proteica que
organiza a formagcédo da membrana extracelular (MEC) (YAO, 2017). Desempenham
um papel essencial na miogénese e na sinaptogénese, também auxiliam na
diferenciagao celular, na migragao, mas principalmente na adesao celular (ROGERS
e NISHIMUNE, 2016). Uma molécula de superficie permite que T. vaginalis
reconhega a laminina-1 e sua adesao a substratos revestidos com laminina seja
facilitada (COSTA e SILVA-FILHO et al., 1988; ROGERS e NISHIMUNE, 2016).

A fagocitose realizada pelo parasita constitui outro mecanismo patogénico
apresentado por T. vaginalis (HONIGBERG, 1990; ALDERETE et al. 1995;
MIRHAGANI e WARTON, 1996). Alguns autores sugeriram que T. vaginalis adere as
células do hospedeiro e as danifica por meio de um processo dependente do
contato, exibindo um mecanismo citotéxico especifico do parasita ao hospedeiro
(GILBERT et al. 2000), o que provoca lise celular estritamente dependente do
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contato (LUSTIG et al. 2013). Midlej e Benchimol (2010) complementam a descri¢cao
do processo de fagocitose do conteudo celular por T. vaginalis, demonstrando que o
parasita causa danos a membrana no contato com a célula hospedeira utilizando
mecanismos citoliticos que incluem ades&o, danos mecanicos, fagocitose e,
posteriormente, a degradag&o nos lisossomos.

Mecanismos citoliticos que ndo dependem de contato também foram
demonstrados e atribuidos a substancias secretadas pelo parasita no meio de
cultura (ARROYO e ALDERETE, 1989; FIORI et al. 1996; KUMMER et al. 2008). Na
auséncia deste contato direto, as células também podem transmitir mensagens
biolégicas de forma paracrina por meio de fatores secretados, como citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento secretados (TSUJI e KITAMURA, 2015).
Sendo assim, os efeitos colaterais nas células ndo dependem apenas do contato
direto célula a célula, mas também de suas acgdes paracrinas transitorias por meio
da liberagdo de uma combinagéo de fatores tréficos (NAWAZ et al., 2016). Tem sido
cada vez mais discutido que as células desenvolveram formas avangadas de
comunicagado baseada no contato direto e, também, por fatores paracrinos
secretados. Estes incluem (1) vesiculas extracelulares (VEs), denominadas como
exossomos e microvesiculas (MVs), secretadas por diversos tipos celulares e (2)
pontes citoplasmaticas intercelulares de longo alcance conhecidas como nanotubos
de tunelamento (TNTs) (NAWAZ e FATIMA, 2017).

1.8. VESICULAS EXTRACELULARES

A “International Society for Extracellular Vesicles” (ISEV) define "vesiculas
extracelulares" (VEs) como um termo genérico para estruturas secretadas de forma
espontanea pelas células, sendo elas delimitadas por uma bicamada lipidica e
incapazes de se replicar (THERY et al., 2018). A liberacdo de VEs foi demonstrada
em organismos bastante distintos, como Archaea e proteobactérias, plantas, fungos,
protozoarios e animais, onde ja foram evidenciadas a capacidade de liberar uma
ampla variedade de vesiculas, por exemplo: exossomos, microvesiculas e corpos
apoptoticos, variando de aproximadamente 30 nm a alguns ym de tamanho, em seu
ambiente extracelular (GILL et al., 2019; BOSE et al., 2021).
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As vesiculas extracelulares transmitem informagdes entre células, 6rgaos e
até mesmo entre organismos, onde ja foram detectadas em fluidos corporais, como
sangue, urina, liquido cefalorraquidiano, leite materno e saliva, assim como em
meios de cultura e foram associados a diferentes processos bioldégicos em células
eucaridticas e procariéticas (RAIMONDO et al., 2011; RAPOSO e STOORVOGEL,
2013; KIM et al., 2015; YANEZ-MO et al., 2015; THERY et al., 2018; MONGUIO-
TORTAJADA et al., 2019).

Estes produtos celulares sdo uma forma de veicular macromoléculas
biologicamente ativas, como proteinas e acidos nucleicos, que, uma vez inseridos,
atuam na fisiologia e na funcdo das células hospedeiras. Geralmente, s&o
agrupadas de acordo com diversos critérios, incluindo tamanho, densidade e
localizagdo dentro das células (Figura 4) (TKACH e THERY, 2016; THERY et al.,
2018).

Basicamente, sua classificagdo em subgrupos se da por (a) exossomo, que
se origina dos corpos multivesiculares, um componente da via endocitica; (b)
ectossomo, formado a partir de um processo de brotamento que ocorre na superficie
celular; (c) vesiculas liberadas da superficie celular apés um processo de remendo e
tamponamento de complexos ligante / receptor; (d) outros processos em que tubulos
segregados pelo parasita originam estruturas semelhantes a exossomos (DE
SOUZA e BARRIAS, 2020).
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Figura 4. Representagcédo esquematica da liberagdo de microvesiculas e exossomos.
Microvesiculas s&o liberadas diretamente da membrana plasmatica, enquanto os
exossomos sdo representados por pequenas vesiculas de tamanhos variados que
sdo formadas a partir da fusdo de MVBs com a membrana plasmatica. MVB, corpos
multivesiculares, do inglés multivesicular bodies; RE, reticulo endoplasmatico; VRC,
vesicula revestida por clatrina (Adaptado de RAPOSO e STOORVOGEL, 2013).

Diversas metodologias ja foram recomendadas para isolar VEs (GREENING
et al., 2015; KONOSHENKO et al., 2018). Entre os protocolos utilizados para isolar
VEs estdo ultracentrifugagcédo, microfiltracdo e separagdo baseada em densidade
(GREENING et al., 2015; THERY et al., 2006). Além disso, VEs podem ser
caracterizados com base em seu conteudo (THERY et al., 2018). O papel das
vesiculas tem sido associado a transmissdo de sinais, regulacdo das atividades
bioldgicas, condigdes compensatdrias as mudangas no ambiente celular, entre
outros (RAMIREZ et al., 2018).

A variagdo no modo de formacao e liberacdo destas vesiculas, dependentes
de energia, levam a diferengas no tamanho, fungbes e composigdo. Por exemplo, os

exossomos formados pela fusdo de corpos multivesiculares com a membrana



35

plasmatica medem cerca de 30-100 nm de didmetro, enquanto as microvesiculas
que sao formadas a partir de um brotamento da membrana plasmatica, em um
mecanismo dependente de Ca*, possuem cerca de 100 nm a 1 um (DEOLINDO et
al., 2013; EVANS-OSSES et al., 2015; THERY et al., 2018).

Visto o papel fundamental exercido por estas vesiculas na mediagdo das
comunicagdes intercelulares, na entrega de uma carga e atuando como
biomarcadores de diagnéstico, diversos grupos de pesquisa discutem futuras
perspectivas para que vesiculas extracelulares atuem como possiveis veiculos de
entrega de drogas, com base em sua faixa de tamanho e capacidade de transferir

materiais bioldgicos para células hospedeiras (KIBRIA et al. 2018).

1.8.1. Exossomos e microvesiculas em protozoarios patogénicos

Na literatura, o termo “exossomo” €, geralmente, usado para referenciar um
grupo de VEs independentemente de sua procedéncia intracelular. Com o decorrer
dos anos, técnicas em laboratério proporcionaram conhecimentos capazes de
distinguir os varios tipos de VEs. A totalidade dos exossomos e suas inumeras
aplicagdes possiveis na medicina, tanto pelo diagndstico quanto no tratamento de
diversas patologias, tém atraido um importante interesse em pesquisa translacional
(THERY et al., 2009; RAPOSO e STOORVOGEL, 2013; TKACH e THERY, 2016).

Estudos em células de mamiferos estabeleceram que exossomos empacotam
importantes moléculas em sinalizagdes especificas utilizadas na comunicagao
intercelular (THERY et al., 1999), sendo esta necessaria para manter as funcdes
celulares e a homeostase dos tecidos em organismos multicelulares (RAPOSO e
STOORVOGEL, 2013), na imunomodulagdo, onde desempenhariam fungbes na
apresentacdo de antigenos, participagcdo em metastase de diversas células
tumorais, na entrega de receptores de superficie e transferéncia de RNA para
células receptoras (VALADI et al., 2007; SCHOREY e BHATNAGAR, 2008; THERY
et al., 2009; MATHIVANAN, JI e SIMPSON, 2010; BOBRIE et al., 2011; SILVERMAN
e REINER, 2011; PANT et al., 2012).

A formagdo dos exossomos € distinta de outras vesiculas extracelulares,
ocorrendo quando a membrana endossOmica invagina em corpos multivesiculares
(MVBs) e, em seguida, se funde com a membrana plasmatica, levando a secrecao
dos exossomos no meio extracelular (THERY et al., 2002). Esta nova via de
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biogénese de vesiculas extracelulares foi observada pela primeira vez na secreg¢ao
de transferrina por reticulocitos (HARDING et al., 1983; PAN et al., 1985).

As microvesiculas sao importantes estruturas na comunicacao ceélula-célula,
homeostase tecidual e diferenciagdo celular, assim como no desenvolvimento e
remodelagdo de érgdos (TKACH e THERY, 2016). A maquinaria envolvida no
processo de liberagdo das MVs ainda esta em uma fase precoce de compreensao.
Estudos em células de mamiferos indicam que durante o processo de brotamento e
liberagdo de MVs acontece um aumento da concentragdo de célcio (Ca™)
citoplasmatico e a perda da assimetria de fosfolipidios da membrana plasmatica
(VAN DER POL, 2010). O Ca™" intracelular elevado & necessario na biogénese das
microvesiculas, mas apesar do seu papel principal neste processo a partir da
membrana plasmatica, a fonte de mobilizacdo de Ca'", intra ou extracelular, que
conduz a vesiculagdo da membrana plasmatica, permanece indefinida (TAYLOR et
al., 2017). Os detalhes da formagao de microvesiculas precisam ser elucidados, mas
até agora, a pesquisa sugere que o brotamento envolve os complexos da via
endocitica necessarios para a maquinaria de transporte (ESCRT) e tem
semelhangas com o brotamento de virions do HIV (MURATORI et al., 2009; XU et
al., 2018).

Estas vesiculas extracelulares, como um transportador de transporte natural e
eficiente, podem manter caracteristicas funcionais semelhantes as suas células
parentais (BUI et al., 2018; WU et al., 2020).

Microvesiculas e exossomos desempenham papel em varios processos
bioldgicos, tanto patolégicos quanto fisiologicos. Eles ja foram identificados em
muitos tipos de materiais biologicos, incluindo saliva, urina, plasma, leite materno e
liquido amnidtico (ADMYRE et al., 2007; KELLER et al., 2011; LOOZE et al., 2009;
MOON et al., 2011). A morfologia destas vesiculas é fundamentalmente esférica,
medindo entre 30 a 100 nm e a ultracentrifugagédo a 100.000 x g, ou mais, é utilizada
para sua sedimentagdo (JOHNSTONE et al., 1987). Gradientes de sacarose podem
ser usados para purificagdo dada sua densidade especifica no meio (1,13-1,19 g/ml)
(RAPOSO et al., 1996).

O conteudo intraluminal envolvido nestas vesiculas € complexo, como, por
exemplo, Rab GTPases ou proteinas incluidas no estimulo de formag¢ao dos corpos
multivesiculares (Alix, Tsg101) (THERY et al., 2009; TAYLOR e GERCEL-TAYLOR,
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2011; RAPOSO e STOORVOGEL, 2013). Além disso, no espago intraluminal dos
exossomos existem diversas categorias de proteinas que estdo constantemente
conservadas: proteinas de choque térmico (HSP60, HSP70, HSP9O0), proteinas com
atividade de adesédo (tetraspaninas, CD81, CD63, CD37), anexinas (I, II, V, VI),
proteinas do citoesqueleto (actina, tubulina), enzimas metabdlicas e proteinas com
atividade translacional (fatores de alongamento) ou de sinalizagdo (SCHOREY e
BHATNAGAR, 2008; SIMPSON et al., 2008; THERY et al.,2009; SILVERMAN et al.,
2010; HASSANI et al.,, 2011; TAYLOR e GERCEL-TAYLOR, 2011; YANG e
ROBBINS, 2011; RAPOSO e STOORVOGEL, 2013; ATAYDE et al., 2015).

A carga de RNAs presente nestas vesiculas extracelulares incluem varios
biotipos que representam uma porgao selecionada do conteudo de RNA da célula de
origem, com uma forte tendéncia para pequenos RNAs nado codificantes, ainda que
mRNA fragmentado e intacto, RNA ribossémico (rRNA) e moléculas de RNA nao

codificante longo (IncRNA) podem ser encontradas (O’'BRIEN et al., 2020).

1.8.1.1. Exossomos e microvesiculas em Trichomonas vaginalis

T. vaginalis libera VEs que desempenham um papel na interagdo parasita:
parasita e nas interagdes com células hospedeiras (TWU et al., 2013; NIEVAS et al.,
2018). Essas vesiculas foram inicialmente caracterizadas como exossomos, com
base na descricdo da ultraestrutura e andlise protedmica (TWU et al.,, 2013).
Microvesiculas e outras vesiculas maiores foram relatadas como sendo produzidas
por T. vaginalis e aumentadas como resultado de estimulos fisiologicos especificos
(NIEVAS et al.,, 2018). As VEs de T. vaginalis podem alterar as interagdes das
células do hospedeiro e induzir respostas imunes do hospedeiro (TWU et al., 2013;
OLMOS-ORTIZ et al., 2017). VEs aumentam a citoaderéncia do parasita de uma
maneira dependente da cepa e modulam a expressao de citocinas pro-inflamatdrias
IL-6 e IL-8 de células ectocervicais humanas, potencialmente facilitando a infec¢ao
(TWU et al., 2013).

Exossomos secretados por T. vaginalis demonstram importante papel
imunomodulador no perfil de citocinas induzidas pelo parasita, na expressao de
interleucina-10 (IL-10), IL-6 e TNF-a (OLMOS-ORTIZ et al.,, 2017). Em modelo
murino, o pré-tratamento com exossomos isolados deste parasito, demonstrou

aumento significativo na producdo de IL-10, citocina anti-inflamatoria, e uma
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diminuigdo na producgao de IL-17, assim como também diminui¢cdo de IL-6 e IL-13 ao
longo dos periodos de infecgdo, promovendo a diminuigdo do processo inflamatorio
nos camundongos infectados (OLMOS-ORTIZ et al., 2017).

Estas microvesiculas liberadas por T. vaginalis contém RNA, proteinas
exossOmicas conservadas e proteinas especificas de parasitas (TWU et al., 2013).
Foi descrito que exossomos de T. vaginalis sao capazes de distribuir seu conteudo
para as células hospedeiras, modulando a resposta imune dessas células. Também
foi descrito que os exossomos de cepas muito aderentes tém potencial de aumentar
os niveis de aderéncia em cepas pouco aderentes. Em contrapartida, exossomos de
cepas pouco aderentes ndo demonstram efeitos significativos na adesao do parasita
as células hospedeiras (Fig. 4) (TWU et al., 2013).

A carga de RNA de vesiculas de T. vaginalis € rapidamente internalizada por
células humanas por meio de endocitose dependente de lipid rafts. Essa carga é
predominantemente composta de pequenos RNAs derivados de tRNA (tsRNAs),
uma classe considerada emergente de pequenos RNAs reguladores. A fungao
destes RNAs reguladores na alteragédo das respostas celulares do hospedeiro requer
estudos mais aprofundados, sugerindo um novo modo de comunicagao parasita:
célula hospedeira (ARTUYANTS et al., 2020).
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T. vaginalis libera VEs

Apés interagir com as
células hospedeiras as
VEs aumentam a
adesao dos parasitas

Células do
hospedeiro

Figura 5. O papel das vesiculas extracelulares de T. vaginalis. O exossomos
secretados pelo parasita interagem com as células hospedeiras e aumentam a
adesao destes protozoarios nestas células (Adaptado de TWU et al., 2013).

Foi também demonstrado que a interacdo e citotoxicidade em células
hospedeiras mediadas por T. vaginalis é um processo multifatorial, incluindo a
participagdo de vesiculas secretadas pelos parasitas, bem como suas proteinas de
superficie, tanto secretadas quanto efetoras (MERCER e JOHNSON, 2018).

Nas analises de componentes envolvidos na internalizacdo de VEs e o
mecanismo envolvido em sua captagaofoi mostrado que estas vesiculas de T.
vaginalis nao s6 sdo capazes de entregar seu conteudo soluvel, mas também de
transferir lipidios quando a membrana dos exossomos se funde com a membrana
das células hospedeiras (RAlI e JOHNSON, 2019). Os mecanismos gerais que
conduzem a captacdo de vesiculas e a entrega de carga ainda nao estéo
completamente caracterizados. A interacdo de uma carga especifica de 4-o-
glucanotransferase com sulfato de heparano, na superficie da célula hospedeira,
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facilita a internalizacdo das vesiculas por meio de um processo endocitico
independente de clatrina (RAl e JOHNSON, 2019). Logo, moléculas de sulfato de
heparano em células hospedeiras atuam como receptores na primeira etapa de
internalizagao destas vesiculas (RAI e JOHNSON, 2019).

1.8.2. Nanotubos de tunelamento

Os nanotubos de tunelamento (TNTs) s&o extensdes citoplasmaticas
transitérias contendo filamentos de actina, que se mantém estendidas entre as
células na forma de canais nanotubulares abertos (50-200 nm) (RUSTOM et al.,
2004). Assim como as VEs, os TNTs também representam subtipos e estruturas
morfoldgicas heterogéneas (AUSTEFJORD et al., 2014; BENARD et al., 2015). No
entanto, a biossintese de TNTs difere de VEs e € atribuida a polimerizagdo de F-
actina (GUNGOR-ORDUERI et al., 2015; OSTEIKOETXEA-MOLNAR et al., 2016).
As vias regulatérias da formagdo de TNTs e do trafego endossomal estéo
sobrepostas, ambas envolvendo componentes que regulam o transporte vesicular do
complexo de Golgi para a membrana plasmatica (KIMURA et al., 2013; SCHILLER
et al., 2013; MARTIN-URDIROZ et al., 2016).

Tanto as VEs quanto os TNTs podem facilitar a comunicagdo de longo
alcance entre as células. As vesiculas transportam material biolégico de forma
paracrina, de forma que o conteudo secretado de uma célula seja transportado para
outra célula, enquanto os TNTs transportam material biolégico através de pontes
citoplasmaticas, entre células localizadas a longa distancia (ONFELT et al., 2006;
GURKE et al., 2008; WANG e GERDES, 2012; FYKERUD et al., 2016). Portanto, os
TNTs servem como uma forma unica de comunicagdo rapida entre células de longa
distdncia na forma de condutos celulares diretos e, portanto, sdo considerados
distintos de outros mediadores da comunicacido célula-célula ou fatores secretados
paracrinos (FREI et al., 2015).

Foram publicados dados de que diversos tipos celulares apresentam
protrusées de membrana, recebendo nomes distintos, como citonemas, protrusdes
de membrana fina, extensdes de membrana, protrusbes semelhantes a TNT e
pontes celulares, filopodios especializados, filopodios de sinalizacdo e nanotubos de
tunelamento (YAMASHITA et al.,, 2018). Posto isso, propuseram que estas

protuberancias desempenhariam algum papel em um novo mecanismo de
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comunicacgao intercelular direta. Em relagdo aos protozoarios parasitas, Szempruch
et al., (2016) demonstraram que os nanotubos membranosos sdo formados a partir
da membrana flagelar na regido posterior de Trypanossoma brucei e que,
posteriormente, se desassociam em VEs livres.

Em T. foetus também foi demonstrada a presenca destas estruturas, atingindo
até 4 ym de comprimento. Dentre as observagdes neste tricomonadideo, notou-se
que estas pontes também realizam conexdes diretas entre as células em cultura ou
terminam livremente. As estruturas nanotubulares também podem ser liberadas dos

flagelos para o meio extracelular (BENCHIMOL et al., 2021).
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2. JUSTIFICATIVA

Trichomonas vaginalis € um protozoario extracelular e responsavel por causar
a tricomoniase, infeccdo sexualmente transmissivel ndo-viral mais prevalente em
todo o mundo. A tricomoniase ja foi associada a diversos problemas de saude, como
transtornos gestacionais e ao aumento na transmiss&o do HIV, tornando a infecgéo
por este parasita um problema de saude publica. Existem diversos relatos na
literatura abordando a importancia do contato célula-célula para o sucesso da
infeccdo pelas tricomonas, e hoje ja se sabe que este patdgeno secreta vesiculas
extracelulares que medeiam sua interacdo com as células hospedeiras, de forma
que transmitem diversas macromoléculas, como fatores de viruléncia, que medeiam
o processo infeccioso podendo manipular as respostas imunolégicas por meio de

mudancgas transcricionais, tanto na infectividade de células in vitro e in vivo.

Aléem de contribuir na patogenicidade durante a infecgdo, vesiculas
extracelulares também apresentam potencial importante na pesquisa translacional
devido a sua aplicacdo, principalmente, para terapia e vacinagdo, pois induzem
imunidade eficiente para possiveis vacinas, e como reservatorios de possiveis
biomarcadores que fornecem novas abordagens no diagnostico para infecgbes
parasitarias.

Os estudos que estdo concentrados em analisar as vesiculas extracelulares
secretadas por T. vaginalis ainda s&o iniciais, mas de suma importancia no campo
das Pesquisa Translacional, visto que estas constituem uma nova forma de
transferéncia de sinais entre células. Também foi observado em outros
tricomonadideos a projecdo de nanotubos de tunelamento, algo que até a data n&o
foi descrito em T. vaginalis. Estas estruturas ja foram relacionadas também com a
patogénese de outros protozoarios patogénicos. Assim, torna-se crucial o estudo
morfolégico das microvesiculas secretadas pelo parasita, bem como dos nanotubos
de tunelamento para que se possa entender melhor o seu envolvimento no processo

de interagdes com células hospedeiras.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avancar no entendimento da biologia celular dos processos secretérios de

Trichomonas vaginalis e de sua interagdo com células de mamifero in vitro.
3.2. Objetivos Especificos

* Induzir a producido de microvesiculas e nanotubos de tunelamento por cloreto
de calcio (CaCl,) e ionéforo de calcio;

* Isolar microvesiculas e caracterizar sua morfologia por espalhamento
dindmico de luz e contrastacdo negativa em microscopia eletronica de
transmissao;

* Verificar por microscopia eletrobnica de varredura os aspectos gerais e
estereologicos das células induzidas a secretar microvesiculas;

* Analisar por microscopia de alta resolucédo a presenga de microvesiculas e
nanotubos durante a interagdo de T. vaginalis com células vaginais nas

condigdes indicadas no tépico anterior.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Cultivos celulares

4.1.1. Cultivo in vitro de T. vaginalis

As cepas JT e 347 de T. vaginalis utilizadas no estudo foram cultivadas em
tubos cénicos de 15 mL com meio Trypticase Yeast Extract Maltose (TYM)
(Diamond, 1957), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco)
inativado a 60°C e mantidas a 37°C por um periodo de 36h, o que corresponde a
fase logaritmica de crescimento. O meio TYM é composto por: 22 mg/ml de triptona,
11 mg/mL de extrato de levedura, 5,6 mg/mL de maltose, 1 mg/mL de L-cisteina, 0,2
mg/mL de -acido ascérbico, 0,9 mg/mL de fosfato de potassio monobasico e 0,9
mg/mL de fosfato de potassio dibasico. Apds serem adicionados 0os componentes
citados a quantidade desejada de agua Mili-Q, o pH foi ajustado para 6,2 e 0 meio
autoclavado a 120°C por 20 minutos.

4.1.2. Cultivo in vitro da Linhagem Celular Humana HMVII

As células epiteliais vaginais HMVII (BCRJ 0316) obtidas no Banco de Células
do Rio de Janeiro foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco), suplementadas
com 10% de SFB (Gibco) re-inativado pelo calor por 1h a 60°C, penicilina 100 Ul /
mL e estreptomicina 100 ug / mL, incubadas a 37°C em uma atmosfera umida com
5% de CO,. O subcultivo foi realizado a cada 48h, utilizando garrafas plasticas de 25
cm?. Ao atingirem semi-confluéncia, as células foram dissociadas pela acéo
enzimatica da tripsina-EDTA 0,05% (Gibco) por no maximo 5 minutos a 37°C e, apos
este tempo, adiciona-se a mesma quantidade de SFB para bloquear a atividade da
tripsina. Para a realizagdo dos experimentos, as células em suspensao foram
contadas em camara de Neubauer, semeadas em placas de 24 pocgos, cobertos com
laminulas de vidro, em uma densidade de 4 x 10° células/poco e suplementadas
com 10% de SFB.
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4.2. Secregao e obtengao de microvesiculas secretadas por T. vaginalis

4.2.1. Microvesiculas secretadas de modo constitutivo

As células foram cultivadas como descrito no tépico 4.1.1 em um volume de 2
litros e uma densidade de 1 x 10° parasitas/mL, lavados 3x com PBS pH 7,2 a 37°C
e ressuspensos em meio TYM sem soro por 4 horas, apods as quais os parasitas
foram removidos por centrifugagdo a 2.000 x g durante 5 minutos, utilizando a
centrifuga MPW-315R e o rotor 11.457 (MPW Instruments, Polénia). O meio isento
de células foi filtrado em uma membrana de 0,22um (Merck, Alemanha) para
remogdo de restos celulares e as vesiculas foram sedimentadas por
ultracentrifugacdo durante 75 minutos a 100.000g utilizando a ultracentrifuga
Beckman modelo Optima L-80 XP com o rotor 70Ti (Beckman Coulter, USA) a
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e a amostra ressuspensa em
PBS pH 7.2 a 4°C e centrifugada na mesma condigcdo mencionada na etapa anterior.
O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 300 puL de PBS pH 7.2 a
4°C contendo um coquetel de inibidores de proteases 1X (P2714, Sigma-Aldrich,
EUA). Para proceder com o gradiente de sacarose, o pellet obtido deste
processamento foi misturado a 6mL de sacarose 2,5M (Merck, Alemanha) em
tampao Hepes 20mM/NaOH pH 7.2. O material homogeneizado € colocado no fundo
do tubo para purificacdo das vesiculas em diferentes concentragcdes de sacarose,
sendo adicionados 6mL de cada concentracdo de sacarose, na ordem: 2,0M, 1,5M,
1,0M, 0,5M e 0,25M. O gradiente foi ultracentrifugado a 200.000 x g por 15 horas a
4°C na ultracentrifuga Beckman modelo Optima L-80 XP com o rotor SW28
(Beckman Coulter, EUA). Em seguida, foram coletadas fragbes de 2 mL, sendo
ressuspensas em PBS a 4°C com inibidor de proteases 1X (P2714, Sigma-Aldrich,
EUA).
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Figura 6. Fluxograma do fracionamento celular das T. vaginalis para obtencao das
fragdes enriquecidas em microvesiculas utilizando um protocolo adaptado por M.
Benchimol.

4.2.2. Inducao da secrecao de vesiculas extracelulares

As células foram cultivadas na concentragdo 1x10° células/mL, assim como
descrito no tépico 4.1, lavadas 3x com PBS (Phosphate-Buffered Saline) a 37°C, pH
7,2, e ressuspensas em meio TYM, sem suplementacdao de SFB por 4h. Apds este
tempo, as células foram tratadas com 1mM de cloreto de calcio (CaCl,) ou com 1mM
CaCl, + 4,5uM iondforo de calcio. Os parasitas foram incubados nos tempos de 5,
10 e 20 minutos a 37°C. As células-controle foram incubadas na auséncia de CaCl,
e ionoforo de calcio. Apds o tempo determinado para os experimentos, as células
foram lavadas 3x com PBS pH 7,2 a 37°C por 2.000 x g durante 5 minutos e
processadas para microscopia eletrénica de varredura e transmissao e de varredura

de ions Hélio.

4.2.3. Coleta do sobrenadante das culturas em tratamento com CaCl, e
ionéforo de calcio

Os sobrenadantes das culturas tratadas com CaCl, ou CaCl, e ionéforo de
calcio foram reservados para analises posteriores. Deste modo, apds o material ser
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centrifugado 2x a 4.000xg durante 30 minutos, o pellet contendo debris celulares foi
descartado e o sobrenadante contendo as MVs foi ultracentrifugado a 100.000xg
durante 90 minutos em temperatura de 4°C (Beckman Coulter, USA). Apds o
descarte do sobrenadante as vesiculas foram ressuspensas em PBS pH 7,2 a 4°C.

4.3. Ensaios de interagao

4.3.1. Experimentos de co-incubagao

As células HMVII foram cultivadas em placas de 24 pogos contendo meio
RPMI suplementado com 10% de SFB até atingirem semi-confluéncia.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e o experimentos realizados na
proporcao de 10:1 (parasito: célula hospedeira). A proporgédo dos volumes de meio
de cultura foi de 25% de meio TYM e 75% de meio RPMI, com o objetivo de
preservar as células epiteliais. Em seguida, foram incubados por diferentes tempos a
37°C em atmosfera de 5% CO, em meio de interacdo sem suplementacédo de SFB.
Como controle, os parasitos ndo foram adicionados as culturas de células epiteliais.
Depois dos periodos de interacdo, as células foram fixadas e processadas para
microscopia eletrénica de varredura e transmissdo e varredura de alta resolugao

com ions Hélio, conforme descrito, respectivamente, nos itens 4.6, 4.8 € 4.7.

4.4. Espalhamento Dinamico de Luz

Nestas analises, a determinagao da distribuicdo de tamanho das vesiculas foi
baseada na taxa de movimentagdo browniana de nanoparticulas neste sistema de
dispersédo de luz. Para isso, foi utilizado o equipamento NanoBrook Omni
(Brookhaven Instruments Corp., Holtsville, NY, EUA), capaz de verificar a
distribuicdo do tamanho das nanoparticulas entre 10nm e 2um. Aliquotas de 10 pL
de cada amostra enriquecida com vesiculas foram diluidas 1:1000 em PBS pH 7,2 a
temperatura de 25°C filtrado em membrana de 0,22 ym, antes de serem lidas no

equipamento.
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4.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

No processamento de rotina para microscopia eletronica de varredura, as
amostras coletadas foram fixadas em glutaraldeido 2,5% (Electron Microscopy
Sciences, EUA) em tampéo cacodilato 0,1M pH 7,2. Em seguida, foram pos-fixadas
com tetroxido de 6smio (OsO4) 1% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2 e ferricianeto
de potassio 0,8% por 30 minutos e desidratadas em concentragdes crescentes de
etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 90%, 100% e super seco, este ultimo 3x) (15 minutos
em cada concentragdo). As amostras foram secas pelo método do ponto critico
(Leica CPD 300, Alemanha), montadas em suportes metalicos (stubs) e revestidas
com 10 nm de ouro ou 4 nm de platina, dependendo do MEV que sera utilizado
durante as analises, sendo utilizados o Quanta 250 (FEI, Holanda) operando em 20
kV ou Auriga 40 (Zeiss, Alemanha), operando em 2 kV.

4.6. Microscopia de Varredura de alta resolugao com ions Hélio

As amostras foram coletadas e processadas como descrito no tépico 4.6 até a
etapa de secagem pelo método do ponto critico. Apos esta, as laminulas contendo
as amostras foram montadas em suportes metalicos (stubs) sem revestimento para
analises em alta resolugao no microscépio de ions Hélio Orion NanoFab (Zeiss,
Holanda) do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO).

4.7. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)
4.7.1. Contrastacao negativa

As trés fragbes obtidas apos a centrifugagdo em gradiente de sacarose s&o
coletadas e lavadas em PBS utilizando ultracentrifugagado a 200.000 x g por 1h para
retirar o excesso da solugdo de sacarose. Apos a lavagem, estas fragbes sao
recuperadas em PBS e depositadas (1-3uL) em grades de cobre de 300 mesh
(Electron Microscopy Sciences, EUA), cobertas com Formvar (Sigma-Aldrich, EUA),
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onde permanecem sobre a grade por um tempo aproximado de 5 minutos. Em
seguida, o excesso de amostra € removido com o auxilio de papel filtro. A
contrastacao é realizada através da deposicao de 0,5% de acetato de uranila ou 3%
de aurotioglicose (5 pL) por 1 minuto e o excesso de contrastante também é
removido com papel filtro. As amostras sdo observadas em um microscopio
eletrdnico de transmissédo Tecnai Spirit (FEI Company, Holanda) com aceleragao de
120 kV equipado com uma camera de 2K (Veleta, Olympus, Alemanha).

4.7.2. Processamento de rotina para MET

Apos feitos 0s ensaios experimentais como descrito em topicos anteriores, as
amostras foram lavadas em PBS, pH 7.2 e, posteriormente, fixadas em uma solugao
contendo glutaraldeido 2.5% (Electron Microscopy Sciences, EUA), em tampao
cacodilato 0,1 M, pH 7,2. As células foram lavadas em PBS pH 7,2 e pos-fixadas em
solugado contendo tetroxido de ésmio 1% em tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,2 e
ferricianeto de potassio 0,8% por 30 min, na auséncia de luz. Feita a etapa de pos-
fixagcdo, as amostras foram, novamente, lavadas 3x em PBS pH 7,2. Em seguida, as
células foram desidratadas em solugdo de acetona (Merck, Alemanha) em
crescentes concentragdes (50%, 70%, 90%, 100%, sendo realizadas 3 trocas com
acetona do frasco original) (15 minutos em cada concentragdo). As células foram
infiltradas por uma resina epoxi (PolyBed 812, Electron Microscopy Sciences, EUA)
de forma gradual em 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 levado
para estufa a 60°C por 72h, para que a resina polimerize. Depois de polimerizados,
estes blocos foram seccionados na espessura de 70 nm com uma faca de diamante
(Drukker, Reino Unido) no ultramicrétomo Leica (Alemanha) ULTRACUT UC6 ou 7 e
coletados em grades de cobre de 300 mesh. Os cortes ultrafinos foram contrastados
com acetato de uranila 5% em agua por 40 minutos e em citrato de chumbo por 3
minutos e visualizados ao microscopio eletrénico de transmissdo Tecnai Spirit (FEI,

Holanda) com aceleragao de 120 kV.
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5. RESULTADOS

5.1. Andlise topografica de T. vaginalis em processo de secre¢cao de MVs
estimulado por CaCl; e ionéforo de calcio

A superficie de T. vaginalis tem sido estudada com a utilizacdo da
microscopia eletrénica de varredura. A maioria dos parasitas controle cultivados por
36 hs apresenta a tipica morfologia piriforme, com seus flagelos externalizados e
axostilo também evidente (Figs. 7). A superficie dessas células é relativamente lisa,

ainda que apresentando areas de projec¢des e depressoes.

Figura 7. Micrografias de células de T. vaginalis controle, cepa JT (Figs. a-c) e cepa
347 (Figs. d-f) exibindo seus flagelos, axdstilo e membrana ondulante. As imagens
foram obtidas por diferentes microscopios de varredura: Quanta 250 (Figs. a, b),
Auriga 40 (Figs. b, e) e Orion (Figs. c, f). Ax, axdéstilo; FA, flagelos anteriores; MO,
membrana ondulante.
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A incubacédo das células em meio contendo 1mM CaCl, ou 1mM de CaCl, +
4,5uM de ionoforo de calcio mostram que as tricomonas sio induzidas a secretar
uma populagcdo de MVs com tamanho heterogéneo.

%’}; & W

Figura 8. Microscopia de varredura de T. vaginalis cepa JT apds tratamento com
1mM de CaCl,. (a) Célula controle com morfologia tipica; (b) Células apds 5 minutos
de tratamento, note MVs aparentemente sendo liberadas (setas); (c¢) Apds 10
minutos de tratamento, as células exibem uma maior intensidade de MVs aderidas
na superficie celular (setas) e algumas brotando da membrana ondulante; (d)
Células tratadas por 20 minutos exibem MVs de diferentes tamanhos (setas) e
projecdes de membrana como “ruffles” (cabega de seta). Ax, axéstilo; FA, flagelos
anteriores; MO, membrana ondulante.
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Os in6culos foram tratados com 1mM de CaCl; ou com 1mM de CaCl, +
4,5uM de ionoforo de calcio, com intuito de facilitar a liberacdo de vesiculas,
estimuladas pelo calcio. As observacgdes feitas por MEV foram processadas com as
células em tratamento por 5, 10 e 20 minutos. No entanto, para as analises
utilizando MET apenas as amostras tratadas por 10 e 20 minutos foram
processadas. Os controles foram incubados em meio padrdo sem adicdo destes
compostos.

Em ambas as cepas de T. vaginalis, foi possivel observar, de acordo com o
tratamento, que células tratadas por 5, 10 e 20 minutos com 1mM de CaCl,
apresentam uma maior intensidade de MVs na superficie celular (Figs. 8b-d, 11b-d).
Especialmente, as células que foram tratadas por 10 minutos (Figs. 8c, 11c). Nos
experimentos com estimulo de 1 mM de CaCl;, seguido de 4,5uM de iondforo de
calcio as células apresentaram um menor numero de MVs aderidas na superficie
celular (Figs. 10, 12-13). Durante as observagbes destes ensaios de indugdo de
processos secretérios, foram realizadas contagens utilizando MEV das células que
apresentavam MVs na superficie celular (Fig. 9). Nestas analises, observamos que a
cepa de T. vaginalis 347 (Fig. 9b) apresentou uma quantidade um pouco maior de
MVs sendo liberadas que com a cepa JT (Fig. 9a), quando comparados os controles
e 0s respectivos tratamentos. Em ambas as cepas, o tratamento com estes
compostos por 10 minutos foi o que demonstrou um numero maior de células
liberandos estas vesiculas. Cabe ainda ressaltar que nesse tempo a incubagao
apenas com calcio alcangou a maior intensidade de liberacdo de vesiculas uma vez
que os dados sdo praticamente iguais aos obtidos com o tratamento subsequente
com o ionoforo de calcio. Destaca-se que nesse experimento analisamos as
vesiculas ainda associdas a superficie do parasita e ndo as vesiculas liberadas
efetivamente e que foram quantificadas usando outra metodologia como sera

descrito mais abaixo.
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Figura 9. Quantificagdo do numero de parasitas contendo microvesiculas na
membrana plasmatica. (a) Numero de parasitas da cepa JT, menos patogénica; (b)
Numero de parasitas da cepa 347, mais patogénica.
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Em contrapartida, os sobrenadantes destes ensaios apresentam uma maior
populagdo de MVs quando comparados com os tratados apenas com 1mM de CaCl,
(Fig. 25).

Nestas células tratadas com ionoforo de calcio por 5 e 10 minutos, utilizando-
se as cepas JT e 347, respectivamente, foram observadas intumescéncias na ponta
dos flagelos (Figs. 10b, 12a), semelhantes as estruturas extra-axonemais
recentemente descritas (COCERES et al., 2021). Durante 20 minutos de tratamento
com o ionoforo de calcio, foram observadas células arredondadas, iniciando o
processo de internalizagao dos flagelos e formas tipicas de pseudocistos (formas
endoflagelares) (Figs. 10c, 12b, 13). Flagelos estes que apresentaram MVs brotando
e sendo liberadas (Fig. 14a), assim vistos com bastante intensidade em células em
divisao (Fig. 12b).
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Figura 10. Microscopia eletrbnica de varredura representativa da liberagdo de
microvesiculas de T. vaginalis cepa JT apdés tratamento com 1mM de CaCl;, + 4,5uM
de iondforo de calcio. (a) Células tratadas por 5 minutos exibindo microvesiculas na
superficie celular (setas); (b) Células apos tratamento por 10 minutos, observam-se
além das microvesiculas (setas) dilatagoes na extremidade dos flagelos (cabega de
seta); (c) Células tratadas por 20 minutos, observamos a internalizagao dos flagelos.
Note algumas microvesiculas (seta) e pontos de endocitose (asteriscos).
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Figura 11. Microscopia de varredura de T. vaginalis cepa 347 apds tratamento com
1mM de CaCl,. Controle (a); (b) Apds tratamento por 5 minutos, é possivel notar
microvesiculas projetando-se da membrana plasmatica do parasita (setas); (c) Apos
10 minutos de tratamento, as células exibem uma maior intensidade de
microvesiculas aderidas a superficie celular (setas), algumas brotando da membrana
ondulante e intumescéncia da membrana plasmatica (cabeca de seta); (d) Células
tratadas por 20 minutos exibindo microvesiculas de tamanhos heterogéneos na
superficie celular (setas) e projegdes préxima a membrana ondulante.
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Figura 12. Microscopia eletrbnica de varredura representativa da liberagdo de
microvesiculas de T. vaginalis cepa 347 apds tratamento com 1mM de CaCl, +
4,5uM de iondforo de calcio. (a) Células tratadas por 5 minutos exibindo
microvesiculas na superficie celular (setas) e dilatagbes na extremidade dos flagelos
(cabeca de seta); (b) Note a célula em divisdo apds tratamento por 10 minutos
exibindo uma maior intensidade de microvesiculas na superficie celular (setas).
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Figura 13. Microscopia de varredura de alta resolugdo com ions Hélio representativa
da liberagao de microvesiculas de T. vaginalis cepa 347 apos tratamento com 1mM
de CaCl, + 4,5uM de ionoforo de calcio por 20 minutos. Note a presenca de
microvesiculas na superficie da célula (setas), axostilo ndo aparente, grande MV
sendo liberada (cabega de seta) e pequenas microvesiculas aderidas nos flagelos.
F, flagelos.
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Figura 14. Microscopia de varredura de alta resolu¢do com ions Hélio em maior
aumento das observagdes da liberagdo de microvesiculas projetando-se do flagelo
(a) e da membrana plasmatica (b) dos parasitas arredondados sob condi¢des de
tratamento por 20 minutos com 4,5uM de ionoforo de calcio. Note a presenca de
microvesiculas aderidas (asteriscos) e, aparentemente, brotando (setas) destas
superficies. F, flagelos.
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5.2. Observagoes ultraestruturais de T. vaginalis em processo secretoério
induzido por CaCl; e ionéforo de calcio

A biogénese das diferentes vesiculas extracelulares se da por mecanismos
distintos, como, por exemplo, o influxo de calcio que estimula a liberacdo de MVs a
partir do brotamento da membrana plasmatica. Durante nossos ensaios de inducgao
e apds as analises por microscopia de varredura, buscamos investigar possiveis
alteracbes ultraestruturais nos parasitas tratados comparados aos controles. No
processamento de rotina para a microscopia eletrénica de transmiss&o conseguimos
observar (Figs. 15-22) que as células tratadas por 10 e 20 minutos com 1mM de
CaCl2 ou 1mM de CaCl2 + 4,5uM de ionoforo de calcio apresentaram eventos
importantes, como alteragbes na conformacédo da membrana plasmatica nas células
tratadas, a qual da origem ao brotamento das MVs, intensa formacado de corpos
multivesiculares (Figs. 17, 18, 19b, 20-21), compartimentos que, por fusdo com a
membrana plasmatica, liberam exossomos no meio extracelular, e internalizacdo dos
flagelos (Figs. 18, 22).

Nesta modalidade de microscopia, observamos o momento em que um
grande MV estaria se projetando da membrana plasmatica dos parasitas, cepa JT
(Fig. 15b) e cepa 347 (Fig. 19b), tratados por 10 minutos com 1mM de CaCl2. Com o
tratamento por 20 minutos, analisamos uma célula em divisdo, da cepa JT, com uma
intensa liberacao de MVs da superficie celular (Fig. 16). Na cepa 347 tratada com
CaCl2 por 20 minutos (Fig. 20), podemos observar detalhes de corpos
multivesiculares e a intensa ondulacdo da membrana do parasita. O mesmo foi
observado para células desta mesma cepa que foram tratadas por 10 minutos com
1mM de CaCl2 + 4,5uM iondforo de calcio (Fig. 21).

Os resultados revelaram que, assim como na microscopia eletrbnica de
varredura e na varredura de alta resolugédo com ions Hélio, as células tratadas com
1mM de CaCl2 + 4,5uM iondforo de calcio por 20 minutos (Figs. 18a, 22a) iniciam
um processo de internalizagédo dos flagelos ou ja assumem caracteristicas tipicas de
pseudocistos (formas endoflagelares). Ainda assim, observamos a presenga de
corpos multivesiculares (Figs. 18a-b, 22a-b) e uma populagédo de MVs com tamanho
heterogéneo no espacgo extracelular (Fig. 22a-b).



61

Figura 15. Microscopia eletrénica de transmissao de T. vaginalis cepa JT controle
(a) e célula apoés tratamento com 1Mm CaCl, por 10 minutos (b). Note a liberagao
(seta) de uma microvesicula (asterisco). FR, flagelo recorrente; H, hidrogenossomo
MO, membrana ondulante; RE, reticulo endoplasmatico; V, vacuolo.
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Figura 16. Microscopia eletrénica de transmissao de T. vaginalis, cepa JT, tratadas
com 1mM de CaCl, por 20 minutos. (a) Observe a presengca de microvesiculas
(setas) brotando da membrana plasmatica; (b) Em maior aumento detalhes no
processo de liberagao das microvesiculas (asteriscos). H, hidrogenossomos; MO,
membrana ondulante.
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Figura 17. Microscopia eletrénica de transmissédo de T. vaginalis, cepa JT, tratada
com 1mM de CaCl, + 4,5uM de iond6foro de calcio por 10 minutos. Note uma
proeminéncia de membrana plasmatica (seta), semelhante a observada em células
aparentemente secretando material no meio extracelular. Os flagelos anteriores
internalizados indicam que o parasita estd em processo de formacado de
pseudocisto. FA, flagelos anteriores; H, hidrogenossomo; MO, membrana ondulante.
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Figura 18. Microscopia eletrbnica de transmissdo apos tratamento com 1mM de
CaCl; + 4,5uM iondforo de calcio por 20 minutos de T. vaginalis, cepa JT. (a) Foram
observados parasitos na forma endoflagelar, com regides vesiculares (asteriscos);
(b) Em maior aumento, é possivel notar com mais detalhes estruturas semelhantes
as microvesiculas (asteriscos). F, flagelos; G, Golgi; H, hidrogenossomo; N, nucleo;
RE, reticulo endoplasmatico; V, vacuolo.
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Figura 19. Microscopia eletrénica de transmissao de T. vaginalis cepa 347 controle
(a) e célula apés tratamento com 1Mm CacCl, por 10 minutos (b). Note uma protusao
de membrana (seta) proxima a um corpo multivesicular (asterisco). FR, flagelo
recorrente; H, hidrogenossomo; MO, membrana ondulante N, nucleo; RE, reticulo
endoplasmatico; V, vacuolo.
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Figura 20. Microscopia eletrbnica de transmissé&o de T. vaginalis, cepa 347, apés
tratamento com 1mM de CaCl, por 20 minutos. Note a intensa ondulacdo da
membrana plasmatica do parasita e a presenga de corpos multivesiculares (setas).
MO, membrana ondulante; N, nucleo; RE, reticulo endoplasmatico.
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Figura 21. Microscopia eletrénica de transmissao de T. vaginalis, cepa 347, tratada
com 1mM de CaCl, + 4,5uM iondéforo de calcio por 10 minutos. (a) Observe a
presenca de corpos multivesiculares (seta) e vesiculas do lado externo (cabega de
setas); (b) Em maior aumento, observamos vesiculas do lado externo (asterisco) e a
seta aponta um corpo multivesicular. FA, flagelos anteriores; H, hidrogenossomo;
MO, membrana ondulante; N, nucleo.
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Figura 22. Microscopia eletrébnica de transmissdo apos tratamento com 1mM de
CaCl, + 4,5uM iondforo de calcio por 20 minutos de T. vaginalis cepa 347. (a)
Células arredondadas apos tratamento exibindo microvesiculas na superficie celular.
Observamos uma intensa quantidade de microvesiculas (setas), sugerindo que
houve liberagdo e células com aspecto saudavel; (b) Um maior aumento desta
regido apresentando intensa quantidade das microvesiculas ja do lado extracelular
(setas). H, hidrogenossomos; N, nucleo; RE, reticulo endoplasmatico; V, vacuolo.
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5.3. Morfologia das microvesiculas liberadas por T. vaginalis

Uma vez que foi observada a presengca de MVs por T. vaginalis de forma
constitutiva e apos tratamento com cloreto de calcio e ionéforo de calcio, em
determinadas concentragées e periodos distintos, analisamos a morfologia e a
cinética de liberagdo de MVs, em MET e pelo DLS, respectivamente, por tempo de
tratamento das células. Para estes experimentos, foram inoculados 1x10° parasitos
em meio TYM sem soro e na presenca de 1mM CaCl, ou de 1mM CaCl, + 4,5uM
iondforo de calcio. Nas analises de controle, as células foram incubadas apenas em
meio sem soro. Apos o tempo de tratamento de cada amostra, as células foram
separadas do sobrenadante por centrifugagcdo diferencial e o meio com as MVs
passou por um filtro estéril com membrana de 0,22um para evitar contaminantes
como restos celulares. O meio isento de células foi levado para a ultracentrifugacao,
para que as MVs fossem concentradas e depois ressuspendidas em PBS estéril.

Nos experimentos para caracterizar a estrutura das MVs, foram utilizados
sobrenadantes das células controle. As amostras concentradas foram depositadas
em grades de cobre cobertas com um filme de formvar e contrastadas com 5% de
acetato de uranila (Fig. 23 a-b), onde é possivel notar perfis de membrana

semelhantes de microvesiculas caracteristicamente arredondadas.



Figura 23. Visdo geral da fragdo enriquecida de microvesiculas obtidas apods
processamento de centrifugagéo diferencial visualizada por microscopia eletrénica
de transmissao utilizando contrastagdo negativa com acetato de uranila. (a)
microvesiculas das T. vaginalis JT, cepa menos patogénica; (b) microvesiculas de T.
vaginalis 347, cepa mais patogénica.

Apés estas observacgoes, foi processado um gradiente com diferentes concentragoes
de sacarose para separar as MVs e coletar fragdes purificadas, com tamanhos
aproximados entre 150 a 250 nm. As fragbes coletadas foram montadas em grades
cobertas com filme de formvar e contrastadas com 3% de aurotioglicose. As
estruturas microvesiculares apresentaram perfis semelhantes e tamanhos

heterogéneos, observados com melhor resolugao (Fig. 24 a-d).
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Figura 24. Visado geral da fragao enriquecida de microvesiculas de T. vaginalis cepa
JT (a-b) e T. vaginalis cepa 347 (c-d), cepa de menor e maior patogenicidade,
respectivamente, obtidas apds ultracentrifugacdo em um gradiente com diferentes
concentracdes de sacarose.
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Apoés as observagbes para caracterizar a morfologia das MVs, as amostras
em suspensao foram analisadas pelo DLS, com objetivo de mensurar o perfil de
distribuicdo de tamanho das microvesiculas.

Nas cepas utilizadas para o estudo, JT e 347, as analises demonstraram que
T. vaginalis produz MVs de tamanhos diferentes, apds tratamento com calcio,
diferentemente do controle, e com o decorrer do tempo de tratamento as células
liberam MVs maiores (Fig. 25), com tamanho médio entre 80 nm e 200 nm. As MVs
da cepa 347 (Fig. 25b) demonstraram ser maiores que as da cepa JT (Fig. 25a).
Além disso, é possivel observar que € superior o estimulo da liberagdo de MVs
quando as células de ambas as cepas sdo induzidas também pelo ionéforo de

calcio.
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Figura 25. Graficos representativos do espalhamento dindmico de luz das
microvesiculas isoladas apds concentragdo por ultracentrifugagcdo. Média do
didmetro das microvesiculas secretadas pela cepa JT (a) e cepa 347 (b). Os graficos
representativos mostram a média das amostras de trés experimentos independentes
em triplicata dos perfis de tamanhos das microvesiculas.
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5.4. Ensaios de interacao entre T. vaginalis e células hospedeiras

Os experimentos de interacdo foram feitos na proporcdo de 5:1,
parasitos:célula epiteliais vaginais HMVII (Fig. 26), uma linhagem de células
epiteliais vaginais humana, em intervalos de tempos de 30 minutos e 1h com o
objetivo de analisar nos primeiros momentos da interagdo, tanto o comportamento

das tricomonas quanto os possiveis danos causados pelos protozoarios as células

epiteliais.

Figura 26. Micrografia eletronica de varredura da linhagem de célula epitelial vaginal
humana (HMVII) controle, sem a interagdo com T. vaginalis.

Durante nossas observacdes, estudando o processo de secregcao das
microvesiculas, notamos que ambas as cepas de T. vaginalis, JT e 347, projetam
estruturas finas semelhantes a nanotubos de tunelamento (Figs. 27, 28). Estas
estruturas podem transportar diversos conteudos entre as células (Fig. 25b) ou
serem projetadas e ficarem livres, sem contato com outra superficie, alcangando
tamanhos de quase 10um (Fig. 28). Ap6s 1 hora de interagdo, observamos que 0s
parasitas projetam seus flagelos em diregdo as células epiteliais e parecem
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demonstrar uma forte adesao a estas células hospedeiras (Figs. 29-30), envolvendo
quase toda sua superficie na forma amebdide (Fig. 30).

A microscopia de varredura em alta resolugdo utilizando o microscépio de
ions Hélio Orion NanoFab da Zeiss favoreceu a analise e a obtencao de detalhes da
interacdo entre as tricomonas e as células vaginais. Assim, observamos que as
células tratadas com 1mM de CaCl, ou 1mM de CaCl, + 4,5uM de ionoforo de calcio
por 10 minutos apresentavam diversas MVs na superficie do parasita e sendo
liberadas no meio (Figs. 31-34). Percebe-se que os parasitas tratados com 1mM de
CaCl; por 10 minutos aderem melhor a superficie das células hospedeiras (Figs. 31,
33) quando comparadas as células tratadas com 1mM de CaCl, + 4,5uM de ionéforo
de calcio por 10 minutos (Figs. 32, 34). Também observamos a intumescéncia na
extremidade dos flagelos, semelhante as estruturas extra-axonemais formadas em
resposta a exposi¢cao da célula hospedeira (Fig. 32) e formas endoflagelares (Fig.
34), que apresentam projegbes finas, semelhantes a nanotubos, com dilatagdes
condizentes de conteudo em transito. Além de tipicas MVs sendo liberadas nas
proximidades da superficie da célula hospedeira.
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Figura 27. Microscopia eletrénica de varredura de alta resolugdo da interacéo entre
T. vaginalis JT (Tv) com células vaginais HMVII por 30 minutos. Durante as analises,
foram feitas observacdes de estruturas finas semelhantes a nanotubos de
tunelamento (a) sendo projetadas entre as tricomonas (setas); (b) Em maior
aumento € possivel notar que existe um conteudo que aparenta ser transportado
entre as células (seta).
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Figura 28. Microscopia eletronica de varredura de alta resolugao da interacao entre
T. vaginalis, cepa 347, com células vaginais HMVII durante 30 minutos. Note que as
tricomonas se encontram firmemente aderidas as células hospedeiras, e
apresentam-se em forma amebdide. Nestas observagdes, podemos destacar a
projecao de nanotubos livres (setas). T, T. vaginalis; V, célula vaginal.
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Figura 29. Microscopia eletrénica de varredura de alta resolugdo apos ensaio de
interacdo entre T. vaginalis, cepa JT, com células epiteliais vaginais HMVII por 1
hora. Notamos que as tricomonas se encontram arredondadas e com seus flagelos
aparentemente aderidos as células epiteliais. E, célula epitelial vaginal; T, T.
vaginalis.
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Figura 30. Microscopia eletrénica de varredura de alta resolu¢gdo apos ensaio de
interacédo entre T. vaginalis cepa 347 (T) com células epiteliais vaginais HMVII (E)
por 1 hora. Nota-se as tricomonas aderidas as células epiteliais sem apresentar
indicios de danos.
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Figura 31. Microscopia de varredura de alta resolugdo com ions Hélio da interagao
de 1 hora entre T. vaginalis JT tratadas com 1mM de CaCl, por 10 minutos com
células vaginais HMVII. Note a presenga de pequenas (setas) e grandes (asteriscos)
MVs aparentemente sendo liberadas da membrana plasmatica e a intumescéncia na
ponta do flagelo (cabeca de seta). T. T. vaginalis; V, célula vaginal.
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Figura 32. Microscopia eletrénica de alta resolu¢do com ions Hélio da interagdo por
1 hora entre T. vaginalis, cepa JT, tratada com 1mM de CaCl; + 4,5uM de ion6foro
de calcio por 10 minutos e células vaginais HMVII. Note que algumas vesiculas
parecem estar sendo liberadas do parasita (cabega de seta) e a intumescéncia na
ponta do flagelo projetado (setas). T, T. vaginalis; V, célula vaginal.



82

Figura 33. Microscopia de varredura de ions Hélio do processo de interagao por 1
hora entre T. vaginalis, cepa 347, tratada com 1mM de CaCl, por 10 minutos com
células vaginais HMVII. Observe populagdes de MVs (setas) com diferentes
didametros sendo liberadas pelo parasita. T, T. vaginalis; V, célula vaginal.
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Figura 34. Microscopia de varredura de alta resolugdo com ions Hélio da interagao
de 1 hora entre T. vaginalis, cepa 347, tratada com 1mM de CaCl, + 4,5uM de
ionoforo de calcio por 10 minutos e células vaginais HMVII. (a) Visdo geral da
interacdo dos parasitas arredondados projetando estruturas finas, semelhantes a
nanotubos, com dilatagdes evidentes (setas) e secretando MVs de tamanho
heterogéneo (cabeca de seta e asteriscos); (b) Em maior aumento, é possivel
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observar a liberagdo de MVs (asteriscos) proximas as células hospedeiras. T, T.
vaginalis; V, células vaginais.
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6. DISCUSSAO

O estudo da superficie celular de protozoarios patogénicos tem despertado o
interesse de varios grupos de pesquisa nos ultimos anos. Ainda que a maioria dos
grupos tem se dedicado a analises bioquimicas ha iniciativas de analise utilizando
microscopia eletrénica de varredura ou de ions (Revisdo em DE SOUZA e MATTIAS,
2018). Por outro lado, ha no momento grande interesse em se desvendar aspectos
relacionados com o processo de comunicagao intercelular com a participagao de
vesiculas extracelulares liberadas pelos parasitas. Essas vesiculas (VEs) foram
descritas em todas as células eucaridticas e procaridticas como estruturas
membranosas liberadas e carregadas com biomoléculas, incluindo acidos nucléicos,
glicoconjugados, lipidios e proteinas (RAPOSO e STOORVOGEL, 2013; KALLURI e
LEBLEU, 2020). Dois grupos principais de vesiculas com biogénese e tamanho
diferentes sdo considerados os mais predominantes: (1) exossomos (30-100 nm)
originados de corpos multivesiculares e (2) microvesiculas (100-1000 nm) originados
da membrana plasmatica (KALLURI e LECLEU, 2020).

Estudos em  protozoarios patogénicos pertencentes a familia
Trypanosomatidae, onde temos patégenos do género Leishmania spp.,
Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei, atualmente agrupados como TriTryps,
evidenciaram que vesiculas extracelulares participam ativamente durante a
interacdo parasita-célula hospedeira, promovendo evasdo do sistema imunolégico e
criando um ambiente que beneficia o parasita para o estabelecimento da infecgao
(KAYAMA e TAKEDA, 2010; GANNAVARAM et al., 2016; STIJLEMANS et al., 2016;
DE SOUZA e BARRIAS, 2020; DANTAS-PEREIRA et al. 2021). Além disso, existem
novas propostas para a aplicagao translacional de VEs no tratamento, diagnostico e
imunizagao, para combater as doengas negligenciadas causadas por estes parasitas
(ROSSI et al.,, 2021). Em protozoarios parasitas anaerdbicos ou microaerdfilos,
como os patdogenos humanos entéricos Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis,
Cryptosporidium parvum, Blastocystis hominis e parasitas do trato urogenital, como
T. vaginalis, sdo capazes de sobreviver em um ambiente com privagdo de oxigénio.
Mas, apesar de viverem em ambientes hostis, estes patdégenos adotaram diferentes
estratégias para sobreviver dentro dos hospedeiros, como a liberagdo de vesiculas

extracelulares (VEs) que tem se tornado uma atividade importante no estudo da
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patogénese destes parasitas (HU et al., 2013; TWU et al., 2013; GAVINHO et al.,
2020; SHARMA et al., 2020; SABATKE et al., 2021).

T. vaginalis, um parasita humano, causa a infec¢do nao viral sexualmente
transmissivel mais prevalente em todo o mundo. Este patdgeno secreta vesiculas
extracelulares que modulam sua interagdo com as células hospedeiras (TWU et al.,
2013; OLMOS-ORTIZ, L. M. et al. 2017; NIEVAS et al., 2018; RAl e JOHNSON,
2019; ARTUYANTS et al., 2020). Em nosso trabalho desenvolvemos ensaios para
estudar aspectos da biologia celular referentes aos processos de liberagdo das
microvesiculas de duas cepas de T. vaginalis, apos estimulo com CaCl, e iondéforo
de calcio, por se tratar de um campo ainda pouco explorado. A secreciao dessas
microvesiculas gera diversas questdes que ainda estdo em estudo, tais como: (1) As
T. vaginalis sao capazes de secretar um numero maior de vesiculas na presenga de
calcio? (2) Existem diferengas na morfologia destas vesiculas? (3) No processo de
interagcdo com células vaginais os protozoarios induzidos a secretar microvesiculas

apresentam maior patogenicidade?

A liberagdo de vesiculas extracelulares por T. vaginalis ja foi verificada
previamente durante o contato com o hospedeiro (TWU et al., 2013; OLMOS-ORTIZ
et al., 2017) e isoladas (NIEVAS et al.,, 2017). Twu et al. (2013) mostraram que

exossomos sao liberados e modulam as respostas imunes das células hospedeiras.

Devido ao desafio no estudo destas vesiculas pela complexidade de sua
biogénese e vasta heterogeneidade de tamanho, composi¢do e origem, quando ja
estdo liberadas, foi necessario desenvolver um arsenal de técnicas para detecta-las
e caracteriza-las. Algumas se baseiam em suas propriedades biofisicas e no uso de
marcadores moleculares e fluorescentes. Os procedimentos de deteccdo mais
utilizados sao Western blotting, analise de rastreamento em nanoescala e
microscopia eletrdnica (GARDINER et al., 2013). Em nosso trabalho usamos, além
da microscopia eletrénica de varredura e de transmissdo, a microscopia de alta
resolugcdo com ions Hélio e o DLS, tecnologias desenvolvidas para observagdes de
estruturas em escala nanométrica e com capacidade de mensurar particulas em
suspensao, respectivamente. A utilizagdo do microscopio de varredura de ion Hélio

aumenta significativamente a resolugdo de estruturas sub-nanométricas e tem se
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mostrado uma excelente ferramenta para analisar algumas das estruturas mais
infimas da célula. Oferece varias vantagens, incluindo melhor visializagédo de
estruturas nanomeétricas de superficie, ja que atinge uma resolugédo da ordem de 0.3
nm, maior profundidade de campo e um sistema de compensagao de carga que
permite a geragdo de imagens de amostras nao condutoras, tornando esta
modalidade de microscopia uma técnica de imagem de alta resolugdo altamente
promissora (DE SOUZA e ATTIAS, 2018; SCHMIDT et al., 2021). Por outro lado, as
microvesiculas e exossomos em suspensao sofrem movimento browniano, que se
traduz em flutuagdes de dispersao de luz em uma fase liquida. Esta propriedade é
medida pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS), que fornece
informagdes sobre o tamanho e a heterogeneidade da amostra de forma aprimorada
(GANDHAM et al., 2020).

Nas nossas observagdes por microscopia eletrbnica de varredura e com a
microscopia de varredura de alta resolugdo com ions Hélio, observamos que as T.
vaginalis produzem populagdes de vesiculas extracelulares com tamanhos
heterogéneos. Este evento ocorre de modo constitutivo, em ceélulas ndo tratadas,
mas tem maior intensidade quando as células sao incubadas na presenca de CaCl,
e iondforo de calcio. Estes dados estdo de acordo com estudos realizados em T.
vaginalis, cepa B7RC2, tratadas com 1mM de CaCl, para induzir a producédo de
MVs, que s&o liberados da membrana plasmatica e dos flagelos do parasita
(NIEVAS et al., 2017). Observamos, ainda, que células tratadas com cloreto de
calcio e iondéforo de calcio produzem um maior numero de MVs quando comparadas
com ceélulas controle. Aqui cabe distinguir as vesiculas que s&o observadas ainda na
superficie celular daquelas efetivamente liberadas no meio extracelular. Em relag&o
as primeiras, nossas observagdes apontam para um aumento significativo, da ordem
de quatro vezes, quando é realizada a incubacdo com 1 mM de CaCl, por 10
minutos. No entanto, ndo observamos ampliagdo com a utilizacdo do ionoforo de
calcio. Quando se analisa a produgao de vesiculas efetivamente liberadas, e que
sdo avaliadas pelo DLS, os dados mostram um aumento crescente de liberacéo,

mas também com pouca ampliagao quando se utiliza o ionoforo.

Em outros sistemas celulares melhor caracterizados, o processo de liberagéo
destas MVs conta com a colaboragcdo da proteina VPS32, membro do complexo
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ESCRTIII (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) que é responsavel
por mecanismos fundamentais na remodelagcdo de membranas, pingamento e
liberacdo de microvesiculas, como também descrito no hematozoario Plasmodium
falciparum (AVALOS-PADILLA et al.,, 2021; COCERES et al., 2021) e em T.
vaginalis (SALAS et al., 2022). Neste contexto, foi observado que parasitas que
superexpressam VPS32 tém um aumento notavel na aderéncia as células do
hospedeiro, em comparagdo com os parasitas-controle, demonstrando um papel
essencial para esta proteina na mediacao das interagdes do parasita com as células
do hospedeiro. Estes sdo mecanismos moleculares importantes, que fornecem
informagdes sobre a biogénese das VEs, classificagdo de conteudo e patogénese do
parasita (SALAS et al., 2022).

Nossos resultados mostram que o aumento dos niveis de calcio afeta a
formacédo de MVs em T. vaginalis. Observamos que células tratadas com 4,5uM de
iondforo de calcio liberam intensa quantidade de vesiculas, inclusive com diametros
maiores que as células-controle, assim como observado pelo tratamento com 1mM
de CaCl,. Esta intensa liberacdo de MVs se da pelo tratamento com iondforo,
sabendo que este composto pode desencadear o processo de fusao (LAKKARAJU e
RODRIGUEZ-BOULAN, 2008), visto que o mecanismo de formacao de MVs envolve
a mobilizagdo de calcio intracelular com atividade de calpaina, ativacdo de
scramblase e inibicao de flippase (COCUCCI et al., 2009; CAMUSSI et al., 2010).
Semelhante a isso, foi visto em Giardia duodenalis que quando o protozoario €
incubado na presenga de calcio existe o estimulo a secretar microvesiculas e
exossomos (EVANS-OSSES et al., 2017).

O uso do ionoforo de calcio com o objetivo de facilitar a entrega de calcio para
as ceélulas € pouco explorado em protozoarios patogénicos. Em T. cruzi resultados
semelhantes foram observados, sabendo que o nivel de calcio intracelular estimula a
liberacdo de VEs, as células foram tratadas com ionéforo de calcio e houve um
aumento na liberagdo de VEs (SAVINA et al., 2003; CRONEMBERGER-ANDRADE
et al., 2020). Cientes que a mobilizagao de calcio intracelular é necessaria para a
biogénese de MVs da membrana plasmatica, o composto foi utilizado para estudar o
efeito do aumento do calcio intracelular na vesiculagdo dos parasitas. Visto que o

iondforo ativa canais de calcio, mobiliza complexos da membrana plasmatica e
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calcio a partir do reticulo endoplasmatico (TAYLOR et al.,, 2020). Assim como
observado o arredondamento em células de mamiferos que foram tratadas por
periodos prolongados com o ionéforo de calcio (JAISWAL, ANDREWS e SIMON,
2002), em nossas analises verificamos também que as tricomonas tratadas por 20
minutos com o ionéforo de calcio adquirem uma morfologia mais arredondada que a
tipica piriforme encontrada em culturas axénicas ou assumem formas de
pseudocistos. A presenca destas formas esféricas com flagelos internalizados,
denominados pseudocistos ou formas endoflagelares, tém sido comumente
encontrados nesses parasitas (LIPMAN et al. 1999; GRANGER et al. 2000;
PEREIRA-NEVES et al., 2012; DA COSTA e BENCHIMOL 2004, RIBEIRO et al.
2015; CASTRO et al. 2016). Os pseudocistos sdo observados principalmente em
condigbes desfavoraveis ou de muito estresse provocado por drogas ou deprivagéo
de nutrientes e, em baixa proporcdo, em condicbes de cultura axénica in vitro
(PEREIRA-NEVES et al., 2003). Embora o pseudocisto de T. vaginalis tenha sido
definido, estudos mais profundos ainda se fazem necessarios (PEREIRA-NEVES et
al., 2003; HUSSEIN e ATWA, 2008 ; AFZAN e SURESH, 2012; DIAS-LOPES et al.,
2017).

Em nosso trabalho observamos também a formagao de intumescéncias na
ponta dos flagelos de ambas as cepas de T. vaginalis de culturas axénicas e em
ensaios de interacdo. Estes detalhes foram observados com maior frequéncia em
células que foram tratadas com calcio. Estas estruturas se assemelham com
estruturas extra-axonemais (EAS), recentemente elucidadas morfolégica e
funcionalmente em T. vaginalis e T. foetus (COCERES et al., 2021). A membrana
destas EAS possui um alto numero de particulas intramembranosas e a presenca
destas formam rosetas circulares na membrana dos flagelos anteriores das
tricomonas (BENCHIMOL et al., 1981; BENCHIMOL e DE SOUZA, 1990). Essas
particulas de membrana poderiam estar envolvidas na detecgao ativa do ambiente
extracelular e desempenhar um papel fundamental no controle dos niveis locais de
calcio para regular o batimento flagelar (BENCHIMOL, 2004; LENAGHAN et al.,
2014). A presenga de calcio forneceria um maior controle e motilidade para as
células, auxiliando nas interagdes patogeno-hospedeiro e para atividades
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metabodlicas que podem participar da transferéncia de energia dentro do flagelo
(GINGER et al., 2013; SHAW et al., 2019; ZHANG et al., 2021).

Durante as periodicas observagdes do processo de interacdo das tricomonas
com células vaginais, também notamos a projecdo de estruturas semelhantes a
nanotubos de tunelamento, no processo de interacdo e em células livres conectando
entre si. Os nanotubos sao estruturas de membrana tubular com diametro médio de
70nm, que variam em comprimento, forma, contém F-actina e, geralmente, proteinas
de adesdao em uma das extremidades (HAN e WANG, 2021). Observagbes por
microscopia de alta resolucdo se faz importante, visto que suas caracteristicas
morfologicas os tornam diferentes de outras protrusdes celulares, como filopodios e
citonemas (DE SOUZA e BARRIAS, 2020; HAN e WANG, 2021). Estas estruturas
podem surgir de forma espontanea, como observado em T. foetus (BENCHIMOL et
al., 2021), mas também ¢é proposto que o aumento da concentragdo de calcio
intracelular e do transito do mesmo para células vizinhas estimule a fina projecéo de
membrana (SMITH, SHUAI e PARKER, 2011; LOCK, PARKER e SMITH, 2016).

Observamos também algumas dilatagcbes no decorrer destes nanotubos,
sugerindo que houvesse material em transito, o que €& mais favoravel para o
transporte de organelas maiores e vesiculas de diferentes origens (ONFELT et al.,
2006). Os nanotubos também permitem a transferéncia de pequenas moléculas,
proteinas e organelas entre as células (KOLBA et al., 2019). Portanto, os TNT
serviriam como uma forma de comunicagéo entre células a longa distédncia na forma
de condutos celulares diretos, sendo considerados distintos de outros mediadores
da comunicagéao célula-célula ou fatores paracrinos que sao secretados (FREI et al.,
2015). Outro dado relacionado a comunicagdo dependente de TNT é a
disseminagao de substancias infecciosas (JANSENS et al., 2020). A transferéncia de
moléculas € um fator determinante no transporte de antigenos infecciosos, mas, nos
ultimos anos, foram descritos que virus de muitas familias, incluindo retrovirus,
herpesvirus e ortomixovirus, disseminaram-se via nanotubos (KUMAR et al., 2017;
PANASIUK et al.,, 2018; JANSENS et al.,, 2020). Além de virus, micoplasma,
bactérias e parasitas causadores da malaria também se propagaram por meio de
TNTs (ONFELT et al., 2006; RUPP et al., 2019; KIM et al., 2019).
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As VEs sao atualmente um foco de intenso interesse na compreensao de seu
papel na comunicagado intercelular, disseminagdo de moléculas bioativas e sua
contribuigdo na progressédo de doengas. Embora os TNTs sejam comparativamente
menos descritos, eles possuem um grande potencial ndo apenas no estudo da
comunicagao celular, mas também em seus papéis multifacetados na progressao de
doengcas (NAWAZ e FATIMA, 2017). Embora estruturas como exossomos,
ectossomos, citonemas e nanotubos tenham sido observadas por muitos anos,
apenas mais recentemente foram reconhecidas como participantes de processos da
comunicagao célula-célula. Até recentemente, a participagdo na comunicagao era,
geralmente, considerada como ocorrendo exclusivamente em jun¢gées comunicantes
e em processos secretores nos quais os mediadores s&o liberados nas proximidades
dos receptores (DE SOUZA e BARRIAS, 2020). Desse modo, sua presenga em
tricomonas confere uma area de grande interesse e que pode ter relagdo com o grau

de patogenicidade do parasita e sua comunicagdo coom a célula hospedeira.
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7. CONCLUSOES

A utilizagdo de microscépios de varredura de alta resolucdo e a boa
preservacao dos parasitas durante o processamento das amostras favoreceu
a observacdo de estruturas nanométricas, como as microvesiculas e
exossomos, além de detalhes das células que, aparentemente, estariam
liberando estas vesiculas.

O estimulo com CaCl, estimulou a produgcédo de microvesiculas em ambas as
cepas, JT e 347, de T. vaginalis, essa liberagao foi dependente do estimulo e
tempo de tratamento;

O ionoforo de calcio também estimula, ainda que em menor intensidade, a
liberacdo de microvesiculas. Contudo, células arredondas e pseudocistos
foram observados em periodos de tratamento prolongado;

Em estudos relacionados com a formac&o de microvesiculas € importante
analisar o que se passa na superficie celular, o que pode ser feito usando
microscopia de varredura de alta resolucdo, com o que é efetivamente
liberado e que pode ser analisado tanto usando o DLS como constratagao
negativa do sobrenadante.

T. vaginalis projeta nanotubos. Em nossas observagdes utilizando modernas
técnicas de microscopia eletronica de varredura, encontramos nanotubos com
uma possivel presenga de material em vias de transporte, sugerindo mais um
mecanismo que o parasito, provavelmente, utilizaria para ter sucesso como

agente infectivo.
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