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"Butterflies and Hurricanes"

(Muse)

change,
everything you are
and everything you were
your number has been called
fights, battles have begun
revenge will surely come

your hard times are ahead

best,
you've got to be the best
you've got to change the world
and you use this chance to be heard

your time is now



Resumo

Toxoplasma gondii ¢ um parasito intracelular obrigatério, agente etiologico da
toxoplasmose. O encistamento ¢ uma etapa fundamental do seu ciclo de vida,
permitindo o seu escape do sistema imune do hospedeiro intermediario, sendo uma das
vias de transmissdao do parasito entre os hospedeiros. Uma caracterizacdo estrutural
detalhada das etapas que ocorrem durante a formacao do cisto tecidual e pelo proprio
parasito ¢ fundamental para um melhor entendimento da cistogénese. A parede cistica
apresentou aspecto filamentoso, com estruturas semelhantes a poros na sua superficie,
além de tibulos e uma grande quantidade de vesiculas. Estes filamentos estavam
organizados em duas camadas: uma voltada para o exterior, com um aspecto mais
compacto; € uma interna, voltada para a matriz do cisto, com uma organiza¢do mais
frouxa. Nao encontramos seqiliéncias das enzimas quitina e quitina sintase. Esta parede
se mostrou permeavel ao fluordforo Lucifer Yellow, que se acumulou na matriz do
cisto. Diferentes preparacdoes de microscopia eletronica mostraram a presenga de
tibulos e vesiculas de diferentes didmetros na matriz do cisto. Grandes vesiculas,
contendo material granular de natureza glicidica, foram observadas sendo secretadas na
regido posterior dos bradizoitas e também interagindo com a parede cistica. Os tubulos
estavam organizados em uma rede conectando os bradizoitas. Os tibulos e algumas
vesiculas apresentaram marcacdo com os anticorpos anti GRA1l, 3 e 7. Analise
morfométrica mostrou que ha uma variagdo do volume ocupado por algumas organelas,
como a mitocondria e o apicoplasto, que apresentaram uma reducdo no volume
ocupado, € micronemas que apresentaram um aumento, quando comparamos
bradizoitos com taquizoitos. As roptrias de taquizoitos e de bradizoitos apresentaram
dominios distintos, representados por regides de -eletrondensidade diferenciada.
Particulas intramembranares de diferentes dimensdes estavam distribuidas em fileiras
paralelas nas faces fraturadas da membrana desta organela, além de poros.
Estabelecemos o protocolo de encistamento in vitro das cepas Me49 e EGS em culturas
epiteliais e de fibroblasto. Cortes ultrafinos deste material mostraram que a parede
cistica apresentava o mesmo aspecto que a parede de cistos isolados de cérebro de
camundongos. Organelas como mitocondrias e perfis de reticulo endoplasmatico, e
elementos de citoesqueleto da célula hospedeira localizaram-se proximos ao cisto em

formacao.
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Abstract
Toxoplasma gondii is an obligatory intracellular parasite, ethiologic agent of human
toxoplasmosis. The encystation process is a key step of its life cycle, allowing the
parasite to escape from the host immune system, and permitting the transmission among
intermediate and definitive hosts. A detailed characterization of the formation and
structure of the cyst, and the modifications, which the parasite suffers during the
encystation, are essential for a better knowledge of the toxoplasmosis, and may open
new therapeutical possibilities. The cyst wall presented a filamentous aspect, with some
pore-like structures on its surface. These filaments were organized in two layers: a
compact one, facing the exterior; and one more loosen, facing the cyst matrix. Withn the
cyst wall, we observed tubules and a great amount of vesicles. We found no sequence
for chitinase and chitin synthase enzymes. The cyst wall was permeable to small
molecules, as we observed an accumulation of Lucifer Yellow in the cyst matrix. The
cyst matrix presented tubules and vesicles of different sizes. Large vesicles, with a
granular material in their lumen, of glycidic nature, were observed. These vesicles were
secreted by the bradyzoites at their posterios pole, and were also observed interacting
with the cyst wall. The tubules were organized in a network, connecting the bradyzoites.
These tubules and some small vesicles were positively labeled with anti GRA1, 3 and 7
antibodies. Morphometrical analysis showed that the volume occupied by some
organelles was different in the tachyzoites and in the bradyzoite forms. For example, the
mitochondrion and the apicoplast presented a reduction on their relative volume in
bradyzoites when compared to tachyzoites. On the other hand, micronemes presented an
increase in their relative volume. Rhoptries, important organelles in host cell invasion,
presented difference domains represented by sessions of different electrondensities in
both infective forms. Intramembranous particles of different diameters were distributed
in parallel rowls when we observed metal replicas of the fractured faces of the rhoptries
membrane. Some pore-like structures were also observed. We settled the in vitro
encystation protocol for the Me49 strain in both epithelial cell line and fibroblasts.
Ultrathin section of these materials showed the cyst wall structured in a similar way that
is observed in isolated mature cysts. Host cell organelles (mitochondria and endoplastic
reticulum) and cytoskeletal components were observed in close proximity to the

encysted parasites.
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Lista de Abreviaturas

AIDS - sindrome da imunodeficiéncia adquirida
BAG - antigeno de bradizoita

CST1 — glicoproteina do cisto

DBA — aglutinina de Dolichos biflorus
DMSO - dimetilsulfoxido

ENO - enolase

FIB — desbastamento com feixe de ions concentrado
FITC - isotiocianato de fluoresceina

GRA - proteina de granulos densos

IFN-y - interferon gama

IL-12 — interleucina 12

LDH - lactato desidrogenase

MAG]1 — proteia de matriz do cisto

MIC — proteina de micronemas

PBS — solu¢ao salina tamponada com fosfato
PI — particula intramembranar

ROP — proteina do bulbo das roptrias

RON - proteina do pescogo das roptrias
SAG - antigeno de superficie

SRS — sequéncia relacionada a SAG

TgNHE - trocador Na'/H"

TCA - ciclo do 4cido tricarboxilico

TNF-a - fator de necrose tumoral o

WGA - aglutinina de germem de trigo
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Introducao

1 - O Filo Apicomplexa

O filo Apicomplexa agrega protozoarios parasitos de grande importancia tanto
em saude publica quanto econdmica: Eimeria spp. (patdogeno de gado, ovelhas e aves);
Plasmodium spp. (agente da malaria humana, que atinge milhdes de pessoas por ano);
Theileria spp. (infecta gado, principalmente na Africa); Babesia sp. (infecta animais e
humanos); Cryptosporidium spp. (patdogeno humano, transmitido através de agua
contaminada causando diarréia) e, Toxoplasma gondii (agente etiologico da
toxoplasmose humana e de animais e de aves) (Morrissette e Sibley, 2002). Estes
parasitos apresentam caracteristicas em comum como a presenca de estruturas que
formam o complexo apical. Dentre estas estruturas podemos citar os micronemas ¢ as
roptrias (organelas secretorias) e componentes do citoesqueleto, como os anéis polares e
o condide. Além destas estruturas, protozoarios deste filo apresentam outra organela

secretoria, os granulos densos.

2 — Toxoplasma gondii
2.1 - Consideracoes Gerais

O Toxoplasma gondii foi descrito, simultaneamente, por Nicolle € Manceaux na
Tunisia e por Splendore em S&o Paulo, em 1908. E um protozoario parasito intracelular
obrigatorio, capaz de infectar virtualmente qualquer célula nucleada de vertebrados

homeotérmicos.

2.2 - Ciclo Biolodgico
Existem trés formas infectivas do parasito: taquizoita (forma multiplicativa da

fase aguda), bradizoita (forma de multiplicagdo lenta, presente em cistos teciduais,



caracteristicos da fase cronica) e esporozoita (encontrada em oocistos liberados nas
fezes de felideos). Estes estagios evolutivos estdo relacionados em um complexo ciclo
de vida (Esquema 1). Os hospedeiros intermediarios podem ser representados por

qualquer animal homeotérmico e os hospedeiros definitivos se restringem aos felideos.

Hospedeiro Definitivo

Parasitos no
intestino do
felideo

@5“/@) Contaminacio Fecal

11 Hospedeiros
Intermediarios

2

Meio Ambiente
Agua

Frutas
Legumes
Verduras

Transmissao ’
Congénita

Esquema 1 — Esquema retratando o ciclo bioloégico do T. gondii. Os felideos sdo os tnicos hospedeiros
definitivos, que albergam a fase sexuada do ciclo, resultando na liberagdo de oocistos nas suas fezes (1).
Apo6s a esporulacdo no meio ambiente, os oocistos passam a ser infectivos e podem infectar novos
hospedeiros definitivos ou intermediarios, através da ingestdo de dgua ou alimentos contaminados com as
fezes (2). Nos hospedeiros intermediarios ocorrem duas fases na infecgdo - uma aguda, seguida de uma
cronica, formando cistos teciduais, principalmente no tecido nervoso e muscular. Estes cistos podem ser
transmitidos para outros hospedeiros intermedidrios ou para definitivos através do consumo de carne
contaminada (3 e 4). Caso a fase aguda ocorra durante a gestacdo, taquizoitos podem atravessar a placenta
e infectar o feto (transmiss@o congénita). Adaptado de William Ober e Claire Garrison — Foundations of

Parasitology.



A ingestdao de oocistos ou carne contendo cistos pelos felideos apds sucessivas
diferenciagdes dos parasitos ocorre o inicio ao ciclo sexuado, conhecido como
gamogonia, nas c¢lulas epiteliais do intestino delgado. Apos a formagdo de gametas,
seguido de fecundacao e formacao do oocisto, que ¢ liberado no limen intestinal. Os
oocistos sao, entdo, liberados nas fezes e, apds contato com o ar atmosférico, sofrem
esporogonia (esporulacao), tornando-se infectivos (Tenter et al, 2000). Os oocistos
apresentam uma alta capacidade de resisténcia a processos de congelamento e
ambientes ndo favoraveis, permanecendo viaveis por periodos de até dezoito meses,
facilitando sua disseminagao (Dubey, 2004). Apesar de parasitar diferentes hospedeiros
intermediarios, como ja mencionado o 7. gondii so6 realiza seu ciclo sexuado nos
membros da familia dos felideos.

O ciclo assexuado do T. gondii inicia-se quando um animal de sangue quente ou
o homem ingere alimentos contaminados com oocistos ou carne crua ou mal passada
contendo cistos teciduais. Nestes animais, denominados de hospedeiros intermediarios,
duas fases ocorrem: a aguda e a cronica. Na fase aguda, formas taquizoitas do 7. gondii
se multiplicam rapida e sucessivamente em diferentes células hospedeiras nucleadas, se
disseminando por varios tecidos. Apds a ativagdo do sistema imunologico, estas formas
se diferenciam em bradizoitos, que dardo origem aos cistos teciduais, estabelecendo
assim a fase cronica da infec¢do. E importante ressaltar que o ciclo assexuado também
acontece nos tecidos dos felideos, como em qualquer outro hospedeiro.

Os taquizoitos no interior das células hospedeiras se localizam em vactiolos no
citoplasma (discutido mais adiante), promovendo um processo de multiplicagdo rapida e
assexuada. Dois taquizoitos originam-se dentro da célula-mae, que se degenera ao final
do processo de divisdo celular (Esquema 2) (Sheffield e Melton, 1968). Este processo

de “brotamento interno” ¢ chamado de endodiogenia e acontece dentro das células



nucleadas dos hospedeiros intermedidrios. Durante estas sucessivas divisoes celulares,
0s parasitos se arranjam em forma de rosacea dentro do vacuolo que os abriga. Ao
evadirem da célula, estes parasitos causam a lise celular. Devido a sua eficiente
capacidade reprodutiva, os taquizoitos causam uma infec¢ao generalizada, normalmente
fatal se ndo forem controlados pelo sistema imunologico do hospedeiro (Blader e Saeij,

2009).

Esquema 2 — Desenho esquematico do processo de replicacdo do 7. gondii conhecido como
endodiogenia. Neste processo duas células filhas se originam dentro de uma célula mie (Retirado de De

Souza et al., 2010).

A fase cronica do ciclo no hospedeiro intermedidrio € assintomatica, ocorrendo a
diferenciagdo da forma taquizoita em bradizoita e, conseqiientemente, a modificagdao
dos vacuolos contendo os taquizoitas em cistos teciduais (Weiss e Kim, 2000)
(Esquema 3), permitindo que o parasito escape do sistema imune do hospedeiro. A

presenca de efetores imunes, como IFN-y, 6xido nitrico, IL-12 ¢ TNF-a, induziriam a



diferenciagdo dos parasitos em uma forma de resisténcia, permanecendo viaveis no
hospedeiro (revisto em Lyons et al., 2002). Devido a baixa imunidade em pacientes
imunossuprimidos (com AIDS ou em tratamento com imunossupressores) pode ocorrer
um processo de reativacdo da fase aguda, onde cistos rompem e os bradizoitos se

diferenciam em taquizoitos.

Alto pH Oxido nitrico
Baixo pH TNFa
Choque térmico IFNy

it Encistamenio

Bradizoito

|

-

(=
[ =&
~___ Reativagdao -
Falta de IL-12 Falta de Oxido nitrico
Falta de TNFa Falta de IFNy

Esquema 3 — Esquema do processo de diferenciagdo dos taquizoitas presentes em vactiolos em

bradizoitas encontrados em cistos teciduais. (Adaptado de Lyons et al., 2002).

Durante a diferenciagdo de taquizoitos em bradizoitos ocorrem mudangas na
expressao de genes e proteinas diminuindo tanto a taxa de replicagdo do parasito, quanto
a exposicao de moléculas imunogénicas na sua superficie (revisto em Lyons et al.,
2002). Durante este processo de diferenciagdo o parasito aumentaria a expressao de
genes que fariam com que a célula permanecesse na fase GO do ciclo celular (revisto em
Blader e Saeij, 2009). Os cistos teciduais, apesar de encontrados em diferentes o6rgaos,
tem uma maior incidéncia nos tecidos nervoso e muscular (revisto em Weiss ¢ Kim,
2000), provavelmente por estes tecidos serem formados de células altamente

diferenciadas, que permanecem em GO.



Popiel e colaboradores (1996) demonstraram in vitro que os bradizoitos possuem
uma maior resisténcia a pepsina acida e tripsina, sugerindo que estas formas poderiam
atravessar o trato digestivo sem perdas significativas da sua capacidade de infecgao.
Dzierszinski e colaboradores (2004) observaram que in vitro a disseminacao dos cistos
poderia ocorrer de duas formas: quando os bradizoitos saem do cisto e infectam células
vizinhas, ou quando ha fissdo do cisto, originando um outro.

Os farmacos atualmente disponiveis para o tratamento da toxoplasmose so
apresentam eficacia na forma taquizoita. Ha a dificuldade das drogas atingirem o
interior dos cistos, por terem de atravessar a parede cistica, além dos bradizoitos
possuirem um metabolismo mais lento que os taquizoitos (Gross et al., 1996 e Samuel

et al., 2003).

3 - Toxoplasmose
3.1 — Epidemiologia e Transmissao

A toxoplasmose ¢ uma doenca cosmopolita, apesar de sua soroprevaléncia variar
de regido para regido. Nos Estados Unidos e na Gra-Bretanha a porcentagem da
populacdo infectada ¢ de 16 a 40%, enquanto que na Europa e América do Sul fica entre
50 e 80% (revisto em Hill ef al., 2005). A toxoplasmose ¢ uma das doencas mais letais
para pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), sendo
responsavel por 10% dos Obitos anuais nos Estados Unidos e por 30% na Europa (Luft e
Remington, 1992). Na Franca, 84% das gestantes apresentam soropositividade para T.
gondii, enquanto que em Nova York, sdo 32% (Dubey e Beattie, 1988) e no Brasil 57%
(revisto em Hill e Dubey, 2002). Esta alta soroprevaléncia ¢ alarmante, visto o risco de

obito quando ocorre contaminagdo do feto.



As duas principais rotas de infeccdo do parasito no homem sdo as vias oral e
congénita (revisto em Hill et al., 2005). A primeira ocorre principalmente pela ingestao
de cistos teciduais (carnes mal passadas e cruas) ou de oocistos (alimentos
contaminados ou lavados com dgua contaminada, ingestdo de agua contaminada), ¢ a
segunda, pela via trans-placentaria, da mae para o feto. Existem, entretanto, alguns
relatos de contaminagao por transfusdo de sangue e seus derivados (Siegel et al., 1971)
e ainda, transplante de 6rgaos, como figado, rim e medula (revisto em Mele et al., 2002
e Campbell ef al., 2006).

Cistos de T. gondii podem ser encontrados em animais usados comumente como
alimento pelo homem como ovelhas, porcos, cabras, bovinos e coelho. Em alguns
animais, como porcos, a soropositividade foi de 47% na Nova Inglaterra (EUA) e em
galinhas domésticas no Brasil foi de 30% (revisto em Hill ef al., 2005). Recentemente,
foi levantada a hipdtese de contaminacdo por ingestao de frutos do mar, como ostras,
uma vez que foi demonstrada a resisténcia de oocistos a dgua salgada (Dubey, 2004).

Hébitos culturais podem também estar relacionados a infecgao por 7. gondii. O
consumo de carnes mal passadas ou mesmo ndo cozidas foi relacionado ao alto indice
de soropositividade entre as gestantes francesas e ao grande numero de casos de
toxoplasmose ocular na regido Sul do Brasil (Dubey e Beattie, 1988 e Glasner et al.,
1992). Os principais relatos de casos clinicos de toxoplasmose foram relacionados ao
consumo de agua contaminada com oocistos, como no Canada e no Brasil (Aramini et
al., 1998, 1999, Bahia-Oliveira et al., 2003). A presenca de felideos, tanto domésticos
como selvagens, estaria relacionada com estes relatos de infec¢ao por ingestao de agua
contaminada (revisto em Hill ez al., 2005).

Acreditava-se que a transmissdo transplacentdria ocorresse somente quando a

mae fosse infectada pela primeira vez durante a gestagdo (Remington et al., 1995).



Entretanto, Silveira e colaboradores (2003) reportaram um caso onde uma gestante que
tinha sido tratada para para toxoplasmose ocular 20 anos antes deu a luz a um feto com
retinocoroidite e serologia para toxoplasmose. Estes autores sugeriram, entdo, que

mesmo gravidas com exposicao prévia a 7. gondii podem transmitir o parasita aos fetos.

3.2 — Aspectos Clinicos

A toxoplasmose se apresenta normalmente assintomatica para os hospedeiros
imunocompetentes. Quando sintomatica ¢ caracterizada por linfoadenopatia, fadiga,
febre, mialgias e dor de garganta. Apesar destas condi¢cdes serem benignas e
autolimitantes, o diagndstico laboratorial € vital para gravidas, pelo risco de infeccao do
feto (Hill et al., 2005).

A toxoplasmose em pacientes imunodeprimidos (com AIDS ou em tratamento
com imunossupressores) se apresenta mais severa, com quadros de encefalite,
pneumonite, hemiparalisia, perda de reflexos, letargia, convulsdes e retinocoroidite
(menos comum, contudo, quando ocorre ¢ destrutiva) e em alguns casos, coma (Luft e
Remington, 1992 e Roberts e McLeod, 1999). A retinocoroidite aguda pode produzir
sintomas como visao turva, dor, fotofobia e caso a macula esteja envolvida, perda da
visdo central. Assim que a inflamagdo diminui, a visdo melhora, freqlientemente sem
recuperagdo completa da acuidade visual.

Acredita-se que a severidade da toxoplasmose congénita varie de acordo com o
trimestre durante a qual a infeccdo ¢ adquirida. As manifestagdes clinicas da
toxoplasmose congénita sdo variadas. Pode ndo haver seqiielas, ou estas podem se
desenvolver e/ou estarem evidentes em diferentes periodos apds o nascimento
(Remington et al., 1995 e Hill et al., 2005). Quando a infec¢cdo ocorre no segundo ou

terceiro trimestre da gestacdo, a crianga provavelmente nao apresentard problemas



imediatos, mas serd soropositivo para o 7. gondii, contendo cistos na retina, cérebro,
miocardio e musculo esquelético. Mesmo que o individuo se mantenha
imunocompetente, manifestacdes clinicas subseqiientes poderdo aparecer como
retinocoroidite, que se expressa durante a segunda e a terceira década de vida e leve
retardo mental (Remington et al., 1995). Em fetos infectados durante os primeiros
meses de gestacao, os danos clinicos sdao bem mais graves, com 0s sintomas aparecendo
desde o nascimento ou nos primeiros meses de vida, como hidrocefalia (menos comum),
retinocoroidite, convulsodes e calcificagdo intracerebral. Em alguns casos, pode ocorrer o

aborto espontaneo ou natimorto (Remington et al., 1995 e Hill et al., 2005).

4 — Organizacao ultraestrutural de Toxoplasma gondii
4.1 — Forma Taquizoita

O taquizoito de 7. gondii (Esquema 4) possui forma de arco, tendo cerca de 8um
de comprimento e 2um de largura. No seu pdlo apical, estdo localizadas as estruturas
que formam o complexo apical, caracteristico deste filo: os anéis polares, micronemas e
as roptrias. O nucleo localiza-se na posicdo mediana, logo abaixo do apicoplasto e do

complexo de Golgi.

Anéis Apicais
Anel polar

Membrana Plasmética

Complexo Intramembranar Interno

Complexo de Golgi (Go)
Corpo Lipidico (Lb)

Nicleo (Nu)
Mitocondri

Reticulo Endoplasmatico

Nugléolo (No)
Grinulo de amilopectina (Am)

Acidocalci
Grinulos Densos (Dg)
Polo Posterior

Esquema 4 — O desenho a esquerda esquematiza a ultraestrutura do taquizoito de 7. gondii

observada na micrografia a direita. Adaptado de Dubey et al., 1998. 9



i) Pelicula

O taquizoito ¢ envolto por uma estrutura trimembranar — a pelicula. Esta
estrutura ¢ formada pela membrana plasmatica e pelo Complexo Interno de Membranas
(Cintra e De Souza, 1985). A membrana plasmatica € continua ao longo do corpo do T.
gondii. O complexo interno de membranas ¢ um conjunto de cisternas achatadas,
interrompido em alguns pontos, justaposto a membrana plasmatica. Na regido mediana
do T. gondii encontra-se o microporo (Nichols et al., 1994), que ¢ formado por uma
invaginacdo da membrana plasmatica numa regido onde o complexo interno de
membranas estad interrompido, podendo estar envolvido na ingestdo de macromoléculas.
Foi sugerido que este complexo seja uma regido especializada do reticulo
endoplasmatico, pois foi detectada a atividade da enzima glicose-6-fosfatase no seu
interior (De Melo e De Souza, 1997). A este complexo ligam-se os microtubulos

subpeliculares (Morrissette et al., 1997).

ii) Citoesqueleto

Na parte apical do parasito, encontram-se 2 anéis polares apicais e logo abaixo
destes, o anel polar posterior. Entre estas duas estruturas, localiza-se o condide,
estrutura formada por tubulina em um arranjo de 9 protofilamentos em forma de virgula
justapostas em arranjo espiralado (Hu et al., 2002). Partindo do anel polar posterior, 22
microtibulos subpeliculares cobrem 2/3 do corpo do parasito, formando junto com a
rede subpelicular o citoesqueleto cortical deste protozoario (de Souza, 1972; Mann e
Beckers, 2001; Morrissette e Sibley, 2002; Lemgruber et al., 2009). Esta rede, com
filamentos de 10 nm de espessura, ¢ formada pelas proteinas TgIMCI e 2 e uma

recentemente identificada (ID 42.m03481), similares as articulinas de Euglena gracilis.
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Além destes elementos, hd filamentos de actina presentes entre a membrana e o

complexo inerno de membranas, responsaveis pela movimentagao do protozoario.

iii) Endomembranas

O sistema endomembranar do 7. gondii ¢ formado por um unico reticulo
endoplasmatico e um unico Complexo de Golgi. O reticulo endoplasmatico ramifica-se
pelo citoplasma do parasito € compde o envoltorio nuclear, compartimento
intermediario entre o reticulo e o Golgi (Hager et al., 1999). O Complexo de Golgi ¢

formado por 3 a 5 cisternas, localizando-se na area perinuclear (Pelletier et al., 2002).

iv) Mitocondria

A mitocondria € tnica e ramificada, com um grande nimero de cristas tubulares
que sofrem leve constri¢do na regido de fusdo a membrana interna (Melo et al., 2000).
O genoma mitocondrial ¢ de 6 kb, sendo o menor ja descrito (revisto em de Souza et al.,
2009). Apesar de apresentar um potencial de membrana ativo (pois se cora com
rodamina 123) (Tanabe, 1985), a glicélise € a principal via de produ¢do de energia no 7.

gondii (Denton et al., 1996).

v) Apicoplasto

O T. gondii apresenta uma organela Unica, o apicoplasto, provavelmente
resultante de uma endosimbiose secundaria, local de sintese de acidos graxos do tipo 11,
biosintese de isoprendides e algumas enzimas do metabolismo de carboidratos (Kohler
et al., 1997; Gleeson, 2000, Mazumdar et al., 2006; Fleige et al., 2007). Esta organela,
que apresenta um genoma de 35 kb e quatro membranas a circundando, localiza-se

proxima do complexo de Golgi. Recentemente, foi caracterizada a presenca de um
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translocador da membrana interna (TIC) na membrana mais interna do apicoplasto (van
Doore et al., 2008). Entretanto, at¢ o momento ndo foi descrito a presenga de um
translocador da membrana externa (TOC) nesta organela.

Por esta organela ser exclusiva dos Apicomplexa e de ter sido demonstrado que
alteragdes nas vias bioquimicas desta organela interferem na replicagdo do parasito, ela
¢ considerada como possivel alvo para quimioterapia da toxoplasmose (Fichera e Roos,

1997; Mazumdar et al., 2006 e Fleige et al., 2007).

vi) Acidocalcissomo

Os acidocalcissomos estao dispersos por todo o citoplasma do parasita e sdo
organelas envolvidas na regulacao de célcio e outros ions e do pH intracelular (Miranda
et al., 2008). E o local onde se estoca a maior parte do célcio intracelular neste parasito

(Moreno e Zhong, 1996).

vii) Corpos Lipidicos

Corpos lipidicos sdo inclusdes citoplasmaticas de armazenamento de
triacilglicerol e ésteres de esterol, limitadas por uma monocamada de fosfolipidio. Estas
estruturas observadas no citoplasma sdao geradas através da aquisicao de lipideos pelo
parasito durante sua infec¢do na célula hospedeira (Charron e Sibley, 2002). A sintese
destes corpos lipidicos esta relacionada a atividade de enzimas envolvidas na sintese de
lipidios de reserva, tais como triacilglicerdis e ésteres de colesterol (Quittnat et al.,

2004; Nishikawa et al., 2005).
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viii) Micronemas

Os micronemas sao pequenas organelas em forma de bastdo localizados na
extremidade anterior do protozoario. As proteinas enderecadas a esta organela sdo
denominadas MICs e at¢ o0 momento 11 foram identificadas (revisado em Carruthers e
Tomley, 2008). Estas proteinas apresentam varios dominios adesivos, incluindo
dominios semelhantes a integrina (MIC2), a trombospondina (MIC 1 e 2), a EGF (fator
de crescimento epidermal) (MIC 6, 7, 8 ¢ 9) e as lectinas (MIC3 e MIC 8), que medeiam
interacoes com componentes da superficie da célula hospedeira, proporcionando o

deslocamento do parasito, denominado de gl/iding (Carruthers e Tomley, 2008).

ix) Roptrias

Roptrias sdo organelas em formato de clava, apresentando a regido basal
(denominada de bulbo) mais larga, com uma matriz com aspecto esponjoso, € uma
porcao mais afilada, o pescogo, que converge para o interior do condide (revisto em De
Souza et al., 2010). Elas sao sintetizadas de novo durante a endodiogenia por vesiculas
oriundas do complexo de Golgi (Nishi et al., 2008; Breinich et al., 2009). Elas sao
organelas acidas, apresentando pH entre 5 e 7 na roptria madura, enquanto roptrias em
formagdo, apresentam pH variando entre 3,5 e 5,5 (Shaw et al., 1998). J& foram
descritas 29 proteinas no seu interior com localizagdo diferenciada na organela: 24
localizam-se na porcao basal, sendo denominadas ROPs; e 5 estdo presentes no pescogo,

sendo denominadas RONSs (revisto em Boothroyd e Dubremetz, 2008).

x) Granulos Densos

Enquanto micronemas e roptrias se localizam na parte apical do parasito, os

granulos densos, um outro tipo de organela secretoria, com forma esférica, de matriz
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uniformemente eletron densa, encontram-se espalhados por todo o citoplasma (revisto
em de Souza et al., 2010). Roptrias € micronemas secretam seu conteudo pelo podlo
apical do parasito, enquanto os granulos densos secretam pela regido lateral e no pdlo
posterior do corpo do parasito. As proteinas encontradas nesta organela sdo
denominadas de GRAs, localizando-se na membrana do vactolo parasitoforo (GRAs 3,
5, 7 e 8) e na rede intravacuolar (descrita mais a frente) (GRAs 2, 4 ¢ 6) (Mercier et al,

2005), apos a entrada do parasito na célula hospedeira.

4.2 — Forma Bradizoita

As formas evolutivas encontradas no interior dos cistos teciduais, os bradizoitos,
sdo muito semelhantes aos taquizoitos, porém apresentam algumas peculariedades
(Esquema 5). Eles sao um pouco menor que os taquizoitos, medindo cerca de 7 pm por
1,5 um. O nucleo encontra-se deslocado para a parte posterior do corpo do parasito, as
roptrias encontram-se mais eletrondensas € os micronemas em um nimero maior que o
encontrado na forma taquizoita (Dubey et al. 1998; Weiss e Kim, 2000). Até o presente
momento, corpos lipidicos ainda nao foram observados no citoplasma desta forma.

Granulos de amilopectina, apesar de serem raramente observados nos
taquizoitos, se encontram em grande quantidade no citoplasma dos bradizoitos,
distribuidos pelo citoplasma ou agrupados (Coppin et al., 2003). Estes granulos sao
ovoides e eletronlucentes em preparagdes convencionais para observacdo em
microscopia eletronica de transmissdo. Apresentam cadeias de glicose com ligagdes
(a1-4) e natureza bioquimica semelhante ao amido semicristalino de algas vermelhas
(Coppin et al., 2005). Acredita-se que sirvam como reserva energética as formas que
tém por caracteristica permanecer viaveis por longos periodos, como os bradizoitas e

esporozoitas.
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Esquema 5 — O desenho a esquerda esquematiza a ultraestrutura do bradizoito de 7. gondii observada na

micrografia a direita. Adaptado de Dubey et al., 1998.

5 — Diferencas metabdlicas e de expressao génica entre taquizoitos e bradizoitos

Tanto o taquizoito como o bradizoito utilizam a via glicolitica como fonte de
obtencdo de energia. Entretanto, os bradizoitos ndo apresentam nem a cadeia
respiratoria ativa nem o ciclo do acido tricarboxilico (TCA) (Denton et al., 1996). Ha
diferencas entre estes estadgios evolutivos quanto a atividade de certas enzimas
metabolicas, como a lactato desidrogenase (LDH) e a enolase (ENO), sendo esta
semelhante a enolase encontrada em plantas (Yang e Parmley, 1995, 1997; Dzierszinski
et al., 1999, 2001). A LDH1 e ENO2 s6 sdo expressas na forma taquizoita, enquanto
que a LDH2 e a ENOI sao expressas pelo bradizoita. Estas diferengas de expressao e
atividade de enzimas glicoliticas poderiam indicar diferencas metabolicas entre estas
formas evolutivas.

Mudangas de expressdo génica também ocorrem neste processo de
diferenciagdo, principalmente de moléculas de superficie. Por exemplo, taquizoitos
expressam predominantemente SAGI, SAG2a, SAG3, SRS2, SRS2 ¢ SRS3 na sua

superficie. Enquanto que bradizoitos expressam SAG2C, SAG2D, SAG2X, SAG2Y,
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SRS9 e SAG4, além de BAGI, usada como marcador da diferenciacao taquizoito-

bradizoito (revisto em Blader e Saeij, 2009).

6 - Infeccdo da Célula Hospedeira
6.1 - Invasao

O processo de invasdo tem inicio quando ha contato entre o taquizoito e a
superficie da célula hospedeira. Nesta primeira etapa, ocorre a ligacdo de baixa
afinidade entre moléculas expostas na superficie celular e proteinas ancoradas por
glicosil—fosfatidil-inositol (GPI) presentes na membrana do parasito, como as SAGs
(surface antigens) e as SRSs (SAG related-sequence) e SUSAs (SAG-unrelated surface
antigens) (revisto em Carruthers e Boothroyd, 2007). At¢ o momento ndo ha
identificacao de receptores especificos presentes na superficie celular que se liguem a
estas moléculas superficiais do parasito. Uma dessas proteinas, a SAG3, ¢ capaz de se
ligar a heparan sulfato e outras glicosaminoglicanas (Carruthers et al., 2000; Bishop et
al., 2005). Furtado e colaboradores (1992) observaram que laminina aumenta a adesao
de taquizoitos aos macréfagos in vitro. Estas observagdes apontam para um possivel
papel de receptores de matriz extracelular nos mecanismos de adesdo deste parasito a
célula hospedeira.

Apos esta ligacdo com a superficie da célula, ocorre uma reorientagao do
parasito, posicionando-se perpendicularmente a superficie celular através do seu polo
apical (Dubremetz et al., 1998). Aparentemente, o 7. gondii ndo tem preferéncias para
se ligar a nenhum subdominio presente na membrana da célula hospedeira e nem hé a
transferéncia de moléculas destes dominios para a membrana do vacuolo parasitoforo
que se forma (Charron e Sibley, 2004). Isto provavelmente esta ligado ao ciclo de vida

do protozoario. Como ele ¢ capaz de infectar diferentes tipos celulares, sem ter
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subdominios para se ligar a uma célula, ele pode utilizar receptores e ligantes comuns a
todas as células para se ligar a membrana plasmatica.

No momento da adesdo do taquizoito a superficie da célula hospedeira ha a
secrecdo das proteinas dos micronemas (Dubremetz et al., 1998). Estas proteinas,
denominadas MICs, promovem o ancoramento do 7. gondii a superficie da célula
hospedeira. A por¢ao N-terminal das MICs se conecta aos filamentos de F-actina do
parasito através de uma proteina, a aldolase. Estes filamentos estdo ancorados ao
complexo interno de membranas por uma ligagdo com uma miosina, a TgMyoA. Esta
molécula promove o deslocamento dos filamentos de actina para a parte posterior do
parasito, que acaba por deslocar também o complexo MIC-receptor que se encontra
ligado a estes filamentos. Este processo permite que o parasito se desloque para frente,
promovendo a entrada deste na célula hospedeira (este processo foi revisado em Soldati
e colaboradores em 2001 e em Carruthers e Boothroyd em 2007). O tratamento prévio
de taquizoitos com citocalasina D impediu invasdo destes parasitos nas células
hospedeiras, evidenciando a importancia da participagao da actina do parasita na sua
invasdo da célula hospedeira (Dobrowolski e Sibley, 1996). Para penetrar na célula
hospedeira, o parasito extrude uma estrutura em forma de cone formada por tubulina, o
conoide (Morisaki et al., 1995).

Enquanto ocorre a internalizacdo do parasito, ha a formagdo de uma estrutura
transitoria, a juncdo moével (Mordue et al., 1999a). Ela ocorre entre a membrana da
célula hospedeira e a membrana do parasito, permitindo que somente proteinas da célula
hospedeira sem porcao citoplasmatica, independentes do tamanho, integrem a
membrana do vactolo parasitoforo que estd sendo formado, excluindo proteinas
envolvidas na fusdo de vesiculas da membrana deste vacuolo (Mordue et al., 1999a).

Alexander e colaboradores, em 2005, demonstraram que esta estrutura transitoria seria
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formada por um complexo protéico de diferentes organelas: eles identificaram as
proteinas AMA 1 (ancorada por GPI e secretada pelos micronemas) e as RON 2, 4, 5 ¢
8 (presentes no pescoco das roptrias e secretadas durante a invasio) nesta estrutura. Ao
formar esta juncao transitoria, o parasito sofre uma constricdo, deformando o seu corpo
(Esquema 6). Ele suportaria esta constricdo gragas a associagdo dos microtibulos
subpeliculares, rede subpelicular ¢ o complexo intramembranar, como mencionado

anteriormente (revisto em Santos ef al., 2009).

Esquema 6 — Representagdo da penetragdo ativa do Toxoplasma gondii, denotando a constri¢do do corpo
durante a passagem pela juncdo movel. Enquanto ele penetra na célula, ha a formacdo de um vacuolo

parasitoéforo. Retirado de Morrissette e Sibley (2002).

6.2 - Formacao do Vacuolo Parasitéforo

Enquanto o parasito invade a célula, ocorre a formagao do vactiolo parasitoforo
(Esquema 6). Estudos morfoldgicos e eletrofisiologicos demonstraram que os lipideos
que formam a membrana deste vacuolo sdo derivados da membrana da célula
hospedeira, nao tendo contribuicdo de organelas intracelulares, como o complexo de
Golgi, reticulo endoplasmatico e lisossomos (Suss-Toby et al., 1996). Este vactolo
difere substancialmente das membranas endossomais, nao interagindo nem com a via
endocitica nem com a via exocitica da célula hospedeira (Mordue et al., 1999b),
evitando assim a acidificagdo ou fusdo com lisossomos (Jones e Hirsh, 1972; Sibley et
al., 1985).

A membrana deste vacuolo parasitoforo sofre modificagdes por contetdos

secretados pelas roptrias. Durante a invasao, os contetidos das roptrias sdo secretados na
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célula hospedeira, através de vesiculas que irdo posteriormente se fundir com a
membrana do vacuolo (Hakansson ef al., 2001). Estas vesiculas contém, além de
proteinas (as ROPs), estruturas membranares que irdo fazer parte da membrana vacuolar
(revisto em Ravindran e Boothroyd, 2008). Coppens e Joiner (2003) demonstraram que
para que as roptrias possam secretar seu contetido e formar o vactiolo parasitéforo ha a
necessidade do colesterol da célula hospedeira. Pacheco-Soares ¢ De Souza (2000)
mostraram que proteinas e lipideos da membrana da célula hospedeira estdo presentes
ndo s6 na membrana do vactiolo parasitoforo, mas também sao inseridos na membrana
do parasito durante a invasdo. Em um trabalho recente (Lemgruber et al., 2008) foi
mostrado, por criofratura, que a membrana deste vactiolo parasitoforo mantém a
densidade de particulas intramembranares durante a infec¢ao, mesmo com o aumento do

volume do vacuolo.

6.3 — Modifica¢oes na célula hospedeira

ROP2 ¢ uma proteina transmembranar que expde sua parte N-terminal no
citoplasma da célula hospedeira (Beckers et al., 1994). Esta parte N-terminal apresenta
uma seqiiéncia de aminoacidos que se assemelha ao sinal de importagdo mitocondrial
(Sinai e Joiner, 2001). Assim, esta parte da ROP2 ¢ inserida na membrana externa
mitocondrial (demonstrado com mitocondrias ex vivo), promovendo a associacao
membrana do vactiolo parasitoforo-mitocondria. Esta associagdo com a mitocondria,
além da ligacdo com o reticulo endoplasmatico (por um mecanismo ainda nao definido)
facilitariam a aquisi¢do de lipideos pelo parasito (como revisto em Martin ef al., 2007).

Halonen e Weidner (1994) mostraram que, em astrocitos in vitro, além destas
duas organelas, o vactiolo também seria circundado por filamentos intermediarios. Estes

autores acreditam que este fato facilitaria a localiza¢do do vacuolo parasitéforo perto do
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nucleo celular, facilitando a interceptagdo de purinas pelo parasito, ja que ele ndo ¢
capaz de realizar a sintese de novo de purinas.

Os granulos densos sdo importantes para a manutengao do vacuolo parasitoforo,
tendo suas proteinas (GRA) secretadas no vacuolo logo apods a invasdao e durante a
replicagdo intracelular do parasito (revisto em Mercier et al., 2005). Elas sao
incorporadas @ membrana do vactolo € a uma rede formada dentro do vacutolo
(discutida adiante). Schwab e colaboradores (1994) observaram que moléculas de até
1300 Da teriam livre passagem entre o citoplasma da célula hospedeira e a matriz do
vactolo parasitoforo. Assim, sugeriram que proteinas presentes na membrana do
vactolo parasitoforo estariam associadas umas as outras formando poros permitindo
este trafego de solutos de baixo peso molecular que o parasito poderia usar no seu
metabolismo. Coppens e colaboradores (2006) mostraram que a membrana do vactolo
parasitoéforo estaria associada com o centro organizador de microtubulos da célula
hospedeira ¢ o vacuolo seria recoberto por microtibulos da célula hospedeira.
Lisossomos da célula hospedeira que trafegam por estes microtubulos seriam

seqiiestrados para a matriz vacuolar, otimizando esta captagao de metabolitos celulares

pelo parasito (Coppens et al., 2006).

6.4 - Rede Intravacuolar

Entre a membrana do vactolo parasitoforo e a membrana plasmatica do 7.
gondii, se forma uma rede tubulovesicular composta de nanotibulos de 60-90 nm de
diametro conectando estas duas membranas (Mercier et al., 2002). Estes autores
acreditam que ela ajuda no desenvolvimento do parasito, aumentando a area de trocas
moleculares entre o parasito e a cé¢lula hospedeira. Porém, nosso grupo mostrou que esta

rede atuaria como suporte para os taquizoitas dentro do vacuolo parasitéforo, facilitando
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o arranjo em forma de roseta observado durante os sucessivos ciclos de endodiogenia
(Magno et al., 2005).

Proteinas dos granulos densos, as GRAs, estdo associadas a esta rede (revisto em
Mercier et al., 2005). Elas sdo secretadas pela extremidade posterior do parasito para a
matriz vacuolar em formas soluveis, sendo posteriormente incorporadas a esta rede
intravacuolar nascente ou a membrana vacuolar (Mercier et al., 2002).

ApOs a secrecdo destas proteinas, hd a secrecdo de membranas lamelares pelo
parasito no limen do vacuolo parasitoforo no poélo posterior do parasito (Sibley et al.,
1995; Mercier et al., 2002). As GRAs teriam o papel de dar a conformagdo e

estabilidade a esta rede.

7 — O cisto tecidual

No hospedeiro intermedidrio, os taquizoitos se diferenciam em bradizoitos, que
permanecem latentes dentro de uma estrutura denominada de cisto tissular (Weiss e
Kim, 2007). Estes cistos podem ser formados em diferentes tecidos, sendo encontrados
principalmente nos tecidos nervoso € muscular. Os cistos maduros formados apresentam
diametro entre 50-70 um, podendo abrigar no seu interior até 1000 bradizoitas (Dubey
et al., 1998). O tamanho do cisto depende da idade do cisto, do tipo de célula em que ele
se encontra e da cepa de 7. gondii (Weiss e Kim, 2007). Em culturas priméarias de
astrocitos, se observou filamentos intermediarios envolvendo o cisto, bem como
mitocondrias, como descrito também em células musculares esqueléticas (Lindsay et
al., 1993; Halonen et al., 1998; Guimaraes et al., 2008).

O cisto tecidual de 7. gondii ¢ limitado por uma estrutura denominada de parede
cistica. Esta parede apresenta menos de 500 nm de espessura, sendo composta por

material tanto da célula hospedeira quanto do préprio parasito. Esta parede ¢ limitada
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por uma membrana com numerosas invaginacgoes €, abaixo desta membrana, acumula-se
um material granular, que também preenche o espaco entre os bradizoitos (Ferguson e
Hutchison, 1987a, 1987b; Ferguson, 2004). Parmley e colaboradores identificaram uma
proteina, denominada de MAGI1, nesta matriz do cisto, sem apresentar ainda uma
fungdo caracterizada (Parmley et al., 1994). Posteriormente, observou-se que esta
proteina também ¢ secretada pelo taquizoito na matriz do vacuolo parasitoforo
(Ferguson e Parmley, 2002). As proteinas GRA 1, 2, 3, 5, 6 ¢ 7 ja foram observadas na
matriz do cisto por imunohistoquimica, bem como a GRA 5 na membrana limitante da
parede cistica (Ferguson, 2004). Nenhuma rede tubular foi observada na matriz do cisto

tissular (Ferguson e Dubremetz, 2007).

8 - Encistamento in vitro

Para melhor estudar as etapas da diferencia¢do de taquizoito para bradizoito e a
transformagao do vacuolo parasitoforo em cisto tissular, o processo de encistamento in
vivo foi mimetizado in vitro. Matsubayashi e Akao (1963) foram os primeiros a
estabelecer um protocolo de diferenciacao in vitro. O uso de anticorpos que reconhecem
antigenos especificos tanto para taquizoitos quanto para bradizoitos, possibilitou o
desenvolvimento de novas técnicas de diferenciagao assim como facilitou o estudo deste
processo (revisto em Weiss e Kim, 2000).

Recentemente, com o desenvolvimento da técnica de marcacdo de moléculas
com GFP (green fluorescence protein) foi possivel visualizar proteinas especificas de
certas estruturas, facilitando o acompanhamento da diferenciagdo por microscopia
optica (Dzierszinsky et al., 2004). Neste trabalho, os autores observaram que as roptrias
ndo sofrem alteracdo durante a diferenciagdo, os micronemas estdo mais dispersos,

ocorre uma diminui¢do dos granulos densos em momentos iniciais, mas voltando a
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niveis iguais aos de taquizoitas em momentos mais tardios do encistamento.
Interessantemente, ocorrem problemas na segregacdo do apicoplasto, que pode se
localizar no corpo residual ou aparecer em copia dupla em alguns bradizoitos € mesmo
ausentes em outros.

Foi observado que ha certa porcentagem de parasitos que se diferenciam
espontaneamente em culturas de células, sem a necessidade de inducao (revisto em
Weiss e Kim, 2000, 2007). Cepas que apresentam uma taxa de replicagdo mais lenta
(como a Me49 e Pru) sdo mais cistogénicas, tornado o seu uso para a formacao in vitro
de cistos mais aconselhavel que cepas de replicacao rapida (como a RH) (Weiss e Kim,
2000). Esta facilidade de diferenciagdo ¢ perdida com prolongada passagem em cultura,
com os parasitos desenvolvendo uma taxa de replicagao mais rapida (revisto em Weiss e
Kim, 2000).

Os protocolos de encistamento in vitro utilizam condi¢des de estresse para
induzir este processo. Estas condi¢des estressantes sdo: alta temperatura (em torno de 43
°C), pH acido (6.6 — 6.8) ou basico (8 — 8.2) e estresse quimico (promovido pelo
arsenato de sodio) (Soete et al., 1994; Weiss et al., 1995; Soete e Dubremetz, 1996).
Citocinas também ja foram utilizadas como indutores do processo de diferenciagdo,
como IFN-y (Bohne et al., 1994). Esta diferenciacdo estaria relacionada com a produgao
de 6xido nitrico induzida pela citocina, uma vez que o uso da substincia NMMA (N°—
monometil-L-arginina, um inibidor da enzima oOxido nitrico sintase) inibiu a
diferenciagdo (Bohne et al., 1994). A diferenciagdo para bradizoitas ¢ aumentada
também com o uso de nitroprusseto de sodio (doador exdgeno de 6xido nitrico), além da
oligomicina (inibidor da funcdo ATP sintase mitocondrial) e da antimicina A (inibidor
do transporte de elétrons na cadeia respiratoria) (Bohne ef al., 1994; Tomavo e

Boothroyd, 1995; Weiss et al., 1996;). Estes agentes mencionados também atuam na

23



célula hospedeira e, portanto, ndo se pode descartar uma possivel participagdo da célula
hospedeira nessa diferenciacao. Entretanto, Weiss e colaboradores (1998) sugeriram que
a diferenciacdo ndo sofreria influéncia da célula hospedeira, uma vez que prévia
exposi¢ao de taquizoitas a pH basico ja seria suficiente para induzir o encistamento.

Os marcadores de bradizoitas (antigenos tanto de superficie quanto de parede)
sdo observados 24 horas apo6s a indugdo do processo de diferenciagdo, indicando um
possivel comprometimento com a diferenciacdo logo apds a entrada do parasito na
célula hospedeira (revisto em Weiss e Kim, 2000). Estruturas tipicas (como a parede
cistica) sao observadas no microscopio eletronico de transmissao 6 dias apos a indugao
da diferenciagao.

Recentemente, o grupo da Dra. Helene Barbosa na Fiocruz (Rio de Janeiro)
mostrou que em culturas primdrias de células musculares ndo héa a necessidade de uso
de agentes estressantes para a inducdo do encistamento, ocorrendo um encistamento
espontaneo na cultura (Guimaraes et al., 2008, 2009; Ferreira-da-Silva et al., 2008,

2009a e 2009b).

9 — Justificativa do projeto

O encistamento ¢ fundamental no ciclo de vida do 7. gondii, pois permite o
escape ao sistema imunologico do hospedeiro, restringindo a comunica¢ao com a célula
hospedeira e conseqiiente diminuicdo na apresentacdo de antigenos, favorecendo a
persisténcia deste protozoario no organismo (Weiss ¢ Kim, 2000). Os bradizoitos
encontram-se protegidos dentro dos cistos por uma barreira fisica formada durante o
encistamento, a parede cistica, que poderia dificultar o acesso de farmacos atualmente
usados na quimioterapia da toxoplasmose aos bradizoitos. A caracterizagdo das

modificagdes ocorridas durante a diferenciagdo do vactiolo parasitoforo durante a
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formagdo do cisto tecidual bem como as alteragdes sofridas pelo proprio parasito sao
fundamentais para um melhor entendimento da patogenia da toxoplasmose, além de
abrir novas possibilidades de alvos quimioterapicos.

E interessante a observagio de um processo onde um vactolo contendo algumas
unidades de parasitos se diferencia em uma estrutura morfologicamente distinta
contendo centenas de parasitos. Acompanhar o processo de encistamento e observando
as modificagdes que ocorrem na membrana do vacuolo parasitoforo nos possibilitard
saber como ocorre a formacgdo da parede cistica, além de permitir a caracterizacdo do
arranjo dos componentes desta estrutura. Também nos possibilitara caracterizar as
alteragdes pelas quais passa o parasito durante a diferenciagdo de uma forma em outra.

A observagdo do encistamento possibilitard caracterizar a matriz do cisto,
elucidando que estruturas poderiam estar ali presentes € como seriam secretadas pelos
bradizoitas. A organizagdo interna da estrutura cistica pode ser observada com o uso da
técnica de feixe de ions concentrados para desbastar o cisto tecidual.

Nao s6 as alteragdes morfologicas sofridas pelo parasito sdo interessantes como
também aquelas que as quais a célula hospedeira sofre para comportar agora uma
estrutura bem maior em seu citoplasma. E importante saber se a ligagio com as
mitocondrias da célula hospedeira permanece na fase cronica bem como a aproximagao
com o reticulo endoplasmatico e outras organelas ou elementos do citoesqueleto sao
mantidos apos a diferenciagdo e formacao do cisto.

Boothroyd e colaboradores em 1997 utilizado a lectina WGA (wheat germ
aglutinin), que se liga a residuos de N-acetil-glicosamina, observaram que esta lectina
reconhecia componentes da parede cistica. A quitina ¢ um polimero de N-acetil-
glicosamina e este polimero ¢ um componente importante de outros parasitos que

apresentam parede, como ameba e fungos. Estes autores trataram o cisto com quitinases
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e houve a perda da marcacao da lectina WGA, sugerindo a presenca de quitina na
parede cistica de 7. gondii. Posteriormente, Zhang e colaboradores (2001)
caracterizaram uma glicoproteina denominada CSTI1, reconhecida pela lectina de
Dolichos biflorus (DBA), que evidencia residuos de N-acetil-galactosamina. Estes
dados denotam a complexidade da parede cistica, sugerindo que ela seja formada por
diferentes componentes. Quitinases sdo enzimas importantes para varios patdgenos,
como Leishmania sp. ¢ Plasmodium sp., sendo, portanto, importantes alvos para
desenvolvimento de novos farmacos (Shahabuddin e Kaslow, 1993). Uma
caracterizacdo desta enzima bem como da enzima quitina sintase em 7. gondii podera
possibilitar formulacao de drogas que possam ter atividade na fase cronica da infecgao.
As roptrias sdo organelas cujo conteido pode ser secretado e inserido na
membrana da célula hospedeira formando a juncdo movel, ou ser secretado no
citoplasma da célula hospedeira, se localizando posteriormente no nucleo da célula
hospedeira, na membrana do vacuolo parasitéforo ou no lumen desta estrutura (revisado
em Boothroyd e Dubremetz, 2008). Estas diferentes funcdes e localizacdes destas
proteinas, tanto durante a invasdo, mas na propria organela, sugerem que ela possa
apresentar diferentes dominios nesta organela. Os taquizoitas utilizam o conteudo desta
organela para modificar o vactolo parasitoforo. Poderia o bradizoita também utilizar

esta via de secrecao para também modificar o seu ambiente, no cisto tecidual?
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Objetivo

e Geral

- Caracterizar o cisto e o processo de encistamento de Toxoplasma gondii.

* Objetivos Especificos
Caracterizar a ultraestrutura de cistos teciduais de 7. gondii isolados de cérebros
de camundongo, analisando: 1) a secre¢do de vesiculas pelos bradizoitas; ii) os
elementos da matriz cistica; 1ii) a organizacao dos elementos da parede cistica;
Analisar a natureza molecular e quimica dos elementos do cisto tecidual de 7.
gondii isolado;
Determinar se 7. gondii apresenta genes para quitinase € quitina sintase em seu
genoma,
Analisar comparativamente o polo apical de bradizoitos e de taquizoitos
congelados e fraturados, dando énfase as roptrias;
Estabelecer o protocolo de encistamento in vitro de T. gondii em linhagens
epiteliais e de fibroblasto, caracterizando os cistos formados;
Comparar as estruturas celulares das formas taquizoitas com as bradizoitas de 7.

gondii através da morfometria de cortes ultrafinos.
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Material e Método

1 - Manuten¢ao dos parasitos
1.1 — Cepa Me49

Cistos da cepa cistogénica Me49 de Toxoplasma gondii foram mantidos em
camundongos com 1 a 3 meses de infec¢ao através da inoculagdo intraperitoneal de 80
cistos teciduais isolados do cérebro de camundongos CF1 infectados.

Taquizoitos da cepa Med49 de T. gondii foram obtidos através de lavagem
intraperitoneal 5 dias ap6s a inoculacao de 100 cistos nos camundongos. E em seguida,
a fim de eliminar restos celulares e células peritoneais residentes, o material foi
centrifugado por 5 minutos a 200 x g. O sobrenadante contendo os taquizoitos foi
transferido para um outro tubo conico e centrifugado a 1000 x g por 10 minutos. O

pellet contendo os parasitos foi, entdo, ressuspenso em solucao salina.

1.2 — Cepa RH

Taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma gondii foram mantidos através de
sucessivas passagens intraperitoneais em camundongos CF1. Animais adultos foram
inoculados com 2 x 10° parasitos e, apos 48 horas, foram sacrificados em cimara de
CO,. Os parasitos foram recolhidos através de lavagens peritoneais com solugdo salina
(PBS pH 7,0) e, a fim de eliminar restos celulares e células peritoneais residentes, o
material foi centrifugado por 5 minutos a 200 x g. O sobrenadante contendo os
taquizoitos foi transferido para outro tubo de ensaio e novamente centrifugado a 1000 x
g por 10 minutos. O pellet contendo os parasitos foi, entdo, ressuspenso em solucao

salina e inoculado em novos camundongos.
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1.3 - Cepa EGS

A cepa EGS, isolada e cedida pelo Dr. Ricardo Vitor da UFMG (Ferreira ef al.,
2001), foi mantida através da infeccdo oral (gavagem) a partir de cistos teciduais
obtidos de camundongos CF1 em fase cronica por 2 meses. Camundongos infectados
com 5 — 10 cistos, apos 4 dias de infeccdo, foram tratados com Img/mL de
sulfadiazina, adicionado a d4gua da mamadeira por um periodo minimo de 10 dias, para
inducao da fase cronica da infecgao.

Taquizoitos da cepa EGS foram obtidos através de lavagem peritoneal 4-5 dias
apo6s a infeccdo dos camundongos, infectados com 200 cistos. E em seguida, a fim de
eliminar restos celulares e células peritoneais residentes, o material foi centrifugado por
5 minutos a 200 x g. O sobrenadante contendo os taquizoitos foi transferido para um
outro tubo falcon e centrifugado a 1000 x g por 10 minutos. O pellet contendo os

parasitos foi, entdo, ressuspenso em solu¢ao salina.

2 - Cultivo e manutencao da célula hospedeira
2.1 — Linhagem Epitelial

A linhagem celular epitelial de rim de macaco Rhesus, LLC-MK2 (Kidney,
Rhesus monkey, Macaca mulatta) foi utilizada para experimentos de encistamento in
vitro com taquizoitos da cepa Me49 e EGS. As células foram mantidas em garrafas
plasticas de 25cm? (TPP) contendo meio RPMI e 5% de soro fetal bovino em uma estufa
com 5% de CO; a 37°C. Apos a formagdo de monocamadas confluentes, o meio foi
retirado e ImL de Tripsina-Verseno adicionado para romper as ligagdes entre as células
e destaca-las da garrafa. Um minuto depois, a tripsina foi retirada e as células
desprendidas da superficie com jatos de meio RPMI. A manutencao das culturas foi

feita pelo indculo de novas garrafas.
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2.2 — Fibroblasto

Fibroblasto de pele humana (HFSF), doados pelo Prof. Renato DaMatta
(UENF), foi utilizado para experimentos de encistamento in vitro com taquizoitos da
cepa Me49 e EGS. As células foram mantidas em garrafas plasticas de 25cm? (TPP)
contendo meio RPMI suplementado com 2mM de glutamina e 5% de soro fetal bovino
em estufa com 5% de CO, a 37°C. Apds a formacao de monocamadas confluentes, o
meio foi retirado e 1mL de Tripsina-Verseno adicionado para romper as ligagcdes entre
as células e libera-las da garrata. Um minuto depois, a tripsina € retirada da garrafa e as
células desprendidas da superficie com jatos de meio RPMI. A manuten¢ao das culturas

foi feita pelo in6culo de novas garrafas.

3 — Isolamento dos cistos de Toxoplasma gondii

Para isolar cistos teciduais de 7. gondii o protocolo estabelecido por Freyre
(1995) foi adaptado. Cérebros de camundongos na fase cronica da infec¢dao por pelo
menos 4 semanas foram retirados e lavados em solugdo balanceada de Hanks (HBSS)
gelada para remogdo de células sanguineas. Sendo, em seguida, fragmentados com o
auxilio de uma tesoura e solubilizados através de sucessivas passagens em agulhas de
18 a 23 G de calibre. A suspensdo, entdo, foi transferida para um tubo conico e
centrifugada a 1000 g por 10 minutos. O pellet obtido foi ressuspenso em uma solugao
de 25% de Dextran (Sigma) em HBSS e centrifugado a 2200 g por 10 minutos. Os

cistos do pellet foram lavados com HBSS para retirada do Dextran.

4 — Permeabilidade da parede cistica

Para determinar se a parece cistica seria permeavel a pequenos solutos,

incubamos cistos de Me49 isolados de cérebros de camundongos na fase cronica da
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infeccdo com o tragador Lucifer yellow (Sigma, EUA), de 457 Da de peso molecular,
por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds este tempo, observamos o material no

microscopio optico Zeiss Axioplan.

5 — Estabelecimento do processo de encistamento in vitro
5.1 — Linhagem Epitelial

Células LLC-MK, foram mantidas em uma estufa a 42°C por 1 hora e, em
seguida, recolocadas a 37°C. Posteriormente, as culturas foram infectadas com
taquizoitos de 7. gondii da cepa Me49 ou EGS por 2 horas e, apds este tempo lavadas
com meio para a retirada dos parasitos extracelulares. O estimulo para o processo de
encistamento foi feito através de choque térmico: as culturas foram postas a 42° C por 1
hora e trinta minutos (adaptado de Soéte et al., 1994). A diferenciagdo foi confirmada
através de imunofluorescéncia das culturas utilizando a lectina de Dolichos biflorus
(DBA) ligada a  FITC (Sigma, EUA), que reconhece residuos de N-acetil-
galactosamina, presentes nos elementos que formam a parede cistica (Zhang et al.,

2001).

5.2 — Fibroblasto

Fibroblastos foram postos para interagir com taquizoitos de 7. gondii da cepa
EGS. O meio ndo foi trocado durante a interagdo. Apos 4-5 dias acompanhando a
cultura ao microscopio invertido, cistos intracelulares foram observados na cultura. A
diferencia¢do foi confirmada através de imunofluorescéncia das culturas utilizando a
lectina de Dolichos biflorus (DBA) ligada a FITC (Sigma, EUA), que reconhece
residuos de N-acetil-galactosamina, presentes nos elementos que formam a parede

cistica (Zhang et al., 2001).
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6 — Microscopia de Fluorescéncia

Cistos teciduais da cepa Me49 de T. gondii foram isolados de camundongos apds
um a trés meses de infec¢cdo e fixados por 12 horas em uma solugdo contendo 4% de
formaldeido nascente em solugdo salina, pH 7,2. O material foi, entdo, lavado no
mesmo tampao e posto para aderir em laminulas de vidro cobertas com poli-L-lisina a
Img/mL (Sigma, EUA) por 1 hora. Em seguida, o material foi lavado com a mesma
solugdo salina e incubados com o tampdo de bloqueio (3% de albumina bovina em
solucdo salina, pH 8,0) por 1 hora e trinta minutos. Apos este tempo, o material foi
incubado com o marcador Calcofluor white (Sigma, EUA), que reconhece quitina e
celulose, a 5 ug/mL por 30 minutos. Posteriormente, o material foi lavado com tampao
de bloqueio, montado em laminas de vidro com N-propil-galato e selado com esmalte.

O material foi entdo observado no microscopio Zeiss Axioplan.

7 - Microscopia Eletronica de Varredura

i) Convencional

Cistos teciduais da cepa Me49 de T. gondii foram isolados de camundongos apds
um a trés meses de infeccdo e fixados por 24 horas em solucdo contendo 4% de
formaldeido nascente e 2,5% de glutaraldeido em tampao cacodilato de sodio 0,1M, pH
7,2. O material foi lavado no mesmo tampao e, em seguida, pds-fixado por 1 hora em
uma solu¢do contendo 1% de OsOys, 0,8% de ferrocianeto de potéassio € 5 mM de cloreto
de calcio diluidos em 0,IM de tampao cacodilato de sddio. Apos este periodo, o
material foi desidratado em concentragdes crescentes de etanol (de 30 a 100%), por 20
minutos em cada etapa e seco pelo método do ponto critico por CO,, metalizado com

uma cobertura de ouro de 15 nm em um aparelho Balzers Union FL9496 e observado no
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microscopio eletronico de varredura JEOL 5310, com uma distancia de trabalho de 11
mm e operando a 20 kV.

Para observagdao do cisto de 7. gondii nos cérebros de camundongos na fase
cronica da infecgdo com a cepa Me49, estes cérebros foram removidos e fixados
overnight em solugdo contendo 0,1% de glutaraldeido e 2% de formaldeido nascente
diluidos em 0,1M de tampao cacodilato de sddio. Em seguida, o material foi infiltrado
com 25% e em 50% de dimetilsulfoxido (DMSO), por 1 hora em cada etapa,
embrulhado em parafilme, congelado por imersao no nitrogénio liquido e fraturado com
o uso de uma navalha congelada. Os fragmentos obtidos foram lavados em agua
destilada e processados como descrito anteriormente para a microscopia eletronica de
varredura. O material fraturado foi observado no microscépio eletronico Zeiss EVO 40
do Jardim Botanico — Rio de Janeiro, com uma distincia de trabalho de 9 mm e

operando a 16 kV.

ii) De Emissao de Campo

Cistos teciduais da cepa Me49 foram isolados de camundongos apos um a trés
meses de infeccdo e fixados por 24 horas em solugdo contendo 4% de formaldeido
nascente ¢ 2,5% de glutaraldeido em 0,1M de tampao cacodilato de sédio, pH 7,2 e
lavados no memso tampao. Em seguida, foram pds-fixados por 1 hora em uma solugdo
contendo 1% de OsOs, 0,8% de ferrocianeto de potassio e 5 mM de cloreto de calcio
diluidos em 0,Im de tampao cacodilato de sddio. Apos este periodo, o material foi
desidratado em concentracdes crescentes de etanol (de 30 a 100%), por 20 minutos em
cada etapa e seco pelo método do ponto critico por CO,, metalizado com uma fina

camada de cromo de 5 nm no aparelho high Vacuum Sputter Coater SCD 500 (Bal-Tec)

33



e observado ao microscopio eletronico de varredura por emissao de campo JEOL 6340F

com uma distancia de trabalho de 8 mm e operado a 5kV.

8 — Desbastamento com feixe de ions concentrado (FIB)

Cistos teciduais da cepa Me49 foram isolados de camundongos com um a trés
meses de infeccdo e processados para microscopia eletronica de varredura de emissao
de campo como descrito anteriormente. O material montado em suporte foi coberto com
uma camada fina de cromo (Balzers) e transferido para o aparelho FEI Nova NanoLab6
DualBeam™ (FEI Company, Holanda). No modo cut-and-view a amostra foi girada a
52°, mantendo-se o feixe de ions galio concentrado perpendicular a superficie do
material. A superficie do cisto tecidual de 7. gondii foi desbastada com uma voltagem
de 30 kV e corrente entre 1 e 7 nA. Imagens do interior do cisto foram obtidas usando o
modo de microscopia eletronica de varredura por emissdao de campo (FE-SEM). Este
procedimento foi realizado no Instituto Nacional de Metrologia e Qualidade Industrial

(INMETRO) — Rio de Janeiro.

9 - Microscopia Eletronica de Transmissao
A - Fixacao convencional

Cistos teciduais da cepa Me49 foram isolados de camundongos apos um a trés
meses de infec¢ao e fixados por 24 horas em uma solugdo contendo 4% de formaldeido
nascente e 2,5% de glutaraldeido em 0,1M de tampao cacodilato de sodio, pH 7,2. O
material foi lavado no memso tampao e, em seguida, pos-fixado por 1 hora e meia em
uma solu¢do contendo 1% de OsOys, 0,8% de ferrocianeto de potassio € 5 mM de cloreto
de calcio diluidos em 0,IM de tampao cacodilato de sddio. Apos este periodo, o

material foi lavado no mesmo tampao, desidratados em concentragdes crescentes de
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acetona (de 30 a 100%), por um periodo de 20 minutos em cada etapa, e infiltrado com
solucdes crescentes de acetona-resina Polybed 812 (2:1, 1:1 e 1:2) por um periodo de 24
horas em cada etapa, sendo em seguida incluidos em resina pura. Cortes ultrafinos
foram obtidos utilizando o ultramicrétomo Reichert e coletados em grades de cobre. Os
cortes foram contrastados com 5% acetato de uranila e citrato de chumbo, ¢
posteriormente observados no microscopio eletronico de transmissao Zeiss 900 ou Jeol

1200.

B — Citoquimica de carboidratos

Para a deteccdo de carboidratos utilizamos a técnica de Thiéry (1967). Cistos
teciduais da cepa Me49 foram isolados de camundongos ap6és um a trés meses de
infeccdo e fixados por 24 horas em uma solucao contendo 4% de formaldeido nascente
e 2,5% de glutaraldeido em 0,1M de tampao cacodilato de sodio, pH 7,2. O material foi
lavado na mesma solug¢ao tampao e em seguida, pos-fixado por 1 hora e meia em uma
solucao contendo 1% de OsOy4, 0,8% de ferrocianeto de potassio ¢ 5 mM de cloreto de
calcio diluidos em 0,1M de tampado cacodilato de sodio. O material foi lavado no
mesmo tampao e desidratado em concentracgdes crescentes de 30 a 100% de acetona, por
um periodo de 20 minutos em cada etapa, e, posteriormente, infiltrado com solugdes
crescentes de acetona-resina Polybed 812 (2:1, 1:1 e 1:2) por um periodo de 24 horas
em cada etapa, sendo, em seguida, incluido na mesma resina. Cortes ultrafinos foram
obtidos utilizando o ultramicrotomo Reichert e coletados em grades de ouro. Estes
cortes foram lavados em 1% de acido periddico por 30 minutos, seguido por duas
lavagens rapidas e duas de 10 minutos em agua. Posteriormente, foram incubados em
1% de tiosemicarbazida diluida em 10% de 4cido acético por 24 horas, para evidenciar

glicoconjugados. Apds este periodo, os cortes foram lavados em 10%, 5% e 2% de
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acido acético por 5 minutos em cada diluicdo, seguido por trés lavagens em agua
destilada. Em seguida, os cortes foram incubados em 1% de proteinato de prata por 30
minutos (no escuro), lavados em agua destilada e observados no microscéopio eletronico
de transmissdo. Como controle negativo da citoquimica, algumas grades ndo foram

incubadas com a tiosemicarbazida.

C — Citoquimica de lipideos

Cistos teciduais da cepa Me49 foram isolados de camundongos apos um a trés
meses de infeccdo e fixados overnight em solucdo contendo 2,5% de glutaraldeido e 3%
de sacarose em 0,1M de tampao fosfato. Em seguida, o material foi lavado em 0,1 M de
tampao fosfato com 7,5% de sacarose e depois, em 0,IM de tampao imidazol, pH 7,5.
Posteriormente, o material foi pds-fixado por 2 horas em uma solug¢do contendo 2% de
tetroxido de 6smio em 0,1M de tampao imidazol, seguido por uma lavagem em 0,1M de
tampao imidazol. O material foi, entdo, desidratado em concentragdes crescentes de 30
a 100% de etanol, por um periodo de 20 minutos em cada etapa, e infiltrado com
solucdes crescentes de acetona-resina Polybed 812 (2:1, 1:1 e 1:2) por um periodo de 24
horas em cada etapa e, em seguida, incluido em resina pura. Cortes ultrafinos foram
obtidos utilizando o ultramicrétomo Reichert e coletados em grades de cobre e,
posteriormente, observados no microscopio eletronico de transmissao Zeiss 900 ou Jeol

1200.

D — Imunocitoquimica
i) Em cortes de resina
Cistos teciduais da cepa Me49 de T. gondii isolados foram fixados por 24 horas

na geladeira em solucao contendo 4% de formaldeido nascente, 0,2% de glutaraldeido,
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0,2% de acido picrico, 3% de sacarose € 5 mM de cloreto de calcio em 0,1M de tampao
cacodilato de sdédio. Em seguida, o material foi lavado em solugado salina PBS, pH 7,2 a
4 °C ,desidratado em concentracdes crescentes de 30 e 50 % de etanol na geladeira e de
70 a 100% de etanol no freezer, por um periodo de 30 minutos em cada etapa.
Posteriormente, o material foi infiltrado no freezer com solugdes crescentes de etanol-
resina acrilica hidrofilica Unicryl (2:1, 1:1 e 1:2) por um periodo de 48 horas em cada
etapa e, em seguida, incluido em resina pura. A polimerizacao foi feita a sob luz
ultravioleta a 0 °C. Cortes ultrafinos foram obtidos utilizando o ultramicrotomo Reichert
e coletados em grades de niquel. Os cortes foram incubados com uma solug¢ao de 50
mM de cloreto de amonio por 30 minutos e por 1 hora no tampao de bloqueio (3% de
albumina bovina e 0.02% de Tween em PBS, pH 8,0). Em seguida, os cortes foram
incubados com o anticorpo primario anti-GRA3 produzido em camundongo (cedido
pelo Dr. Jean-Frangois Dubremetz, Université de Montpellier, Franca) ou anti-GRA7
produzido em coelho (cedido pelo Dr. John Boothroyd, Stanford University School of
Medicine, E.U.A.) diluidos 1:100 em tampao de bloqueio por 1 hora. Apos este tempo,
as grades foram lavadas com o tampao de bloqueio e, posteriormente, incubadas com o
anticorpo secundario conjugado a ouro coloidal de 15 nm (anti-camundongo — GRA3) e
com o anticorpo secundario conjugado a ouro coloidal 10 nm (anti-coelho — GRA7)
ambos diluidos 1:100 em tampao de bloqueio por 1 hora (BBInternational). Apds esse
periodo, as grades foram lavadas com tampao de bloqueio, PBS pH 8,0 ¢ em 4gua
destilada, seguidamente. Os cortes foram contrastados com acetato de uranila e citrato
de chumbo, e posteriormente observados no microscépio eletronico de transmissao

Zeiss 900 ou Jeol 1200.
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ii) Em Crio-cortes

Cistos teciduais da cepa Me49 foram isolados de camundongos infectados apds
trés meses e fixados overnight com uma solugdo contendo 4% de formaldeido nascente
e 0,2% de glutaraldeido diluidos em 0,Im de tampao cacodilato de sédio, pH 7,2. O
material foi entdo infiltrado em solucdo contendo 25% de polivnilpirrolidona e 2,1 M de
sacarose e congelado por imersdao em nitrogénio liquido. Crio-cortes foram obtidos
cortando o material a -90 °C no crio-ultramicrétomo Ultracut (Reichert). Estes crio-
cortes foram incubados em 50 mM de cloreto de amoénia por 30 minutos e depois no
tampdo de bloqueio (3% de albumina bovina em PBS, pH 8,0) por 1 hora. Apos esse
periodo, os crio-cortes foram incubados com os anticorpo monoclonal Tgl7-43 (que
reconhece GRA1, cedido pela Dr. Corinne Mercier, Université Joseph Fourier, Franca)
na dilui¢ao de 1:500 em tampao de bloqueio por 1 hora. As grades com os crio-cortes
foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado a ouro coloidal de 10 nm
(BBInternational) por 1 hora na diluicdo de 1:100, em tampao de bloqueio, e
posteriormente observadas ao microscopio eletronico de transmissao Zeiss 900 ou Jeol

1200. Como controle negativo, omitimos a incubagao com o anticorpo primario.

E - Avaliacdo de espessura e diametro da parede e demais elementos dos cistos
isolados

Cortes ultrafinos foram utilizados para determinagao da espessura da parede e
elementos do cisto. Imagens aleatorias (n=20) de cortes ultrafinos de diferentes cistos
entre 1 e 3 meses da cepa Me49 foram adquiridas por uma camera digital MegaView 111
(Soft Imaging System) e as medigdes realizadas com o programa iTEM (Soft Imaging
System). Esta mesma metodologia foi usada nas imagens obtidas de réplicas de

criofratura e de criofratura seguida de etching.
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10 — Morfometria

Cortes ultrafinos foram utilizados para determinag¢do da variagdo de forma,
volume e redistribuicdo de organelas durante a diferenciacdo de taquizoito para
bradizoito. Imagens aleatorias (n=100) de cortes ultrafinos de diferentes bradizoitos e de
taquizoitos da cepa Me49 foram adquiridas no mesmo aumento por uma camera digital
MegaView III (Soft Imaging System) e as medicdes realizadas com o programa iTEM

(Soft Imaging System).

11 - Criofratura

i) Convencional

Para criopreservagdo, taquizoitas da cepa RH de 7. gondii isolados foram
fixados como descrito anteriormente para Microscopia Eletronica de Transmissdao por
fixacdo convencional. Em seguida, foram infiltrados com concentragdes crescentes de
glicerol no mesmo tampao até chegar a concentracdo final de 15%, permanecendo nesta
concentragdo overnight. O material foi incubado em glicerol 30% por 3 horas antes de
ser congelado por imersao em Freon 22 resfriado em nitrogénio liquido e, em seguida,
transferido para nitrogénio liquido. O material foi inserido e posteriormente fraturado a
—170°C, seguido de metalizagdo da superficie fraturada com platina (45° de inclinagao)
e com carbono (90° de inclinagdo) em um aparelho Balzers BAF 060. As réplicas
metalicas foram incubadas em uma solugdo de hipoclorito de sédio para digestdo de
todo o material bioldgico presente sob a réplica, lavadas em agua e recolhidas em
grades de niquel para observagdo no microscopio eletronico de transmissao Jeol 1200
ou Zeiss 900. Parte deste procedimento foi realizado no laboratorio do Prof. Elliot

Kitajima, da ESALQ-USP em Sao Paulo.
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Para interpretacdo das réplicas obtidas, foi necessario que determinar qual das
faces da bicapa lipidica esta sendo observada. A face da bicapa em contato com o meio
extracelular é denominada de face E, ou face extracelular. A face em contato com o
meio intracelular, ou citoplasma da célula, ¢ denominada de face P. Entretanto, em
organelas intracelulares, o interior destas estruturas ¢ considerado meio extracelular, € o
seu exterior, o citoplasma da célula (Branton et al., 1975). Assim, a face convexa
representa a face P e a face E da membrana plasmética ¢ da membrana das organelas,

respectivamente.

ii) Localizacdo de colesterol em preparacio de criofratura

Para determinar a localizacdo de colesterol na membrana da roptria de 7. gondii,
utilizamos o antibidtico poliénico Filipina. Este antibidtico se liga as moléculas de
colesterol formando complexos de facil observacao nas réplicas metélicas de material
criofraturado. Para tanto, taquizoitos da cepa RH de 7. gondii foram fixados como
descrito na se¢do anterior junto com este antibiotico na concentracao de 100 pg/mL por
2 horas. Apds este periodo, o material foi processado como anteriormente descrito para

criofratura convencional.

12 - Congelamento rapido seguido de criofratura e etching profundo

Um concentrado de cistos teciduais da cepa Me49 isolados ou taquizoitas da
cepa RH de T. gondii foi montado em cima de pedagos de pulmao de coelho fixado e
posteriormente congelado rapidamente por impacto, em suporte de cobre resfriado em
Hélio liquido. O material congelado foi, entdo, colocado em um aparelho Balzers BAF
301, fraturado a -115° C e realizou-se o etching, que consiste no aumento da

temperatura para -100° C por 8 minutos, sublimando o gelo, expondo o interior da
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célula, anteriormente imerso no gelo. Em seguida, réplicas metalicas das superficies
fraturadas foram feitas através da evaporacao de platina (24° de inclinacao) e carbono
(90° de inclinagdo) em mesa rotatoria. Estas réplicas foram incubadas em hipoclorito de
sodio para digestao de todo o material bioldgico presente, lavadas em agua destilada e
recolhidas em grades de cobre de 100 mesh cobertas com Formvar para observagao no
microscopio eletronico de transmissdo. As micrografias obtidas foram revertidas,
fazendo com que os depositos de platina aparegam em branco e o fundo em preto,
obtendo-se assim uma melhor visualizacao tridimensional do material (Heuser, 1981).
Este procedimento foi realizado sob orientagdo do prof. Pietro Lupetti no
Laboratorio de Criotécnicas do Departamento de Biologia Evolutiva, na Universidade

de Siena, Italia.

13 — Pesquisa de seqiiéncias génicas e alinhamento génico

Com as seqiiéncias da proteina quitinase e da quitina sintase de Entamoeba
hystolitica, Entamoeba dispar, Entamoeba invadens (isoformas 1, 2 e 3), Leishmania
amazonensis, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium berghei e
Plasmodium  gallinaceum procuramos por seqliéncias homodlogas no genoma
seqiienciado do 7. gondii (http://www.toxodb.org). A obtencdo de alguma seqiiéncia
neste procedimento, permitird o seu alinhamento com as seqliéncias conhecidas dos
organismos mencionados e a similaridade estabelecida com o programa da pagina do

Projeto genoma do 7. gondii.
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Resultados

Os estudos desta tese iniciaram-se com: (i) seguindo-se pela caracterizacao
ultraestrutural destes cistos; (i1) a determinagdo da diferenca morfologica e estrutural de
organelas entre taquizoito e bradizoito, dando maior énfase as roptrias, (iii) o
estabelecimento do processo de encistamento in vitro em culturas de células epiteliais e

fibroblasto, e (iv) pela procura dos genes de quitinase e quitina sintase.

1 — Caracterizacao da ultraestrutura do cisto
Para caracterizagdo da ultraestrutura do cisto, mais especificamente sua parede
cistica e a matriz, utilizamos cistos teciduais da cepa Me49 isolados de cérebros de

camundongos na fase cronica da infeccao.

1.1 — Visao geral

Os cistos da cepa cistogénica Me49 isolados de cérebro de camundongos na fase
cronica da infeccdo apresentaram diametro entre 20 a 70 um, mostrando uma forma
esférica tanto quando observados por microscopia optica (Figura 1A), por microscopia
eletronica de transmissdo em cortes ultrafinos (Figura 1B) e por microscopia eletronica
de varredura (Figura 1C). O cisto apresentou uma estrutura densa e espessa — a parede
cistica (Figura 1B). Cada cisto continha varios bradizoitos no seu interior, posicionados

randomicamente na matriz, que era preenchida com um material eletrondenso.
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Figura 1 - Visao geral do cisto da cepa Me49 de Toxoplasma gondii isolado de cérebros
de camundongos na fase cronica da infeccdo. A — Cisto da cepa Me49 observado ao
final do processo de isolamento. Pode-se notar os bradizoitos no seu interior, bem como
a parede cistica birrefringente (setas). B — Corte ultrafino de um cisto tecidual da cepa
Me49 isolado. Diversos bradizoitas encontram-se na matriz do cisto. Esta matriz era
preenchida por um material eletrondenso (asterisco). Podemos observar uma estrutura
densa e espessa, eletrondensa - a parede cistica (cabegas de seta). C — Micrografia
eletronica de um cisto da cepa Me49 isolado observado por microscopia eletronica de

varredura, apresentando forma esférica e uma superficie irregular. Barras = 10 um.
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1.2 — A parede cistica

Por microscopia eletronica de varredura convencional € por emissdao de campo, a
parede mostrou-se com um aspecto irregular, como mostrado na Figuras 2A e B.
Estruturas semelhantes a poros, com diametro médio de 175 nm, foram observadas na
sua superficie. Para termos certeza que estas estruturas nao eram artefatos do processo
de isolamento dos cistos, adaptamos o protocolo de Tanaka e Mitsushima (1984) a fim
de observarmos cistos em cérebros de camundongos na fase cronica da infec¢do. Os
cérebros foram processados como descrito na se¢ao Material ¢ Método, expondo os
cistos a observagdao por microscopia eletronica de varredura. Estas mesmas estruturas
foram observadas na parede de cistos observados em fragmentos de cérebro na fase
cronica da infeccdo com a cepa Me49 que foram congelados e fraturados a baixa
temperatura (Figura 2C).

Em cortes ultrafinos observamos que em um mesmo cisto esta parede
apresentou-se mais fina em algumas regides (50 nm de espessura) e, em outras, mais
espessa (500 nm de espessura), com uma espessura média de 241,51 nm (Tabela 1).
Esta variagdo foi observada tanto em cistos jovens quanto em maduros, obtidos de
camundongos apos 1 a 3 meses de infecgao.

Pela analise detalhada de cortes da parede cistica por microscopia eletronica de
transmissao observamos que esta estrutura ¢ composta de uma unidade de membrana
plasmatica, que apresenta inimeras convolugdes € um tipo de material granular, que se
acumula acima e abaixo desta membrana (em maior quantidade) (Figura 3). Marcagao
positiva para GRAL1, 3 e 7 (Figura 4) foi observada nesta membrana. GRA3 se mostrou
mais abundante na regido granular da parede.

Vesiculas de diferentes diametros foram observadas na regido granular da parede

cistica quando o material foi processado pela técnica de dsmio-imidazol, o que indica
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natureza lipidica na sua composic¢ao, (Figura 5A). Cortes ultrafinos e réplicas metalicas
de cistos criofraturados seguido de etching mostraram a presenca de estruturas tubulares
na regido granular da parede cistica (Figura 5B). Estes tubulos apresentaram uma
superficie lisa e um didmetro médio de 65 nm. Diversas vesiculas com diametro médio
de 67 nm foram também observadas na regido granular da parede (Figura 5B). Muitas
foram encontradas proximas aos tubulos ali observados. Vesiculas também foram

observadas proximas a esta parede (Figura 3).

Tabela 1 — Dimensdes das estruturas encontradas na matriz de cisto da cepa Me49 de

Toxoplasma gondii.

Estruturas do Cisto Dimensoes (média + desvio padrdo)
Parede cistica 241,51 £ 107,19 nm (50 — 500 nm)
Tubulos da matriz 35,79 + 3,15 nm (33,34 — 40 nm)
Vesiculas da matriz 72,56 + 24,43 nm (32 — 140 nm)
Vesiculas com material granular 512,50 £ 161,11 nm (250 — 700 nm)

Diversos perfis das estruturas em diferentes cortes ultrafinos, provenientes de diferentes preparacdes de

cistos, foram utilizados para esta avaliagao.
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Figura 2 - Parede do cisto tecidual da cepa Me49 isolado de cérebros de camundongos
na fase cronica da infeccdo. A — Por microscopia eletronica de varredura convencional
observamos a parede cistica sendo formada por estruturas filamentosas que se dispdem
em um arranjo irregular. Estruturas semelhantes a poros estdo presentes na superficie
desta parede (cabecas de seta). B — Por microscopia eletronica de varredura por emissao
de campo a parede cistica apresentou o mesmo aspecto de quando observada em
preparagdes para a varredura convencional, com as mesmas estruturas semelhantes a
poros (cabegas de seta). C — O aspecto da parede nao difere quando comparado com
cistos observados de fragmentos de cérebros na fase cronica da infec¢do que foram
congelados e fraturados a baixa temperatura antes da observagdo no microscopio
eletronico de varredura. Estruturas semelhantes a poros, como as que sao observadas em

A e B, também estdo presente na superficie da parede (cabegas de seta).
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Figura 3 - Cortes ultrafinos de cistos da cepa Me49 isolados de cérebros de
camundongos na fase cronica da infec¢do mostrando a organizacao da parede cistica. A
- A estrutura filamentosa (asterisco) da parede encontra-se tanto abaixo da membrana
(setas) como acima desta. B - Esta membrana apresentou um aspecto irregular, com

varias invaginagdes. Podemos observar diversas vesiculas (V) proximas a parede cistica.

47



TS R A

AAL
>y




Figura 4 - Imunocitoquimica para GRA1, 3 e 7 em cortes de cistos da cepa Me49
isolados de cérebros de camundongos na fase cronica da infeccdo. A — Podemos
observar que houve marcacao para GRA1 (setas) na parede cistica neste crio-corte do
cisto e no granulo denso. B — Marcacao de GRA3 (cabecas de seta pretas) e GRA7
(cabegas seta brancas) na parede cistica de cistos incluidos em resina hidrofilica

Unicryl.
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Figura 5 - A — Uma grande quantidade de vesiculas (V) foi evidenciada na parede
cistica quando processamos os cistos da cepa Me49 isolados de cérebros de
camundongos na fase cronica da infec¢do pela técnica de 6smio-imidazol. Além destas
vesiculas, tibulos (T) também foram observados em cortes ultrafinos da parede cistica.
Através desta técnica também podemos observar a estrutura irregular da membrana que
compoe a parede cistica. B — Réplicas metélicas de cistos criofraturados seguido de
etching profundo também mostraram vesiculas (V) e tibulos (T) na parede cistica, com

as mesmas dimensdes daquelas observadas por corte ultrafino.
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A organizagdao estrutural dos componentes da parede foi melhor observada
quando os cistos foram criofraturados e posteriormente sofreram etching (Figura 6). Ao
observar as réplicas metalicas deste material, notamos que a parede se apresenta em
duas camadas: uma mais externa, proxima a superficie, fina e com o material em um
arranjo mais compacto; € uma mais interna, proxima a matriz cistica, mais espessa e
com o material em uma organiza¢ao mais frouxa.

Ao incubarmos os cistos com o fluoréforo Lucifer Yellow, esta parede mostrou
ser uma estrutura permeavel, uma vez que observamos este corante na matriz do cisto

(Figura 7). Este corante ndo foi captado pelos bradizoitos.
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Figura 6 - Réplicas metélicas de cistos da cepa Me49 isolados de cérebros de
camundongos na fase cronica da infec¢ao que foram criofraturados, seguido de efching
profundo. A e B — A parede cistica se divide em duas camadas: uma mais externa
(setas), proxima a superficie, com o arranjo mais compacto, € uma mais interna
(asterisco), proxima a matriz do cisto, com um arranjo mais frouxo. C — Maior aumento

da organizagao dos filamentos na parede cistica, na camada mais frouxa.
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Figura 7 - A parede cistica (setas) ¢ permeavel a pequenos solutos, como o corante
Lucifer Yellow (457 Da). A — Foto de microscopia Optica de contraste interferencial do
cisto da cepa Me49 de Toxoplasma gondii isolado. B — Foto de microscopia de
fluorescéncia mostrando o corante Lucifer Yellow se acumulando na matriz do cisto,

nao sendo captado pelos bradizoitos.
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1.3 — A matriz do cisto

A matriz do cisto de 7. gondii ¢ composta por um material filamentoso e
eletrondenso, vesiculas de variados diametros e por estruturas tubulares, como
observado em cortes ultrafinos e nas réplicas metalicas (Figuras 8 e 11).

Estas estruturas tubulares estavam distribuidas por toda a matriz, apresentando
diametro entre 30 ¢ 50 nm de espessura, como observado por cortes ultrafinos e nas
réplicas metalicas (Figura 8A e B) (Tabela 1). Observamos os bradizoitos secretando
estas estruturas na matriz, através de uma invaginacdo no seu poélo posterior (Figura
8C). Para comprovarmos que estes tubulos estariam organizados em uma rede,
semelhante & observada no vactolo parasitoforo, utilizamos o aparelho de DualBeam™
(FEI Company). Neste aparelho pode ser usado um feixe de ions focalizado para
desbastar a superficie de um material. Posteriormente, se faz a observagao, neste mesmo
aparelho, da superficie debastada por microscopia eletronica de varredura por emissao
de campo, possibilitando uma alta resolucdo do material. Utilizamos esta técnica para
desbastar a parede do cisto isolado, possibilitando a observagao das estruturas presentes
na matriz cistica. A observacao deste material permitiu a determinacao que estes tubulos
estdo organizados em uma rede, conectando os bradizoitos uns aos outros e também a
parede (Figura 10). Estes tibulos foram reconhecidos por anticorpos contra GRA 1, 3 e
7 (Figura 9).

As vesiculas menores apresentaram um didmetro entre 50 e 140 nm (Tabela 1),
com algumas destas apresentando uma membrana mais eletrondensa ¢ um fino coat em
sua superficie, como obsrevado em corte ultrafino (Figura 11A) e réplica metélica
(Figura 11B). Algumas destas vesiculas apresentaram marcagdo para os anticorpos

contra GRA 1, 3 e 7 (Figura 12). Nem todas apresentaram marcagao para GRA1 (Figura
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12A e B). Algumas vesiculas apresentaram marca¢ao somente para GRA7 (Figura
12D), somente para GRA3 (Figure 12E) ou para as duas GRAs (Figura 12C).

Vesiculas com diametros grandes (entre 250 e 700 nm) (Tabela 1) (Figura 13)
também foram observadas na matriz. Estas vesiculas apresentaram uma superficie lisa,
com o seu lumen contendo um material filamentoso, semelhante ao material que forma
a parede cistica. Estas vesiculas brotam da parte posterior dos bradizoitos, sendo depois
observadas em contato com a parede cistica (Figuras 14). Diferentes etapas do caminho
percorrido por estas grandes vesiculas sdo mostradas na Figura 14A-F.

Para podermos confirmar que o material filamentoso observado no lumen destas
vesiculas poderia ser de natureza glicidica, realizamos o protocolo estabelecido por
Thiéry (1967), que evidencia grupamentos carboxilicos para observacao ultraestrutural.
Como controle positivo desta citoquimica, os granulos de amilopectina no citoplasma
dos bradizoitos também se mostraram positivamente marcados (Figura 15A). A Figura
15B mostra uma vesicula presente na matriz cistica contendo material polissacaridico,
similar as grandes vesiculas observadas em cistos processados rotineiramente.
Processando os cistos pelo protocolo estabelecido por Angermiiller ¢ Fahimi (1982),
onde o 6smio-imidazol evidencia lipideos insaturados, observamos algumas destas
grandes vesiculas com contetido eletrondenso, sugerindo que a sua composi¢ao inclua a

presenca de lipideos insaturados (Figura 16).
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Figura 8 - A — Corte ultrafino de cisto da cepa Me49 isolado de cérebro de
camundongo na fase cronica da infec¢ao mostrando os elementos presentes na matriz do
cisto, como tubulos (T) e vesiculas (V) proximos a bradizoitos (B). B — Réplica metalica
de um cisto de Me49 isolado de cérebro de camundongo na fase cronica da infecgdo que
foi criofraturado, seguido de efching profundo. Podemos observar tabulos
morfologicamente semelhantes aos observados nos cortes ultrafinos, préximos a um
bradizoito (B). C - Podemos observar que estas estruturas tubulares (seta) sdo secretadas

por ma invaginagdo na parte posterior do bradizoita (b).
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Figura 9 - Imunocitoquimica para GRA1, 3 e 7 em cortes de cistos da cepa Me49
isolados de cérebros de camundongos na fase cronica da infeccdo. A — Podemos
observar que houve marcacao para GRAI1 (setas) no tubulo na matriz do cisto em crio-
corte. B — Marcagao de GRA7 (seta) nos tubulos na matriz de cistos incluidos em resina

hidrofilica.
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Figura 10 - Cistos da cepa Me49 isolados processados como para microscopia
eletronica de varredura foram desbastados com o uso de um feixe de ions concentrado
(FIB) no aparelho DualBeam para desbastar a parede e observarmos a matriz no modo
de microscopia de varredura por emissao de campo. Enquanto desbastdvamos a parede
imagens do material foram obtidas. A — o cisto a ser desbastado. B — Com o uso do FIB,
foi possivel desbastar a parede e observar a matriz do cisto. C e D — Maior aumento da
regido revelada pelo uso do FIB. Podemos observar tubulos (setas) em um arranjo de
rede, conectando os bradizoitos. E — Maior detalhamento do arranjo dos tibulos (setas),

que conectam os bradizoitos. F — O cisto ap6s o uso do FIB.
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Figura 11 - A - Corte ultrafino de cisto da cepa Me49 isolado de cérebro de
camundongo na fase cronica da infecgdo mostrando vesiculas (V) na matriz do cisto.
Algumas destas vesiculas apresentaram uma membrana mais eletrondensa e um fino
coat em seu entorno (seta). Podemos observar também o material amorfo presente na
matriz do cisto (asterisco). B — Réplica metalica de um cisto de Me49 isolado de cérebro
de camundongo na fase crdonica da infeccdo criofraturado, seguido de etching,

mostrando uma vesicula com este material eletrondenso na sua superficie.

58



83



Figura 12 - Imunocitoquimica para GRAI, 3 e 7 em cortes de cistos de Me49 isolados
de cérebros de camundongos na fase cronica da infeccdo. A e B — Podemos observar
que houve marcagdo para GRAI1 (setas) em algumas vesiculas na matriz do cisto em
crio-corte. Em algumas vesiculas nao houve marcagdo. C — Marcagdo de GRA3 (seta
branca) e GRA7 (seta preta) na mesma vesicula em cistos incluidos em resina
hidrofilica. D — Em algumas vesiculas s6 apresentaram marcagao de GRA7. Podemos
observar marcagdo na matriz do cisto também. E — Algumas vesiculas apresentaram

marcagao somente para GRA3.
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Figura 13 - Vesiculas (setas) contendo um material granular foram observadas na
matriz de cistos de Me49 isolados de cérebros de camundongos na fase cronica da
infeccdo. A - O material granular contido nestas vesiculas ¢ muito semelhante ao
material que constitui a parede cistica (cabecas de seta). Estas vesiculas apresentaram
um didmetro maior que vesiculas normalmente encontradas na matriz (V). B — Estas

vesiculas foram também observadas bem no interior da matriz cistica, entre bradizoitos.
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Figura 14 - A até D — Cortes ultrafinos mostrando diferentes etapas do caminho
percorrido pelas grandes vesiculas (cabegas de seta brancas) presentes na matriz de
cistos da cepa Me49 isolados de cérebros de camundongos na fase cronica da infecgao.
Podemos observar pequenas vesiculas (Vp) na matriz do cisto, bem como dentro da
parede (seta branca). A e B — Brotamento e liberacdao das vesiculas na matriz cistica. O
conteudo destas vesiculas apresentou a mesma granulosidade que os elementos que
compdem a parede cistica (asterisco), como observado nos Insets 1 e 2. C e D — Contato
destas grandes vesiculas com a parede cistica. Na D, podemos observar um contato mais
intimo (seta preta) com a parede cistica. E e F — Réplicas metalicas de cisto da cepa
Me49 isolado de cérebro de camundongo na fase cronica da infeccdo, que foi
criofraturado, seguido de etching profundo. Podemos observar o processo de

brotamento (cabegas de seta preta) das grandes vesiculas (Vg) pelos bradizoitos (B).
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Figura 15 - Cistos de Me49 isolados de cérebros de camundongos na fase cronica da
infeccdo foram processados para citoquimica de carboidratos. A — Podemos observar os
granulos de amilopectina (setas) encontrados no citoplasma dos bradizoitos com reagao
positiva. B — Uma vesicula na matriz do cisto apresentou em seu limen material

polissacaridico (seta grossa).
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Figura 16 - Cisto de Me49 isolado de cérebro de camundongo na fase cronica da
infeccdo processado para a técnica de O6smio-imidazol. A - Podemos observar uma
vesicula contendo material lipidico (seta) proxima a parede cistica. B - Podemos
observar uma vesicula contendo material lipidico (seta) na matriz de cisto, com tamanho
semelhante as grandes vesiculas observadas na matriz de cistos processados de maneira

convencional.
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2 — Diferencas morfologicas entre os bradizoitas e os taquizoitas
2.1 — Roptrias

Cortes ultrafinos de taquizoitas da cepa RH de 7. gondii mostraram as roptrias
na parte anterior do parasito, localizadas na parte apical, apresentando um conteudo de
eletrondensidade diferenciada (Figura 17A). A parte central do bulbo apresentou um
aspecto esponjoso, em forma de colméia, e a periferia mais eletrondensa. O pescogo
frequentemente apresentou um contetido bem eletrondenso e compactado. Quando os
taquizoitas estavam em processo de invasao nas células hospedeiras, o contetido soluvel
das roptrias foi secretado, sendo possivel observar estruturas lamelares no limen do
bulbo (Figura 17B). Estas estruturas também foram observadas em réplicas metalicas de
taquizoitas criofraturados convencionalmente (Figura 18C), apresentando pouca ou
nenhuma particula intramembranar (PI). Particulas de 16,5 nm de diametro foram
observadas no lumen do bulbo (Figura 18C).

Em cortes ultrafinos de taquizoitos da cepa RH observamos vesiculas de 120 nm
de diametro na parte apical do taquizoito, logo acima das roptrias (Figura 18A). Em
réplicas metélicas de taquizoitos criofraturados observamos poucas PIs na face fraturada
destas vesiculas (Figura 18B).

Cortes ultrafinos de roptrias dos bradizoitos da cepa Me49 em cistos isolados de
cérebros de camundongos na fase cronica da infec¢do apresentaram o mesmo aspecto
que as dos taquizoitos: o pescogo bem eletrondenso, ligado ao bulbo com aspecto
esponjoso (Figura 19). Como nas roptrias dos taquizoitos, observamos em cortes
ultrafinos uma regiao de eletrondensidade intermediaria conectando o pescogo e o bulbo
(Figura 19A). Vesiculas de 27 nm de diametro foram observadas proéximas ao pescogo

das roptrias dos bradizoitos (Figura 19B).
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Figura 17 - A e B - Cortes ultrafinos de roptrias de taquizoitos da cepa RH de
Toxoplasma gondii. Podemos observar que a roptria pode se apresentar dividida em
duas regides: o pescogo (seta branca), bem eletrondenso, € o bulbo (seta preta), com
aspecto lacunar. Durante a invasdo na célula hospedeira, o conteudo da roptria ¢
secretado, diminuindo a eletrondensidade da organela, evidenciando estruturas tubulo-
vesiculares (asterisco) no limen do bulbo. C — Em réplicas metélicas de taquizoitas da
cepa RH de Toxoplasma gondii observamos que estas estruturas lamelares (cabecas de
seta brancas) no lumen da rdptria apresentam poucas Pls. Algumas particulas foram

observadas no lumen da organela (cabega de seta preta).
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Figura 18 — A — Corte ultrafino de uma vesicula (seta) de aproximadamente 120 nm
observada na extremidade apical de taquizoitos da cepa RH. Podemos observar alguns
perfis de roptrias (R). B — Uma vesicula similar foi observada em réplica metalica de
preparagdes de taquizoitos criofraturados. Podemos observar os microtubulos

subpeliculares (cabecas de seta).
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Figura 19 - Cortes ultrafinos de bradizoitos em cistos da cepa Me49 isolados de cérebro
de camundongo na fase cronica da infec¢do. A - Podemos observar que a morfologia da
roptria ¢ semelhante a de taquizoitos da cepa RH: o pescoco eletrondenso (1), uma
regido de eletrondensidade intermediaria (2), € o bulbo com aspecto amorfo (3).
Algumas estruturas lamelares podem ser observadas no lumen do bulbo (asterisco). Ap
— apicoplasto; G — complexo de Golgi. B — Observamos pequenas vesiculas (cabegas de

seta) proximas ou dentro do pescoco da réptria (Inset). A — granulos de amilopectina.
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Analisamos as faces de fratura da membrana da réptria de taquizoitas da cepa
RH por criofratura convencional, determinando tamanho e distribui¢cdo de Pls na regido
do pescogo e no bulbo. Estas regides apresentaram PIs em tamanho e distribui¢do
variados (Figura 20) (Tabela 2). Na face E do pescoco a densidade das Pls foi de 11
PIs/ umz, com PIs de didmetro médio de 23,6 nm. Na face P a densidade foi maior — 75
PIs/um?® mas com PIs apresentando um didmetro bem menor — de 9,25 nm, quando
comparadas a face E. Na face E do bulbo, as PIs apresentaram um didmetro médio de 14
nm, com uma densidade de 35 PIs/um’. Em réplicas de cistos de Me49 isolados de
cérebro de camundongos na fase cronica da infeccdo, que foram criofraturados, seguido
de etching, observamos PlIs na face fraturada das roptrias com um diametro médio de
22,5 nm (Figura 22).

Réplicas metalicas de preparacdes de taquizoitas da cepa RH e de bradizoitas de
cistos da cepa Me49 isolados, onde estes materiais foram criofraturados seguido de
etching, possibilitaram a observacdo de PIs tanto no pescoco quanto no bulbo de
roptrias, dispostas em um arranjo especial — em fileiras paralelas, ao longo de toda a
circunferéncia destas regides, inclusive na area de ligacdo entre elas (Figuras 20C, 21A
e 22A e B). Algumas particulas de 13,9 nm foram observadas na parte basal do bulbo
das roptrias de bradizoitos (Figura 22C). Curiosamente, observamos estruturas
semalhantes a poros de 26 nm de didmetro na face fraturada do bulbo (Figura 21C).

Utilizamos o antibidtico filipina para localizar ultraestruturalmente esterdis na
face da membrana das roptrias de taquizoitas criofraturados. A interacao entre o
antibiotico e o esterol forma um complexo macromolecular, facilmente observado nas
réplicas metalicas. A membrana externa dos taquizoitos apresentou tais complexos
(Figura 23A), entretanto nenhum complexo foi observado na face fraturada das roptrias

(Figura 23B).
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Os micronemas apresentaram-se conectados uns aos outros por finos filamentos
de 7,7 nm de didmetro e 16,2 nm de comprimento (Figura 21B e D), tanto em
taquizoitos da cepa RH quanto em cistos da cepa Me49, que foram criofraturados,
seguido de efching. Nenhuma ou muito poucas PIs foram observadas na face fraturada
destas organelas em réplicas metdlicas. Nao observamos nenhuma conexao entre os

micronemas € as roptrias.

Tabela 2 - Determinacdo do didmetro médio e do numero de particulas
intramembranares por area nas faces de fratura das roptrias de taquizoitos da cepa RH
em preparacdes para criofratura convencional.

Face P Face E
Diametro Particulas por area Diametro Particulas por area
Pescogo 9.25 nm 75 Pls/um? 23.6 11 PIs/um?
Bulbo nd nd 14 35 PIs/um’

nd — nao determinado
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Figura 20 - Roptrias observadas em réplicas metalicas de taquizoitos da cepa RH
processados por criofratura convencional. A - Podemos observar Pls (setas) dispostas ao
longo da face fraturada da roptria. M — micronemas. B - PIs sdo observadas na parte
basal do bulbo. C — PIs estao distribuidas em fileiras paralelas tanto na face E quanto na

face P.
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Figura 21 - Réplicas metalicas de taquizoitos da cepa RH criofraturados e submetidos a
etching profundo. A - Podemos observar a disposi¢ao em fileira destas Pls na face
fraturada das réptrias (Inset). B — Podemos observar a distrubuicao dos micronemas (m)
e das roptrias (r) na parte apical do taquizoita. PIs (setas) sdo observadas na face
fraturada das roptrias. C - Podemos observar poros (cabegas de seta brancas) e Pls
(setas) na face fraturada das roptrias (R).. No Inset da figura C podemos observar em
maior detalhe o poro. D - Os micronemas (m) na parte apical dos taquizoitas
apresentaram pequenas ligacdes (cabecas de seta pretas), conectando uns aos outros,

como melhor observado no Inset.
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Figura 22 - Réplicas metélicas de bradizoitos em cistos de Me49 isolados de cérebro de
camundongo na fase cronica da infec¢ao, que foram criofraturados, seguido de efching.
A - Na parte apical podemos observar micronemas (m) e, assim como nos taquizoitas,
apresentando pequenas ligagdes (cabega de seta branca) entre eles. B - PIs (setas) estdao
dispostas na superficie das roptrias em fileiras por toda a superficie da organela. C - Na
parte basal do bulbo podemos observar algumas PIs sem um arranjo definido (cabeca de

seta preta).
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Figura 23 — O antibidtico filipina foi usado no fixador para localizar esterdis nas faces
tratadas da membrana da roptria de taquizoitos da cepa RH, processados por criofratura
convencional. A — A superficie fraturada dos taquizoitos apresentou complexo
macromolecular (cabegas de seta brancas), formado pela ligacdo do antibidtico com o
esterol. B — A superficie fraturada das roptrias ndo apresentou tais complexos, somente

PIs (cabegas de seta pretas).
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2.2 — Comparacao morfométrica entre taquizoitos e bradizoitos

Realizamos medigdes do volume relativo ocupado pelas organelas nos
bradizoitos (Figura 24A) utilizando cortes ultrafinos de cistos de Me49 isolados (Tabela
3). Os granulos de amilopectina ocuparam um volume médio de 6,57%, sendo segunda
estrutura medida mais abundante no citoplasma dos bradizoitos. A primeira foi o
nucleo, com 13.85%. As roptrias ocuparam um volume de 3,66%, um pouco menos que
o observado pelos granulos densos, de 4,85%. Os micronemas ocuparam 2,76% do
volume total, um valor proximo do ocupado pela mitocondria, de 2,1%. Apicoplasto e
corpos lipidicos ocuparam volumes relativos bem similares, de 0,32% e 0,34%,
respectivamente. O acidocalcissomo ocupou um volume um pouco maior, de 0,42%.

Realizamos a morfometria destas mesmas organelas em taquizoitas de Me49
(Figura 24B) (Tabela 3). O nucleo apresentou volume médio ocupado, de 17,24%, bem
semelhante ao bradizoito. Ja as roptrias apresentaram um volume menor, de 2,58%, bem
como os granulos densos, com 1,27% do volume total. O volume médio do apicoplasto
em taquizoitos foi o dobro do apresentado em bradizoitas, com 0,65% do volume total.
A mitocondria apresentou um volume ocupado maior, com 3,25%. Os micronemas

apresentaram um volume bem menor também, com 0,3% do volume total.
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Tabela 3 — Comparagdo entre taquizoitos e bradizoitos quanto ao volume médio

ocupado por algumas organelas em relacdo ao volume total, a partir de imagens digitais

de cortes ultrafinos e analisadas pelo programa iTEM.

Organela Taquizoito
Apicoplasto 0,65%
Acidocalcissomo 2,06%
Corpo lipidico 0,01%
Granulo denso 1,27%
Granulo de Amilopectina nd

Micronema 0,3%
Mitocondria 3,25%

Nucleo 15,24%

Roptria 2,58%

Bradizoito

0,32%
0,42%
0,34%
4,85%
6,57%
2,76%
2,1%
13,85%

3,66%

nd — nao determinado
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Figura 24 — Para avalia¢dao do volume ocupado por algumas organelas utilizamos cortes
ultrafios das formas taquizoita e bradizoita. A - Imagem representativa de bradizoitas. B

- Imagem representativa de taquizoitas.
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3 - Encistamento in vitro

O primeiro protocolo utilizado para induzir o encistamento do 7. gondii foi o
aumento do pH do meio das células hospedeiras LLC-MK2. Entretanto, nenhum
resultado positivo foi obtido. Em seguida, testamos o choque térmico para estimular o
encistamento. Para tanto, adaptamos o protocolo descrito por Soéte e colaboradores
(1994), com a cepa virulenta RH, para a cepa cistogénica Me49. Primeiramente, as
células foram deixadas a 42°C durante todo o cultivo. Entretanto, muitas células
descolaram da placa de cultivo, enquanto as remanescentes se encontravam sofridas,
nos levando a testar outras variagdes metodologicas.

A incubagdo prévia das células LLC-MK2 por 30 minutos a 42°C e depois
retornando para 37°C, apos a infeccdo com taquizoitos de Me49, apresentou o melhor
resultado. O monitoramento da diferenciagdo foi feito com o uso da lectina DBA, que
mostrou marcacao positiva 48 horas apds o estimulo (Figura 25). Esta marcagdo foi
também observada nas culturas de 72 e 96 horas (Figura 26).

Com a cepa cistogénica EGS e as células LLC-MK2 obtivemos resultados
similares. Nem todos os vactolos se diferenciam em cistos teciduais, permanecendo
alguns parasitos na forma taquizoita dentro de um vacuolo parasitoforo, no arranjo em
forma de roseta (Figura 27). Quando utilizamos culturas de fibroblasto humano, 4-5
apos a interagdo observamos cistos de diferentes tamanhos na cultura (Figura 28), sem a
necessidade de uso de qualquer agente estressor para a indugao do encistamento.

Processamos culturas de LLC-MK2 ap6s 216 horas de interagdo para
microscopia eletronica de transmissdo. Nos cortes ultrafinos deste material, notamos a
presenca de uma parede cistica eletrondensa e espessa circundando os bradizoitos
(Figura 29A). Como podemos observar na Figura 29B, uma mesma célula pode abrigar

tanto um cisto formado (abrigando poucas unidades de bradizoitos em seu interior)
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quanto vacuolos parasitéforos contendo taquizoitos. Os parasitas em diferenciacao
apresentaram granulos de amilopectina em seu citoplasma (Figura 29C). Os cistos em
formagdo apresentaram mitocondrias, perfis de reticulo endoplasmatico e filamentos de
citoesqueleto proximos a parede cistica (Figura 30). A parede cistica se apresenta
formada por material granular, espessa e com vesiculas. Na Figura 30C podemos
observar uma vesicula grande na matriz do cisto em formagao, proxima a parede cistica.
A membrana, que se localiza justaposta a esta parede, também apresentou reentrancias
como observado em cistos isolados (Figura 30B). Nao observamos estruturas

tubulovesiculares na matriz, que era preenchida por um material granular (Figura 30A).

78



Figura 25 — LLC-MK2 infectadas com Toxoplasma gondii (cepa Me49) 48 horas apoOs
o estimulo térmico para o encistamento. A - Vacuolo (seta) marcado positivamente para
a lectina DBA-FITC. B — Em uma outra célula, vacuolos (seta) marcados positivamente

para a lectina DBA-FITC.
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Figura 26 - Toxoplasma gondii 72 horas apds o estimulo para o encistamento, em
culturas de LLC-MK2 (cepa Me49). A — Vacuolos (seta) apresentando marcagdo
positiva para a lectina DBA-FITC. B — Em uma outra cé€lula, vactiolos apresentando

marcacao positiva para a lectina DBA-FITC.

80






Figura 27 - Toxoplasma gondii (cepa EGS) 72 horas apdés o estimulo para o
encistamento, em culturas de LLC-MK2. A — Imagem de contraste interferencial
mostrando uma célula contendo um vacuolo (seta) em processo de encistamento. B —
Este vacuolo apresenta marcacao positiva para a lectina DBA-FITC (seta). C - Imagem
de contraste interferencial mostrando células contendo vactiolos parasitoforos (cabecas
de seta) e uma célula contendo um vacuolo (seta) em processo de encistamento. D — Os
vactolos parasitoforos sdo negativos para DBA-FITC, enquanto que o vactlo em

processo de encistamento (seta) apresenta marcagao positiva.
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Figura 28 - Culturas de fibroblastos infectadas com Toxoplasma gondii (cepa EGS). A
- Observamos cistos (setas) 4-5 dias apos a interagdo, sem a necessidade de uso de um
agente estressor. B - Foram observados varios cistos (setas), de diferentes tamanhos, na

cultura.
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Figura 29 - Cortes ultrafinos de culturas de células LLC-MK?2 infectadas com a cepa
cistogénica EGS com 216 horas de encistamento. A e B — Podemos observar cistos
(setas pretas) com formacao de uma parede cistica. Uma mesma célula pode abrigar
cisto e vacuolos que ndo estdo em processo de encistamento (setas brancas). C —
Observamos granulos de amilopectina (cabegas de seta) em parasitos durante a

diferenciagao.
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Figura 30 - Cortes ultrafinos de culturas de células LLC-MK?2 infectadas com a cepa
cistogénica EGS com 216 horas de encistamento. A - A parede cistica (pc) € espessa
como em cistos maduros, sendo formada por um material granular. Mitocondria (m) ¢
observada préoxima a parede. A matriz do cisto em formacdo apresentou aspecto
granular (asterisco). B - Perfis de reticulo endoplasmatico (r) sdo observados proximos a
parede cistica (pc). A membrana limitante também apresentou reentrancias (cabecas de
seta). C - Podemos observar uma vesicula grande (seta branca) perto da parede cistica
na matriz. Perfis de reticulo endoplasmatico (r) da célula hospedeira sdo também
bservados. D - Elementos de citoesqueleto (setas pretas) foram observados proximos a

parede cistica (pc).
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4 — Genes de quitina sintase e quitinase

Boothroyd e colaboradores em 1997 mostraram que a parede cistica era marcada
com a lectina WGA, que reconhece residuos de N-acetil-glicosamina, sugerindo que
esta fosse formada por quitina. Entretanto, ao usarmos o fluorocromo Calcofluor, que ¢
comumente usado para marcar quitina, ndo observamos nenhuma marcacao, mesmo
quando dobramos a concentragdo deste fluorocromo. A fim de determinar se poderia ter
quitina na parede do cisto de 7. gondii, utilizamos a plataforma ToxoDB
(http://www .toxodb.org) para procurarmos as seqiiéncias das enzimas quitina sintase e
quitinase. Para tanto usamos as seqiiéncias destas enzimas que ja foram caracterizadas
em outros organismos, como Plasmodium spp, Entamoeba e Leishmania.

Alinhando as seqiiéncias conhecidas destas enzimas nestes organismos
mencionados com o programa BLAST da pagina do Projeto genoma do 7. gondii,
nenhuma similaridade foi estabelecida. Tentamos, entdo, alinhar somente o sitio
catalitico destas enzimas, que ¢ uma seqiiéncia bastante conservada (Renkema et al.,,
1995; Tsuboi et al., 2003; Campos-Gangora et al., 2004). Mais uma vez, nenhuma
seqiiéncia no genoma do 7. gondii foi obtida.

Cistos do protozodario oportunista Acanthamoeba polyphaga apresentam celulose
na sua parede (Linder et al., 2002). Assim, também procuramos pelas seqiiéncias das
enzimas celulase e celulose sintase no genoma seqiienciado do 7. gondii. Entretanto,

mais uma vez, ndo obtivemos nenhum resultado positivo.
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Discussao

O cisto tecidual de Toxoplasma gondii

A formagdo do cisto tecidual de 7. gondii ¢ uma etapa importante no seu ciclo,
permitindo o seu escape do sistema imune do hospedeiro e perpetuando a infecgao. Os
cistos teciduais também tém um papel epidemiologico, pois permitem a transmissao
entre hospedeiros intermediarios ou de um hospedeiro intermediario para o definitivo. A
caracterizacdo de sua organizagdo estrutural ¢ um fator essencial para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas que possam ser aplicadas para o controle da
toxoplasmose.

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de novos compostos terapéuticos
com atividade contra o 7. gondii ¢ o efetivo acesso destas substancias ao parasito. Na
fase cronica ¢ ainda mais problematico ja que os bradizoitos estdo protegidos por uma
parede cistica — estrutura que atua como uma barreira fisica a estas substancias.
Entretanto, esta organizacdo estrutural ainda ndo havia sido caracterizada. Com o
entendimento da organiza¢ao dos elementos que formam a parede e o cisto e das
diferengas morfologicas e metabdlicas entre taquizoitos e bradizoitos, novas moléculas
com ag¢ao anti-7oxoplasma poderao potencialmente ser desenvolvidas.

Enzimas importantes de patdégenos, como quitinase, sdo importantes alvos para
desenvolvimento de novos farmacos (Shahabuddin e Kaslow, 1993) e componentes da
capsula de fungos sdo importantes alvos de desenvolvimento de farmacos e vacinas em
fungos (Zaragoza et al, 2009). Estes dois dados reforcam a importancia de uma
caracterizacdo dos componentes que formam a parede do cisto tecidual de 7. gondii.
Trabalhos anteriores caracterizaram um dos componentes da parede cistica de 7. gondii,

a glicoproteina denominada CST1, que contém residuos de N-acetilgalactosamina e que
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se liga a lectina de Dolichos biflorans (DBA). Esta glicoproteina além de quitina e
outros glicoconjugados se organizariam formando a parede cistica (Boothroyd et al.,
1997; Zhang et al., 2001). Entretanto, ndo observamos marcagdo na parede do cisto ao
incubarmos cistos de Me49 isolados de cérebros de camundongos na fase crdonica da
infec¢do com o fluorocromo Calcofluor. Este fluorocromo ¢ usado como marcador de
quitina em paredes de fungos (Gongalves et al., 2006). Adicionalmente, nao
encontamos nenhuma seqiiéncia no genoma de 7. gondii (ToxoDB) para quitina sintase
(enzima que sintetiza quitina) nem para quitinase (enzima que degrada quitina), mesmo
quando usamos a seqiiéncia inteira das proteinas ou quando usamos somente a
seqiiéncia do sitio catalitico. A lectina WGA pode se ligar também a éacido siélico, além
de GlcNac, assim a sugestdo da presenga de quitina na parede, baseada na marcagdo
observada por Boothroyd e colaboradores (1997), foi erronea.

Curiosamente, o protozoario oportunista Acanthamoeba polyphaga apresenta
como componente de sua parede cistica a celulose (Neff e Benton, 1962). Uma vez que
ndo encontramos seqiiéncia para quitina sintase no genoma do 7. gondii, procuramos
também pelas seqiiéncias de celulase e celulose sintase. Entretanto, mais uma vez nao
obtivemos nenhum resultado positivo.

Nesta tese utilizamos em sua maior parte cistos da cepa Me49 isolados de
cérebros de camundongos na fase cronica da infecg¢do. Esta cepa foi utilizada para este
estudo, pois produz um nimero significantivo de cistos por camundongo na fase cronica
da infecgao, além de ser de facil manutengao.

Duvidas poderiam ser levantadas quanto aos danos que o processo de isolamento
do cisto de 7. gondii poderia levar a estrutura da parede do cisto. Entretanto, fragmentos

de cérebro infectado foram congelados e a estrutura da parede cistica analisada,
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mostrando que o processo de isolamento do cisto ndo traz nenhuma alteracao a sua
conformagao, validando os resultados obtidos com cistos isolados.

Ao analisar os cistos isolados de cérebros de camundongos na fase cronica da
infeccdo, observamos que os elementos que formam a parede cistica encontravam-se
nos dois lados da membrana que circunda o cisto, contrariando descri¢des prévias de
que a parte granular da parede seria acumulada somente abaixo da membrana (Pavesio
et al., 1992). Caso a caracterizacao tivesse sido feita somente por cortes ultrafinos de
cistos isolados de cérebro, poderiamos estar analisando os cortes em diferentes planos o
que nos levaria a conclusdes imprecisas. Entretanto, tanto em cistos isolados quanto em
fragmentos de cérebros na fase cronica da infeccdo que foram fraturados a baixa
temperatura, observamos na superficie verdadeira dos cistos os filamentos da parede
cistica entrelacados e ndo uma membrana circundando a parte externa do cisto. Ao
secretar elementos que irdo formar a parede também na face externa da membrana, o 7.
gondii poderia promover um maior isolamento do citoplasma da célula hospedeira, € ao
mesmo tempo, conferir maior protecao aos bradizoitas.

Nossos resultados mostraram os componentes da parede cistica de 7. gondii
formando uma rede intricada, dividida em duas partes: uma mais externa, bem
compacta; € uma mais interna, voltada para a matriz do cisto, apresentando uma trama
mais frouxa e um aspecto de esponja. Este arranjo da parede cistica poderia estar
atuando nao somente como uma barreira fisica, mas ao mesmo tempo permitiria uma
incorporagao mais facil de pequenas moléculas da célula hospedeira. Esta incorporacao
poderia ocorrer pelos poros que observamos na superficie da parede cistica, semelhante
aos encontrados na membrana do vacuolo parasitéforo na fase aguda da infeccao

(Schwab et al., 1994; Lemgruber et al., 2008).
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Tubulos e vesiculas inseridos na parede cistica também foram observados como
mencionado previamente por Guimardes et al. (2007). O papel funcional destas
estruturas ¢ ainda desconhecido. Podemos inferir que elas tenham funcao na captacao de
metabolitos da célula hospedeira ou no transporte de material dos bradizoitos para a
parede cistica, através de vesiculas observadas na matriz cistica adjacentes a parede. Os
tubulos poderiam ser invaginagdes da membrana que envolve o cisto, que ¢ bem
irregular e convoluta, com extensdes que penetram no interior da parede cistica, como
foi bem visualizado no nosso material processado com a técnica de 6smio-imidazol.
Esta parede, apesar de ser rigida e espessa, € uma estrutura permeavel a pequenas
moléculas, uma vez que o fluoréforo Lucifer Yellow (457 Da de peso molecular)
conseguiu atravessar esta estrutura, acumulando-se na matriz do cisto. Guimaraes e co-
autores (2007) caracterizando a carga elétrica de cistos de 7. gondii isolados,
empregando ferritina cationizada e vermelho de ruténio, revelaram a natureza da
superficie dos cistos e o transporte de ferritina em vesiculas e tubulos na matriz do cisto
e na regido granular, corroborando nossas observacdes que a parede ¢ uma estrutura
permeavel.

Outros eucariotos apresentam uma parede celular, como os fungos. A parede
celular nos fungos ¢ uma estrutura rigida, que confere resisténcia a variagdes do meio
onde o fungo se encontra, bem como as respostas do sistema imune dos hospedeiros
(Lipke e Ovalle, 1998). Esta parede, entretanto, também precisa ser permeavel a
pequenas moléculas, para que o fungo possa adquirir nutrientes. Curiosamente, foram
descritos, por microscopia de for¢a atdomica, poros de aproximadamente 200 nm na
parede de Saccharomyces cerevisiae (de Souza Pereira e Geibel, 1999). Este tamanho ¢
bem proximo ao dos poros observados por microscopia eletronica de varredura na

superficie da parede dos cistos isolados de 7. gondii, que poderiam ser responsaves pela
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sua permeabilidade. Entretanto, as func¢des fisioldgicas dos poros observados na parede
celular tanto de fungos quanto em cistos de 7. gondii requerem maiores estudos.

Observamos grandes vesiculas na matriz cistica, com didmetro médio de 512
nm. Estas vesiculas poderiam ter papel no transporte dos componentes para a parede
cistica, j& que o limen destas vesiculas era preenchido por um material granuloso,
eletrondenso, com aspecto similar ao do material que forma a parede dos cistos. Este
conteudo ¢ composto por glicoconjugados, como revelado quando cistos isolados foram
processados pela técnica de Thiéry (1967). Estas vesiculas seriam secretadas pelos
bradizoitos e, posteriormente, quando proximas da parede, liberariam seu conteudo.
Uma hipdtese proposta € a de que esta liberagdo poderia ocorrer pela atuagdo de lipases,
que romperiam a membrana e o conteudo seria entdo depositado na parede do cisto,
como tem sido proposto no caso de fungos (Chen et al., 1997).

O mecanismo que estas vesiculas utilizam para atravessar a parede e se fundir a
membrana que circunda o cisto, liberando o seu conteudo do lado externo para
formagdo da estrutura propriamente dita, a parede cistica, merece ser ainda investigado.
Podemos, entretanto, basear nossa hipotese analisando um outro eucarioto que também
apresenta uma parede, e, como no caso do 7. gondii, precisa atravessar vesiculas pela
sua parede. E o caso dos fungos, onde o modelo mais estudado é o Cryptococcus
neoformans. Os polissacarideos que formam a parede dos fungos sdo sintetizados no
citoplasma do fungo e posteriormente exocitado por vesiculas que atravessam a parede
(Yoneda e Doering, 2006; Rodrigues et al., 2007). Estas vesiculas contém também
lipideos e proteinas (Rodrigues et al., 2008; Albuquerque et al., 2008) e apresentam
diametros que variam de 60 a 300 nm (Rodrigues et al., 2007), bem semelhantes as
vesiculas observadas na matriz e na parede do cisto de 7. gondii. Como no caso do T.

gondii, a questao de como tais vesiculas nos fungos conseguem atravessar a parede ¢
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ainda incerta, bem como a questdo de como sdo carreadas através desta estrutura
(Nosanchuk et al., 2008; Casadeval et al., 2009). Estes dados nos mostram como
diferentes organismos podem usar de mecanismos analogos para superar problemas
comuns.

Algumas das grandes vesiculas observadas na matriz do cisto de 7. gondii
apresentaram um contetido lipidico, como observado em preparagdes de cistos isolados
pela técnica de 6smio-imidazol. Isso poderia ser uma sugestdo de que a captacao de
lipideos da célula hospedeira pelo parasito continua durante o encistamento. Esta
suposicao ¢ respaldada pelo fato de mitocondrias da célula hospedeira se encontrarem
associadas ao cisto durante o encistamento (Lindsay et al., 1993).

Em réplicas metalicas de cistos isolados de cérebros que foram criofraturados,
seguido de etching, observamos os bradizoitos secretando vesiculas pela sua porgao
posterior, tanto por brotamento como por liberacdo de vesiculas na matriz. O
brotamento destas vesiculas se assemelha ao que ocorre na formagao de microvesiculas
na membrana de células eucaridticas como observado no esquema 7 (revisto em Théry
et al., 2009). Estas microvesiculas, com diametro maior que 100 nm, brotam da
membrana de células, como células dendriticas e neutréfilos. Esta liberagao de vesiculas
em membranas também ¢ observada no protozoario Trypanosoma cruzi na sua forma
tripomastigota, como forma de escape do sistema imune do hospedeiro (Gongalves et
al., 1991; Ouaissi et al., 1992; Trocolli Torrecilhas et al., 2009). Ja a liberacao de
vesiculas pelo bradizoito de 7. gondii se assemelha ao processo de secre¢ao de
exossomas (revisto em Théry et al., 2009). Estas estruturas sdo corpos intracelulares que
contém vesiculas de origem endossomal em seu interior, que sdo liberadas no meio

extracelular quando estes corpos se fusionam com a membrana plasmatica.
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Com base nos dados da literatura e com os dados obtidos por n6s, montamos um
esquema mostrando as principais etapas da formagdo da parede cistica, que ¢

apresentado na Figura 31.

O Microvesicle O Exosome-like
O vesicles

2 Early
/ endosome
\ Exosomes
\

Secretoryo Multivesicular
vesicle

\ body? ‘
Q \ K A o ©

vesicle——@Q (¢} Multivesicular

Golgi endosome
apparatus

Membrane
particles

Cytoplasm

Esquema 7 — Diferentes tipos de secre¢do de vesiculas observadas nas células de

mamiferos. (Retirado de Théry et al, 2009).

Estudos anteriores caracterizaram a matriz do cisto como sendo composta
somente por material granular, semelhante ao que forma a parede cistica (Pavesio et al.,
1992; revisto em Weiss e Kim, 2000), que preencheria o espaco entre os bradizoitos.
Entretanto, observamos tubulos e vesiculas de diferentes tamanhos na matriz de cistos
isolados tanto por cortes ultrafinos, quanto por preparagdes de criofratura, seguido de
etching, semelhantes as estruturas reportadas por Guimaraes e colaboradores (2007).
Estes tubulos apresentaram dimensdes semelhantes ao dos elementos da rede
intravacuolar, observada no vacuolo parasitéforo na fase aguda da infeccao (Mercier et
al.,2002; Magno et al., 2006; Lemgruber et al., 2008).

A rede intravacuolar se estende por todo o limen do vacuolo parasitéforo,
conectando os taquizoitos uns aos outros € a membrana do vacuolo, ordenando os
parasitos dentro do vacuolo e permitindo uma divisdo sincronizada destes (Magno et al.,

2005; Lemgruber et al., 2008). Durante o desenvolvimento dos taquizoitas no vactolo
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parasitéforo, os granulos densos secretam proteinas — as GRA - na matriz do vacuolo
(revisto em Mercier et al, 2005). Algumas destas proteinas sdo inseridas na rede
intravacuolar - as GRA 1, 2, 3, 4, 6, 7 ¢ 9; enquanto outras sdo inseridas na membrana
do vacuolo parasitéforo — as GRA 1, 3, 5, 7 ¢ 9. Por imunocitoquimica em crio-cortes e
em cortes ultrafinos de cistos isolados incluidos em resina hidrofilica e com o uso de
anticorpos que reconhecem as GRAs 1, 3 e 7 observamos marcacao tanto nos tubulos
quanto nas pequenas vesiculas que observamos na matriz de cistos isolados, sugerindo
que a rede intravacuolar permanece estruturada durante o encistamento.

Sibley e colaboradores (1995) caracterizaram a formagao desta rede no vactolo
parasitéforo contendo taquizoitas, que ocorre pela secre¢do de estruturas tubulo-
lamelares por uma invaginagao na parte posterior do parasito. Estas estruturas, entdo, se
arranjariam na rede intravacuolar na matriz do vactolo. Observamos a mesma
invaginacdo e as mesmas estruturas tubulo-lamelares nos bradizoitos, o que sugere que
este aporte de estruturas para a formacao de uma rede seja constante durante o
encistamento. Os elementos que formariam esta rede foram observados por cortes
ultrafinos e em réplicas de material criofraturado seguido de etching. Entretanto, ainda
nao podiamos afirmar que estes elementos estavam organizados numa rede na matriz do
cisto.

O uso de um feixe de ions concentrado (FIB) para desbastar material vem sendo
utilizado héd algum tempo para determinar a organizagdo tridimencional de nano e
microestruturas de metais e semicondutores (Inkson ef al., 2001; Kammer et al., 2005).
Recentemente, esta técnica vem sendo gradualmente utilizada no estudo de
organizacoes tridimensionais de materiais biologicos (de Winter et al., 2009; Schroeder-
Reiter et al., 2009; Hekking et al., 2009; Heymann et al., 2009), onde o feixe de ions ¢

utilizado para desbastar o material, que ¢, em seguida, observado por microscopia
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eletronica de varredura de alta resolu¢do. Assim, utilizamos o FIB para desbastar a
parede do cisto, permitindo a observacao da matriz. Com esta técnica, enfim, pudemos
afirmar que os tibulos encontrados na matriz do cisto estdo organizados em uma rede,
denominada pelo nosso grupo de intracistica, conectando os bradizoitas uns aos outros,
e os conectando a parede. Apesar da presenca desta rede na matriz do cisto, os
bradizoitos ndo apresentam uma distribuicdo ordenada como observado no vacuolo
parasitéforo.

A matriz do cisto de 7. gondii apresentou um material amorfo e eletrondenso,
distribuido por toda a matriz. Parmley e colaboradores (1994) caracterizaram um
antigeno na matriz do cisto, denominado de MAG-1. Este antigeno poderia ser este
material filamentoso aqui observado. Este antigeno também ¢ encontrado na matriz do
vactolo parasitéforo durante a fase aguda da infeccdo. Entretanto, até agora nenhum
material filamentoso foi caracterizado estando presente na matriz do vactiolo. A fungao

deste material filamentoso no cisto tecidual é ainda desconhecida.
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Figura 31 — Esquema dos principais eventos da formagdo da parede do cisto de
Toxoplasma gondii. A primeira etapa € a secrecao de vesiculas contendo componentes
da parede cistica (laranja). Estas vesiculas ao serem secretadas pelos bradizoitas na
matriz sdo transportadas at¢ a membrana (seta preta) que envolve estas formas, onde
liberam seu contetido. Posteriormente, na segunda etapa, estes componentes se arranjam
em estruturas filamentosas e a membrana aparece no inicio do processo de se invaginar.
Em seguida, na terceira etapa, ocorre o espessamento da parede e a formacao de duas
camadas: uma mais compacta, a mais externa; € uma mais frouxa, voltada para a matriz.
Os elementos da matriz do cisto também estdo representados: elementos da rede

intracistica estdo em azul; pequenas vesiculas estdo em verde.
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Diferencas morfométricas

Comparando o volume ocupado por algumas organelas tanto em taquizoitos
quanto em bradizoitos, observamos algumas diferencas interessantes. Quando
analisamos cortes ultrafinos de bradizoitos, notamos a grande quantidade de
micronemas no seu polo apical, como reportado anteriormente (revisto em Dubey ef al.,
1998), com esta organela ocupando um volume maior que em taquizoitas — 2,76% do
volume em bradizoitos contra 0,3% em taquizoitas.

O signficado de bradizoitos apresentarem um niimero maior de micronemas que
em taquizoitas ainda ¢ desconhecido. O conteudo de micronemas ¢ necessario para a
locomogao e interacdo do taquizoito com a célula hospedeira (Carruthers e Tomley,
2008). Bradizoitos expdem em sua superficie proteinas diferentes das expostas na
superficie de taquizoitos, como as SAG2C, SAG2D e a BAGI (revisto em Blader e
Saeij, 2009), que sdo estocadas nos micronemas. O contetdo dos micronemas ¢
utilizado para promover o gliding deste parasito (Carruthers e Tomley, 2008). Os
bradizoitas sdo formas que permanecem dentro do cisto tecidual, mas que durante o
encistamento apresentam uma motilidade constante e mais agitada do que taquizoitas
observados dentro dos vacuolos parasitoforos (Dzierszinski et al., 2004). Ao serem
liberados dos cistos no estdbmago de hospedeiros intermediario ou do definitivo, os
bradizoitas necessitam atravessar o epitélio intestinal (Barragan e Sibley, 2003). Este
aumento do nimero de micronemas poderia estar relacionado a esta alta movimentagao
durante o encistamento e a necessidade de migragao pelos epitélios durante a infecgao.

Granulos densos sdo organelas importantes no desenvolvimento intracelular de
taquizoitas, cujo contetido destas organelas forma a rede intravacuolar na matriz do
vactolo parasitoforo (revisto em Mercier et al., 2005). O volume ocupado por esta

organela aumenta consideravelmente nos bradizoitas em relagcdo aos taquizoitas, sendo
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quase 4 vezes maior. Nossos dados mostraram que ha uma rede de tibulos na matriz do
cisto, conectando os bradizoitos entre si e a parede cistica. Para estabelecer uma rede no
cisto haveria a necessidade de uma secrecdo continua dos componentes desta rede, ja
que o volume da matriz do cisto aumenta conforme o cisto cresce de tamanho, sendo
consideravelmente maior que no vacuolo parasitoforo.

Enzimas que participam do metabolismo de 7. gondii tem diferentes niveis de
expressao entre taquizoitos e bradizoitos (Denton et al., 1996; Yang e Parmley, 1995,
1997; Dzierszinski et al., 1999, 2001). E sugerido que bradizoitas ndo apresentariam
cadeia respiratéria ou o ciclo do 4acido tricarboxilico (TCA) funcionais, tendo
dependéncia do catabolismo dos granulos de amilopectina (revisto em Weiss e Kim,
2000). Esta diferenca pode ser observada no volume ocupado pela mitocondria. Nossas
avaliacdes mostraram que esta organela ocupa em taquizoitas um volume relativo de
3,21%, semelhante ao volume determinado por reconstrucdo de cortes seriados por
Melo e colaboradores em 2000, que foi de 3,5%. Em bradizoitos, nossas avaliagdes
mostraram que a mitocondria ocupa 2,1% do volume total, sendo menor que o volume
ocupado em taquizoitos.

Outra organela importante no metabolismo do 7. gondii é o apicoplasto, que tem
papel fundamental no metabolismo de lipideos (Mazumdar et al., 2006). Foi sugerido
que a forma bradizoita seria mais dependente do metabolismo desta organela do que os
taquizoitos (Weiss e Kim, 2000). Entretanto, o volume ocupado por esta organela

praticamente cai @ metade durante o encistamento.
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As roptrias

Roptrias, micronemas e os granulos densos sdo organelas caracteristicas do filo
Apicomplexa. O conteudo secretado por estas organelas desempenha papel crucial na
infeccdo pelo 7. gondii: a adesdo a célula hospedeira, formagdo de juncdo modvel e o
estabelecimento do vacuolo parasitéforo (revisto em Boothroyd e Dubremetz, 2008).

Proteinas a serem secretadas pela roptria foram localizadas em diferentes regides
desta organela, denominadas pescogo e o bulbo (Lebrun ef al., 2005). Esta segmentagao
sugere a existéncia de diferentes dominios na membrana desta organela, como também
no lamen, provavelmente desempenhando papéis distintos na infec¢do do 7. gondii.
Interessantemente, as roptrias das formas taquizoita e bradizoita apresentaram trés
regides distintas, com uma regido de eletrondensidade intermediaria conectando o
pescoco e¢ o bulbo. Provavelmente representando diferengas na composicao,
concentracdo ou empacotamento das proteinas e/ou dos lipidios destas organelas.

As proteinas das roptrias foram localizadas no bulbo (proteinas ROP) (Sadak et
al., 1988; Saffer et al., 1992) ou no pescoco (proteinas RON) (Bradley et al., 2005), mas
nunca foram observadas nas duas regides ao mesmo tempo. Como ocorre este processo
de separagdo ¢ ainda incerto. Réplicas metalicas de taquizoitas fraturados mostraram a
presenca de estruturas membranares no lumen destas organelas. Estas estruturas
somente tinham sido observadas por cortes ultrafinos quando o conteudo da organela
tenha sido secretado durante a invasdo na célula hospedeira. Tais estruturas poderiam
ter um papel na distribui¢do das proteinas das roptrias.

Observando as réplicas metélicas de taquizoitas fraturados, constatamos a
heterogeneidade da superficie tanto do bulbo quanto do pescoco da roptrias em relacao
ao tamanho e a distribuicao das particulas intramembranares (PI). A face P (parte da

membrana voltada para o citoplasma) do pescogo apresentou aproximadamente 7 vezes
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mas PIs por um? do que a face E (parte da membrana voltada para o lamen da roptria).
A razao para tal fato ndo estd definida. Podemos especular que esta diferencga estaria
relacionada com a localizagdo diferenciada das proteinas nas roptrias (Lebrun et al.,
2005).

Curiosamente, as PIs nas faces E e P das roptrias de taquizoitas estavam
distribuidas em fileiras dispostas paralelamente e periodicamente espagadas uma das
outras. A mesma distribuicdo foi observada na face fraturada das roptrias dos
bradizoitos. Em Plasmodium, outro membro do filo Apicomplexa, na forma merozoita,
supde-se que microtibulos sejam utilizados para carrear micronemas e as roptrias para o
polo apical (Bannister et al., 2000; Baum et al., 2008). Podemos sugerir que o arranjo
singular observado na superficie fraturada da roptria possa indicar uma interagao
especifica com o citoesqueleto de microtubulos do protozoario, tendo um papel
importante na localiza¢dao apical das organelas. Em réplicas metalicas de taquizoitos e
bradizoitos criofraturados, sendo posterormente feito etching profundo, observamos
finos filamentos conectando os micronemas. Estes filamentos poderiam atuar na
organizacao ¢ localizacao destas organelas no poélo apical.

Karasov e colaboradores (2005) caracterizaram um trocador Na'/H' na
membrana das roptrias, denominado de TgNHE?2. Este trocador ¢ homologo ao trocador
TgNHEI localizado na membrana plasmatica do 7. gondii, envolvido na regulacao de
calcio pelo protozoario (Arrizabalaga e Boothroyd, 2004). O TgNHE2 foi localizado
nas roptrias por imunofluorescéncia, entretanto sem a resolugdo suficiente para afirmar
se no pescoco ou no bulbo desta organela. Nos observamos estruturas semelhantes a
poros na membrana do bulbo alinhados em mais de uma fileira. Estes poros observados
poderiam ser estes trocadores, envolvidos na internalizagdo de ions H' para o interior da

organela, acidificando esta por¢ao (Shaw et al. 1998).
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Proximas a parte apical de taquizoitas e ao pescoco das roptrias de bradizoitas,
observamos vesiculas por cortes ultrafinos destes materiais. Estas vesiculas poderiam se
originar de invaginacdes da membrana da roptria, sendo secretadas durante a exocitose
da organela (Ngo et al., 2004). Este processo se assemelharia ao processo de secrecao
de exossomos (revisto em Théry et al., 2009), e por isso, alguns autores consideram as
roptrias organelas semelhantes a corpos multivesiculares que liberariam exossomos
(Ngo et al., 2004). Nos observamos estruturas na parte apical do taquizoita, que
poderiam ser vesiculas prontas para serem exocitadas no citoplasma da célula
hospedeira, que depois se fusionam com o vacuolo parasitoforo ou que sdo carreadas até
o nucleo da célula hospedeira como revisto em Boothroyd e Dubremetz (2008).

Foussard e colaboradores (1991) determinaram que as roptrias sao organelas
ricas em colesterol, numa proporcao colesterol/lipidio de 1,5:1, sendo muito alta para
uma membrana estabilizada. Essa composicao indicaria que parte do colesterol desta
organela poderia estar numa forma cristalina, explicando assim o aspecto lacunar do
lumen desta orgaela quando observado em cortes ultrafinos (Joiner ¢ Roos, 2002). O
antibiotico filipina se liga ao colesterol, assim como 3-f3-hidroxiesterdis (Kinsky, 1970;
De Kruijff et al., 1974; Norman et al., 1976). Por isso nds o utilizamos para determinar
a distribuicao do colesterol na face fraturada das roptrias. Entretanto, ndo foi observado
nenhum complexo filipina-colesterol. Nao podemos descartar a hipotese de que o
antibiotico ndo teve pleno acesso a organela, nem o fato de que o colesterol na
membrana da réptria possa estar em tdo baixa quantidade, que nao foi suficiente para
complexar com o antibiotico.

Compilando nossos dados aqui obtidos e os dados da literatura, um desenho

esquematico da roptria foi construido, como mostrado na figura 32.
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Figura 32 — Modelo esquematico da roptria de Toxoplasma gondii, onde podemos
observar os arranjos das particulas intramembranares em fileiras paralelas e os poros na
regido do bulbo. O limen do bulbo também ¢ mostrado, onde podemos observar seu
aspecto amorfo. Ao lado, como a roptria esta localizada na por¢ao apical em um corte

ultrafino do 7. gondii.
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Encistameto in vitro

Diferentes tipos celulares vem sendo utilizados para o processo de encistamento
in vitro de T. gondii (Matsubayashi e Akao, 1963; Soete ef al., 1994; revisto em Weiss e
Kim em 2000 e em Ferreira-da-Silva et al. em 2008). A indugdo deste encistamento in
vitro se baseia principalmente no uso de um agente causador de estresse, como variagao
de temperatura, variagdo do pH do meio ou através de agentes quimicos, como
citocinas. Entretanto, o uso de tais substancias podem interferir também nas células
hospedeiras, dificultando a determinagdo de fatores do parasito essenciais para o
encistamento.

Recentemente, um grupo brasileiro mostrou que cultura primaria de musculo ¢
um Otimo modelo para o estudo de encistamento in vitro, uma vez que nao ha
necessidade do uso de um agente causador de estresse (Guimaraes et al., 2008; Ferreira-
da-Silva et al., 2009a,b). Este modelo, utiliza uma das células em que o 7. gondii
estabelece a cistogénese in vivo, reproduzindo assim as condig¢des fisioldgicas nas quais
o parasito interage com as células de eleicdo para a manutencdo da fase cronica da
toxoplasmose, requerendo o sacrificio constante de camundongos para gerar novas
culturas. A disponibilidade de linhagens celulares de musculo esquelético ¢ um fator
importante que permite inclusive estudos comparativos de sistemas primarios e
linhagens estabelecidas, favorecendo dessa forma um aprofundamento de entendimento
da interacao parasito-célula hospedeira mais proximo das condigdes fisioldgicas in vivo
(revisto em Ferreira-da-Silva et al., 2008).

Os estudos do estabelecimento do encistamento in vitro utilizam principalmente
cepas do tipo I (como a RH) ou do tipo II (como a Me49) (Soete et al., 1994; Guimaraes
et al., 2008). Estas cepas sdo prevalentes na Europa e na América do Norte (Howe e

Sibley, 1995). Entretanto, no Brasil o tipo mais comum ¢ o recombinante I/III (Ferreira
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et al. 2006). Nos estabelecemos o encistamento in vitro para a cepa EGS, cepa brasileira
isolada a partir do liquido amniético humano em Minas Gerais sendo recombinante do
tipo I/III (Ferreira et al., 2001; 2006), que podera ajudar no estudo de drogas para tipos
prevalentes no Brasil. Culturas de células infectadas com esta cepa apresentaram tanto
cistos em formagao quanto vacuolos parasitoforos contendo taquizoitos, mostrando que
nem todos os parasitos iniciam o processo de conversdo simultaneamente para concluir
0 encistamento, o que corrobora os ensaios desenvolvidos em outros modelos celulares,
incuindo a cepa Me49 que apresenta também essa propriedade (Tomavo et al., 1991;
Bohne ef al., 1993; Soete et al., 1993, 1994; Weiss et al., 1995; Guimaraes et al., 2008;
Ferreira-da-Silva et al., 2008, 2009a,b).

Os cistos em formagdo na fase cronica da infeccdo uma morfologia semelhante
aos dos isolados de cérebros de camundongos infectados, como uma parede cistica
espessa e eletrondensa. Organelas da célula hospedeira, como mitocondrias e reticulo
endoplasmatico, e elementos de citoesqueleto, semelhantes a filamentos intermediarios,
foram observados envolta destes cistos em formagdo, como ja foi observado em outras
culturas de células (Lindsay et al., 1993; Halonen et al., 1998; Guimaraes et al., 2008),
mostrando que ¢ uma caracteristica comum neste processo, independentemente da
célula em que ocorre.

Em conclusao, a formacao da parede cistica e como ocorre a modificagdo da
matriz do vacuolo parasitoforo para o estabelecimento do cisto tecidual poderao ser
determinadas por observagdo de cortes ultrafinos de diferentes etapas do processo de
encistamento in vitro. Além disso, permitira uma analise bioquimica da parede cistica,
determinando os elementos que formam esta estrutura e a andlise das vesiculas
presentes na matriz. O estabelecimeto de tal processo em laboratério podera permitir a

avaliacdo de novos farmacos com atividade anti-7. gondii para a fase cronica, antes de
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testes in vivo, diminuindo o nuimero de camundongos necessarios aos testes e

permitindo uma andlise dos efeitos na estrutura do cisto.
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Consideracoes Finais

Os resultados obtidos na presente tese permitiram a elaboracdo de 2 artigos

cientificos:

I- “New details on the fine structure of the rhoptry of Toxoplasma gondii” Leandro
Lemgruber; Pietro Lupetti; Wanderley De Souza; Rossiane C. Vommaro.
Submetido para a revista FEMS Microbiology Letters.

2- “The array of the cyst wall filaments and the organization of the cyst matrix of
Toxoplasma gondii”. Leandro Lemgruber, Pietro Lupetti, Wanderley De Souzal,

Rossiane C. Vommaro. Submetido para a revista Protist.
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Conclusoes

O processo de isolamento de cisto de 7. gondii usado neste trabalho nao interfere
com a estrutura da parede cistica;
O material filamentoso, granular da parede cistica se deposita acima e abaixo da
membrana convoluta formando a parede cistica.
A parede do cisto de 7. gondii esta dividida em 2 regides: uma mais compacta,
voltada para o citoplasma da célula hospedeira; e uma mais frouxa, voltada para
a matriz do cisto, apresentando tibulos e vesiculas e ¢ permeavel a pequenos
solutos;
O material que forma a parede do cisto de 7. gondii ¢ provavelmente carreado
até a parede por grandes vesiculas;

Uma rede tubular conspicua na matriz do cisto conectando os bradizoitas uns
aos outros e a parede do cisto de 7. gondii foi demonstrada pela primeira vez.
As particulas intramembranares nas faces da membrana das roptrias de
bradizoitos e de taquizoitos de 7. gondii estao distribuidas em fileiras paralelas
que circundam a organela;
Poros estao presentes no bulbo das roptrias de 7. gondii;
Micronemas de taquizoitos e bradizoitos sdo interconectados por finos
filamentos;
Algumas organelas, como mitocondria, apicoplasto e acidocalcissomo, ocupam
um volume menor e outras, como micronemas e granulos densos, ocupam um
volume maior quando se compara taquizoitos com bradizoitos;

A cepa EGS nao necessita de estimulo para encistar in vitro.
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