Dissertagcao de Mestrado

Efeitos citotoxicos de Tritrichomonas foetus e
Trichomonas vaginalis em células epiteliais de oviduto
bovino

VICTOR DO VALLE PEREIRA MIDLEJ

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE CIENCIAS MORFOLOGICAS

RIO DE JANEIRO
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Victor do Valle Pereira Midlej

Efeitos citotdxicos de Tritrichomonas foetus e Trichomonas vaginalis em células
epiteliais de oviduto bovino.

Tese: Mestrado em ciéncias morfologicas

Universidade Federal do Rio de Janeiro, IB, CCS, Programa de P6s-Graduagao
em Ciéncias Morfologicas.

Rio de Janeiro, 2010-02-09 Xv, pp. 128.

Orientador: Marlene Benchimol

1. Tritrichomonas foetus. 2. Trichomonas vaginalis. 3. Interagao parasito-célula
hospedeira. 4. Apoptose. 5. Fagocitose.




EFEITOS CITOTOXICOS DE Tritrichomonas foetus E Trichomonas
vaginalis EM CELULAS EPITELIAIS DE OVIDUTO BOVINO

VICTOR DO VALLE PEREIRA MIDLEJ

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Ciéncias Morfologicas — UFRJ como
parte das exigéncias para a obteng¢do do
grau de Mestre em Biologia Celular

Orientador: Dra. Marlene Benchimol

RIO DE JANEIRO
2010



EFEITOS CITOTOXICOS DE Tritrichomonas foetus E Trichomonas
vaginalis EM CELULAS EPITELIAIS DE OVIDUTO BOVINO

VICTOR DO VALLE PEREIRA MIDLEJ

Dissertacdo submetida ao corpo docente do programa de Pés-graduagdo em
Ciéncias Morfolégicas — PCM, Instituto de Ciéncias Biomédicas — ICB, Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtengao

do grau de Mestre.

Aprovada por:

Prof. Claudia Mermelstein

Programa de Ciéncias Morfologicas — UFRJ

Prof. Fernando Costa e Silva Filho
Instituto de Biofisica — UFRJ

Prof. José Batista de Jesus

Departamento de Ciéncias Naturais — UFSJ

Prof. Helene Santos Barbosa (Revisora)
Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ

Prof. Ana Maria Blanco Martinez (Suplente)
Programa de Ciéncias Morfologicas — UFRJ

Prof. Marlene Benchimol (Orientadora)

Programa de Ciéncias Morfologicas — UFRJ

RIO DE JANEIRO
2010



Esta dissertagcdo foi desenvolvida no Laboratério de Ultraestrutura Celular da
Universidade Santa Ursula, sob orientacdo da Dra. Marlene Benchimol, com o apoio
financeiro do CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico),
PRONEX (Programa de Nucleo de Exceléncia), FAPERJ (Fundagdo Carlos Chagas
Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro) e AUSU (Associagao

Universitaria Santa Ursula).



Este trabalho é dedicado

Aos meus pais Maisa Cristina do Valle Pereira
Midlej e José Ramos Midlej por apoiar sempre os
meus sonhos e me dar forgas para seguir em
frente.



AGRADECIMENTOS
A Deus pela graca de viver, por tudo de bom que vem acontecendo em minha vida.

Aos meus pais por todo amor que foi me dado desde pequeno, a presenga mesmo na
auséncia. Por confiar em mim e me apoiar, mas nunca deixando de lado os conselhos
e as broncas. Obrigado por me ensinar a ser gente. A vocés nem mesmo o maior
agradecimento é suficiente. Obrigado por simplesmente serem assim José e Maisa,

meu pai e minha mée, amo-os incondicionalmente.

Ao meu irmao, que faz parte da minha vida, aquele que me preocupo sempre € sei
que € reciproco. Apesar de nossos pensamentos serem em varios momentos
divergentes, convergimos no que sentimos um pelo outro. Também amo

incondicionalmente.

A minha grande familia por sempre me apoiar, confiar e acreditar em mim. Pelo

amor, carinho, atengdo com que me recebem quando chego a Bahia.

Ao Marcos, Manuela, Tatiana e Jr, obrigado por ter compartilhado a mae de vocés
comigo. Por ter permitido que eu convivesse com vocés por 7 anos, por ter deixado eu

entrar em suas vidas.
A Tia Jeanete por ter me recebido, e por vezes ter me dado um pouco do seu tempo.

Aos professores Claudia Mermelstein, Fernando Costa e Silva, José Batista, Técia
Ulisses de Carvalho e Ana Maria Martinez por terem aceitado o convite para fazer
parte da banca examinadora

Aos meus amigos:

Ivone Rosa. Minha linda. Obrigado por gostar de mim assim como vocé gosta, por se
preocupar comigo como a irma mais velha, pelos conselhos, pela diverséo, pela

companhia de Sendas, de prato, de viagens, de festas...

Antonio Pereira. Esse cara nao existe, mas mesmo sendo o maior implicante da face
da Terra, obrigado por me ajudar em tudo, a me salvar naqueles momentos em que
acho que nao resta mais nada a fazer, pela amizade, pelas risadas, o laboratério sem

VOCé nao seria 0 mesmo.

Ricardo Vilela. Outro ser unico, quem te conhece sabe o quanto € maneiro. Obrigado
por ser o companheiro de artigo, o amigo do chopp das antigas sextas-feiras, pelas
risadas e piadas maldosas. Nos vemos por ai.



Débora Rocha. A pequenininha linda. Obrigado pelo carinho, pelos abragos
apertados, pelas conversas sobre qualquer coisa. Estamos juntos no objetivo de um

corpo melhor, obrigado pela companhia maravilhosa nas noites de malhagéo.

Isadora Meinig. Minha chuchu. Obrigado por ser meu anjo, meu brago direto. Pela
ajuda imprescindivel em tudo, pelo carinho. Obrigado por ser a melhor aluna de todas

que existe. Vamos pegar firme com as giardias.

Fernanda Reinol, pelo carinho, amizade, por estar ali sempre resolvendo todos os

pepinos. Sei que posso contar sempre que precisar.

Julio Dias por me dar forga e estar comigo nos momentos dificeis, pela companhia,

amizade, por ser essa pessoa que vocé €. Me aguentar nao é facil.

Vi



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A minha orientadora, professora Marlene Benchimol. Um obrigado mais que especial,
pois sem a senhora nada disto estaria acontecendo. Obrigado por ter me aceitado em
sua equipe, por me fazer entender o que é ser um profissional brilhante, uma pessoa
integra, por me dar alicerce para crescer profissionalmente. A senhora é mais que
uma orientadora, € amiga, conselheira, a mae cientifica, que nos ensina, nos da
puxdes de orelha, mas sempre esta do nosso lado. Obrigado por confiar em mim, por
me ajudar em qualquer circunstancia, seja no lado profissional ou no pessoal. Sempre

agradeco a Deus por ter colocado a senhora em minha vida. Obrigado por tudo.

A Professora Helene Barbosa pelo trabalho excepcional que fez. Admiro a sua
competéncia e cuidado. Obrigado por me receber tdo bem e pela atengao dada a mim
durante a revisdo desta dissertacao.

A Tia Rose pela oportunidade unica. Sem a sua ajuda n&o teria vindo para o Rio de
Janeiro e néo teria conhecido a minha orientadora, ou seja, eu ndo estaria escrevendo
essa dissertacao de mestrado. Obrigado por ter me dado oportunidade, carinho e
abrigo. Obrigado pelas sabias palavras, por ter me deixado compartilhar da sua vida,
com as histérias maravilhosas, o quanto aprendi desde que fui recebido pela senhora.

Palavras ndo exprimem o quanto sou grato por tudo, muito obrigado!

Vii



“A coisa mais indispensavel a um homem é
reconhecer o uso que deve fazer do seu

proprio conhecimento.”

(Platso)

viii



iNDICE

DEDICATORIA

AGRADECIMENTOS

EPIGRAFO

iNDICE

PUBLICAGOES

RESUMO

ABSTRACT

ABREVIATURAS

1- INTRODUGAO

1.1 Tricomonadideos

1.2 Epidemiologia e Importancia Médica, Veterinaria e Econémica

1.3 Morfologia

1.3.1
1.3.2
1.3.3
1.3.4
1.3.5

1.3.6

Superficie Celular

Hidrogenossomos

Reticulo Endoplasmatico

Complexo de Golgi e Filamentos Parabasais
Vesiculas e lisossomos

Citoesqueleto

1.3.6.1 Flagelos

1.3.6.2 Complexo Pelta-Axostilar

1.3.6.3 Costa

1.3.6.4 Centrossomos e Fuso mitotico

1.3.7

Nucleo e Divisao

1.4 Interagao-parasito hospedeiro

1.4.1

Modelos experimentais

Xii

Xiii

Xiv

XV

10

11

11

12

13

14

15

15

17

20



1.4.2 Células epiteliais

1.4.3 Células do oviduto
1.5 Objetivos

1.5.1 Geral

1.5.2 Especificos

2- MATERIAS E METODOS

2.1 Cultivo in vitro de Tritrichomonas foetus e de Trichomonas vaginalis

2.2 Cultura primaria de células epiteliais de oviduto bovino
2.3 Experimentos de interagao
2.3.1 Experimentos de coincubacgao e ensaios de adesao
2.3.2 Ensaios de citotoxidade
2.4 Fluorescéncia
241 TUNEL
2.4.2 Analise do Potencial de Membrana Mitocondrial
2.4.3 Ensaios de PS (fosfatidilserina)
2.4.4 Detecgao de Caspases (Pan-caspase)
2.4.5 Imunofluorescéncia
2.5 Microscopia eletronica de varredura
2.6 Microscopia eletronica de transmissao
2.7 Ensaios de interagdo com células de oviduto em suspensédo
2.8 Ensaios de Fagocitose
2.8.1 Fosfatase acida
2.8.2 Tratamento com droga

2.9 Tratamento com droga

3- RESULTADOS

3.1 Estabelecimento de uma cultura primaria de células epiteliais de

oviduto bovino

21

22

26

26

26

27

28

28

28

29

29

29

30

31

31

32

33

33

34

34

34

35

35

37

37



3.2Ensaios de interagao 40

3.3 Evidéncia dos danos 47
3.4 Testes de viabilidade 48
3.5Fragmentacao do DNA das células epiteliais 49
3.6 Apoptose e necrose secundaria 51
3.7 Fagocitose por Trichomonas vaginalis 55
3.8 Participacao do citoesqueleto de actina no processo de adesao 63

4- DISCUSSAO 65
4.1 Mudancas do sistema parasito-hospedeiro 65
4.1.1 Regido de adesao do parasito 66

4.1.2 Mudangas nas células epiteliais de oviduto bovino 66

4.2 Tricomonas provocam apoptose 66
4.3 Fagocitose por Trichomonas vaginalis 67
4.4 Direcionamento para lisossomos 71
4.5Relagoes espécie-especificas 72

5- CONCLUSOES 74
6- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 75
7- ANEXO | 100

Xi



Os resultados desta dissertagdo encontram-se publicados nos dois trabalhos

abaixo (ver anexo I):

MIDLEJ, V., VILELA, R., DIAS, A.B., BENCHIMOL, M. (2009). Citophatic effects of

Tritrichomonas foetus on bovine oviduct cells. Vet. Parasitol., 165, 216-230.

MIDLEJ, V. & BENCHIMOL, M. (2010). Trichomonas vaginalis Kills and eats —

evidence for phagocytic activity as a cytophatic effect. Parasitology, 137, 65-76.

Durante o desenvolvimento desta dissertacao, participei também dos

seguintes trabalhos:

MIDLEJ, V. & BENCHIMOL, M. (2009). Giardia lamblia behavior during encystment:

How morphological changes in shape occur. Parasitol. Int., 58, 72-80.

CORREA, G, VILELA, R., MENNA-BARRETO, R.F.S., MIDLEJ, V. BENCHIMOL, M.
(2009). Cell death induction in Giardia lamblia: Effect of beta-lapachone and starvation.
Parasitol. Int., 58, 424-437.

Xii



Resumo

Tritrichomonas foetus e Trichomonas vaginalis sao parasitos do trato urogenital bovino
e humano, respectivamente. T. vaginalis € o agente etiologico da tricomonose
humana, enquanto T. foetus é o responsavel pela tricomonose bovina. Apesar de
varios estudos, pouco se conhece sobre os fatores que conduzem aos quadros graves
de infecgdo da tricomonose, podendo levar ao aborto e esterilidade temporaria ou
permanente. No intuito de investigar os efeitos citotdxicos de T. foetus e T. vaginalis
em regides mais profundas do trato reprodutivo, e também de se encontrar um modelo
mais proximo ao sistema in vivo, foi desenvolvido uma cultura primaria de oviduto
bovino e comparados os efeitos de ambos os parasitos. Os tratos reprodutivos foram
obtidos de vacas em abatedouros comerciais e as células colunares do oviduto
cresceram em monocamada. Testes de viabilidade foram realizados através de
métodos colorimétricos, utilizando o cristal violeta seguido de leitura no
espectrofotbmetro. Métodos fluorescentes foram usados para testar a viabilidade das
células epiteliais como o TUNEL, iodeto de propideo, JC-1 e anexina-V. Andlises
citoquimicas como a fosfatase acida e a técnica do vermelho de ruténio foram
realizadas, bem como a microscopia eletrbnica de varredura e transmissdo. Os
resultados demonstraram que: (1) o epitélio de oviduto in vitro mostrou-se um modelo
util para os experimentos de interagdo com T. foetus e T. vaginalis; (2) T. foetus
aderem as células epiteliais de oviduto individualmente, mas apds tempos mais longos
de interagdo formam agregados celulares, enquanto T. vaginalis adere
majoritariamente em grupos, independente de tempo; (3) Ambas T. foetus e T.
vaginalis provocam varios danos as células epiteliais de oviduto, deixando marcas, ou
“imprints”, vastos espagos intracelulares e lesdes no epitélio; (4) nao foi observada
uma relagao espécie-especifica nas interagdes parasito-hospedeiro; (5) cepas de T.
vaginalis frescas, isoladas recentemente, sdo mais agressivas as células epiteliais de
oviduto do que T. foetus, porém cepas de T. vaginalis com longos tempos de cultura
tém efeitos similares as T. foetus; (6) T. vaginalis destréi a cultura de células epiteliais
usando mecanismos que incluem: adesdo, danos mecanicos até alcancar a citdlise,
fagocitose e degradacao intracelular lisossomal. Ambos os parasitos causam danos e
provocam morte celular no epitélio de oviduto bovino, indicando a possibilidade de que
os tricomonadideos possam se deslocar em diregdo ao oviduto e a infertilidade em
vacas possa ser mediada pelo ataque de T. foetus as células epiteliais do oviduto.
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Abstract

Tritrichomonas foetus and Trichomonas vaginalis are extracellular parasites of the
reproductive tract in cattle and humans, respectively. T. vaginalis is the etiologic agent
of human trichomonosis whereas T. foetus is responsible for bovine trichomonosis.
Despite of several studies, little is known about the factors that led to the acute
infections provoked by trichomonads. To investigate the cytophatic effects of T. foetus
and T. vaginalis in deeper parts of the reproductive tract, and to find a model of study
closer to in vivo, a bovine primary oviduct epithelial cell system (BOECs) was
developed and the effect of both parasites was compared when in interaction with
these host-cells. Reproductive tracts were obtained from cows at a commercial abattoir
and oviduct collunar cells were grown as a monolayer. Viability tests were performed
using colorimetric methods, such as crystal-violet spectrophotometric. Fluorescent
methods were used to test the viability of BOECs after the interaction such as TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP nick-end labeling), fluorescein
diacetate, propidium iodide, JC-1 and annexin-V. Cytochemistry techniques as acid
phosphatase and ruthenium red were performed as well scanning and transmission
electron microscopy. The results reported here demonstrated that: (1) the in vitro
oviduct epithelium is useful for interaction experiments with T. foetus and T. vaginalis;
(2) initially T. foetus adhered to the BOECs as single separate cells, and posteriorly the
parasites aggregated in large clusters. In contrast, T. vaginalis adhered mainly in
clusters; (3) Both, T. foetus and T. vaginalis provoked a severe damage to BOECs
leaving imprints on the epithelial cells, inducing wide intercellular spaces and provoking
large lesions in the epithelium; (4) no species-specific host-parasite interactions was
observed; (5) freshly isolated T. vaginalis is more aggressive to BOECs than T. foetus,
but a long-term strain of T. vaginalis exhibited similar effects to T. foetus; (6) the
cytophatogenic action of T. vaginalis could be divided into four stages: adhesion,
cytolysis after cell contact, phagocytosis and lisossomal intracellular digestion. Both T.
foetus and T. vaginalis cause damage and provoke bovine oviduct cell death indicating
the possibility that 7. foetus could move up to oviduct. Thus, it is suggested that

infertility in cows could be caused by T. foetus attack to oviduct cells.
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1. Introdugao

1.1 Tricomonadideos

Tritrichomonas foetus (Riedmiuiller, 1928) e Trichomonas vaginalis (Donné, 1836) sao
protistas parasitos extracelulares pertencentes ao Filo Parabasala e a Familia
Trichomonadidea. Os tricomonadideos (Figs. 1- 2) sdo organismos que se caracterizam pela
presenga de quatro a seis flagelos (um sempre recorrente), de um aparato parabasal -
Complexo de Golgi com filamentos parabasais associados (Honigberg & Brugerolle, 1990) e
do complexo pelta-axéstilo, que é formado por um sistema de microtubulos (Benchimol et
al., 1993). Além disso, esses organismos sdo amitocondriais, parte do metabolismo
energético provém de organelas chamadas hidrogenossomos (Lindmark & Miuller, 1973),

nao apresentam peroxissomos e possuem ribossomos 70S (Champney et al., 1992).

Figura 1 — Esquema geral de T. foetus (a) e T. vaginalis (b) destacando as principais
organelas e estruturas celulares. AF, flagelos anteriores; RF, flagelo recorrente; UM, membrana
ondulante; P, pelta; Ax, axostilo; C, costa; H, hidrogenossomos; V, vacuolos; G, complexo de Golgi;
N, ndcleo; Nu, nucléolo; ER, reticulo endoplasmatico; S, filamento sigmoide; BB, corpusculos basais;
PF, filamento parabasal. (Cortesia: Benchimol, M).



Dentre os representantes desta familia encontram-se os patégenos Tetratrichomonas
gallinarum (Martin & Robertson, 1991), parasito da cavidade bucal e do ceco de aves,
Tritrichomonas muris (Grassé, 1926), parasito do trato intestinal de roedores, T. vaginalis,
parasito do trato urogenital humano e T. foetus, parasito do trato urogenital bovino e do trato

intestinal de felinos.

Apesar de ainda ndo estar claro o grau de parentesco entre as diversas espécies de
tricomonadideos, estudos moleculares de filogenia indicam que esses organismos

encontram-se entre os mais primitivos eucariotos.

T. foetus € o agente etiologico da tricomonose urogenital bovina, uma doenga
sexualmente transmissivel (DST) de ampla distribuicdo geografica. A doenga em vacas varia
de uma suave vaginite a endometrite, aborto e infertilidade, acarretando em perdas
econdmicas consideraveis em todo mundo (Parsonson et al., 1976; Anderson et al., 1996

Singh et al., 2004).

T. vaginalis é responsavel pela tricomonose humana, a DST néo viral mais frequente
no planeta. Estima-se que, anualmente, sejam infectadas entre 5 a 10 milhées de pessoas
nos Estados Unidos e entre 250 e 350 milhdes em todo mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1995; Fiori et al., 1997). A tricomonose humana parece conduzir a
predisposi¢ao ao virus da imunodeficiéncia adquirida (Laga et al., 1991, 1993; Wasserheit,

1992).

Estes parasitos sdo eucariontes, unicelulares e reproduzem-se por divisdo binaria.
Quando cultivados em meio axénico apresentam formato oval, medindo em torno de 16 pym
de comprimento e 6 uym de largura no eixo maior (Kirby 1951; Mattos et al., 1997). T. foetus
possui trés flagelos anteriores de tamanho aproximadamente semelhante (cerca de 13 ym)
e outro recorrente que possui de trés a cinco ondulagbées medindo em torno de 16 ym de

comprimento que percorre todo o corpo celular, enquanto T. vaginalis apresenta quatro



flagelos anteriores nas mesmas condigdes e um flagelo recorrente que se destaca do corpo

celular antes da regiéo posterior final do corpo do parasito (Benchimol, 2004).

Além do formato oval, que é o mais comum, em meios de cultura axénicos, as
tricomonas podem ainda assumir duas outras morfologias distintas: a amebdide, mais
frequente quando o parasito interage com suas células-alvo e o pseudocisto ou forma
intraflagelada (Fig. 2c-d), que surge em situagdes de estresse quando o parasito internaliza
seus flagelos. Formas cisticas verdadeiras ndo sdo encontradas em T. foetus nem T.

vaginalis.

Figura 2 — Visao geral de T. vaginalis (a,b) e T. foetus em pseudocisto (c,d) observados por
microscopia eletrénica de varredura (a,c) e de transmissédo (b,d). Note que nos pseudocistos os
flagelos estao internalizados (F), e ndo possui uma parede cistica. Na figura d, é visto uma célula em

3



divisdo, suas organelas ja se encontram duplicadas. N, nucleo; F, flagelo, H, hidrogenossomo; Ax,
axostilo; G, complexo de Golgi; C, costa. Barras Fig. A, 1 um; Fig. B, 1 um; Fig. C, 3um; Fig. D, 1um.
(Figura c, Pereira-Neves et al., 2003; figura d, Cortesia: Pereira-Neves, A.)

1.2 Epidemiologia e Importancia Médica, Veterinaria e Econémica

A tricomonose humana é uma doenca cosmopolita mundial, considerada atualmente
a DST mais comum, superando os indices de gonorréia, AIDS e sifilis (WHO, 2001).
Registros anteriores estimaram que cerca de 10% de toda a populagdo sexualmente ativa ja

possuiram ou possuem este parasito.

Esta doenca tem implicagdes médicas, sociais e econbmicas. As mulheres que se
encontram infectadas durante a gravidez estdo mais predispostas a ruptura prematura da
placenta, parto prematuro e a gestagcdo de bebés de baixo peso (Petrin et al.,1998). A

infertilidade também pode ser relacionada a tricomonose (Grodstein et al., 1993).

Atualmente a tricomonose humana ganhou maior importancia pela Organizagao
Mundial de Saude por ser considerada de alto risco, uma vez que o parasito poderia ser
vetor de alguns virus, como o HIV (Cohen et al., 1999; Moodley et al., 2002). Ha alguns
anos tém sido relatadas associagdes entre a presenca de tricomonas € uma maior
incidéncia ao cancer do colo uterino e a presenga de HPV (Frost, 1962; Kharsany et al.,
1993; Zhang & Begg, 1994), aumentando ainda mais a importancia deste parasito no ambito

da medicina humana.

A contaminagao ocorre em 98% dos casos por relagédo sexual, embora haja alguns
poucos relatos de contagio através de material usado na higiene, como toalha, vaso
sanitario e mesmo piscinas publicas (WHO, 2001; Pereira-Neves & Benchimol, 2008). A
doenca apresenta um periodo de incubacgao variavel de 3, 7 e 21 dias apds a contaminacéo.

Em casos severos, a infecgdo se manifesta logo apds a relagéo sexual.

Os sintomas clinicos da tricomonose sdo mais evidentes no sexo feminino, podendo

variar desde o quadro assintomatico a vaginite e baixa de fertilidade. Os homens



apresentam geralmente quadros assintomaticos, uretrite ou prostatite. Os casos
assintomaticos sdo muito comuns em homens e mais raros nas mulheres. Had uma grande
variacdo de sinais e sintomas, de acordo com a cepa isolada. Existem algumas cepas
extremamente virulentas e outras com baixa viruléncia. As mulheres portadoras de cepas
mais virulentas apresentam corrimento vaginal agudo, de cor amarelo-esverdeado,
geralmente acompanhado de dor e prurido, irritagao, inflamagéo e descamacgéao do epitélio

vaginal (Rein, 1990). No entanto, ha casos em que nenhum destes sinais esta presente.

Em casos graves, a vulva se torna congesta, aumenta a vascularizagéo ocorrendo a
hiperplasia do epitélio cervical e podem aparecer até complicacdes nas glandulas de
Bartholin. A vagina torna-se avermelhada, sendo frequente a presenga de diversas
pontuagdes, conhecidas com Colpitis macularis ou cérvice em morango (Heine & McGregor,
1993). Durante a menstruacdo ou na gravidez, esses sintomas tornam-se ainda mais fortes,

pela presenga de ferro e por flutuagdes hormonais (Ryu et al., 2001).

Embora sejam considerados portadores assintomaticos, os homens podem
apresentar uretrites purulentas e até prostatites, infertiidade e uretrite ndo-gonocdcica.
Existem fortes indicios de que o alto teor de zinco (Zn*?) encontrado no fluido espermatico
iniba a proliferagdo do parasito, criando um ambiente hostil (Khaw & Panosian, 1995). Este

parece ser um dos fatores responsaveis pela curta duracao da infecgdo nos homens.

O diagnéstico ndo pode ser baseado apenas nos sintomas clinicos, pois estes
podem variar bastante ou estar ausentes. Em muitos casos, para detectar o parasito, utiliza-
se 0 exame ginecoldgico de rotina, por meios de “swabs” vaginais. A observacao direta ao
microscopio optico traz dificuldades por conter uma mistura intensa do muco vaginal e
bactérias. Outro método € o cultivo da amostra, onde se isola o organismo em cultura
(McLellan et al., 1982). Apesar de ser um método mais preciso, demora varios dias para

fornecer um resultado satisfatorio.



Atualmente, métodos mais rapidos e sensiveis sao utilizados para detectar o
parasito, mesmo quando em baixa quantidade. A imunofluorescéncia com anticorpos
especificos € um desses métodos. No entanto, deve-se levar em consideragdo a
heterogeneidade do parasito (Lisi et al., 1988). As técnicas de DNA recombinante, como
hibridizagdo in situ e PCR se mostraram bastante eficazes, mas precisam ser melhor

avaliadas quanto a sua viabilidade econémica, pois ainda apresentam custo elevado.

O tratamento baseia-se no uso de derivados imidazdlicos como os 5-nitroimidazéis.
O mecanismo de agéo destas drogas depende da redugdo anaerdbica do grupamento nitro
pela ferredoxina oxirredutase nos hidrogenossomos, levando a formagao de radicais livres
gue oxidam a molécula de DNA do parasito, com quebras simples ou duplas da molécula
(Edwards, 1993). No entanto, tém-se observado casos de resisténcia a nitroimidazéis em

tricomonas.

A FDA (Food and Drug Administration), 6rgdo que regula a circulagdo de
medicamentos nos EUA, considera o metronidazol como droga aprovada para uso humano,
porém, requer que a embalagem traga avisos em relagdo ao seu potencial carcinogénico,

teratogénico, mutagénico e da possibilidade de conduzir a esterilidade.

A tricomonose bovina provoca graves prejuizos financeiros e econdmicos nos
Estados Unidos, Canada e América do Sul, bem como em outras regiées do mundo onde o
controle sanitario é deficiente ou o sistema de producdo é extensivo, com a pratica de
procriagdo natural (Honigberg, 1978; Alstad et al., 1984; BonDurant, 1997). As perdas
econdbmicas com esta doenca em gado de corte podem ser relacionadas com os custos com
tratamento, sacrificio e reposicdo de animais infectados e o mais importante: queda na
produgéo de terneiros pela demora no estabelecimento da prenhe (Anderson et al., 1996;

BonDurant, 1997; Felleisen, 1999).

A transmissdo da tricomonose bovina € direta e se da através do coito. A

transmissdo mecanica durante a inseminacgao artificial € rara. No macho, T. foetus se aloja



na cavidade do prepucio, podendo invadir a uretra e porgdes mais profundas do trato
urogenital. O touro é portador assintomatico ndo demonstrando claramente a infecgao nem
adquirindo naturalmente imunidade contra a mesma (Anderson et al., 1994) e assim passa a
infectar varias vacas. Os touros mais velhos tém maiores riscos de adquirirem a doenca e
manterem-se portadores permanentes, uma vez que, com a idade, ha aumento da

profundidade das criptas prepuciais (Honigberg, 1978; Singh et al., 1999).

Apods a transmissdo, o parasito encontra o epitélio vaginal ao qual se adere e inicia
seu processo infeccioso. Como decorréncia, surge a vaginite e, subsequentemente, os
parasitos migram para o uUtero e possivelmente para o oviduto, ficando confinado as células
epiteliais do endométrio e da placenta, quando a vaca esta prenhe. No decorrer da
gestacdo, se a vaca estiver contaminada, o parasito pode comprometer o desenvolvimento
fetal. Sdo descritas varias consequéncias da tricomonose bovina, como o aborto e a
esterilidade temporaria e as vezes até mesmo esterilidade permanente, caso ocorra
destruicdo da mucosa uterina (Anderson et al., 1996; BonDurant, 1997; Felleisen, 1999). A
doenca pode ser auto-limitante em vacas, que podem apresentar uma resolucao

espontanea da infeccéo (Singh et al., 1999).

Na tricomonose felina, T. foetus coloniza e adere a superficie das células do ileo,
ceco e colon do intestino grosso dos gatos provocando diarréia cronica (Yaeger & Gookin,
2005; Stockdale et al., 2009). Esta doenga ocorre principalmente, em filhotes e gatos com
menos de dois anos de idade (Stockdale et al., 2008; 2009). O mecanismo de transmissao
da tricomose felina ainda ndo foi determinado. Existe apenas um relato na literatura
mostrando uma infecgdo provocada por T. foetus no utero de um felino (Dahigren et al.,

2007).

1.3 Morfologia

1.3.1 Superficie Celular



A superficie celular de tricomonas possui grande interesse em pesquisa, uma vez

que é o ponto de contato com a célula hospedeira.

A organizagdo da membrana plasmatica dos tricomonadideos foi inicialmente
descrita com base nos estudos de microscopia eletrénica de transmissdo convencional
(Simpson & White, 1964; Honigberg et al., 1971). Contudo, somente com o advento das
técnicas de congelamento celular e criofratura € que foi possivel obter detalhamento da

ultraestrutura da membrana plasmatica (Benchimol et al., 1981a; 1982a; 1992).

Diversos carboidratos, incluindo acido sialico, manose, galactose, N-acetil-
glicosamina e N-acetil-galactosamina foram identificados na superficie deste parasito, bem
como nas membranas de compartimentos intracelulares (Benchimol et al., 1981b, 1982b;

Benchimol & Bernardino, 2002).

1.3.2 Hidrogenossomos

Os tricomonadideos sé&o desprovidos de mitocéndrias, mas possuem uma organela
incomum e de grande importancia: os hidrogenossomos. O termo hidrogenossomo foi
proposto por Lindmark & Muller (1973) devido a atividade produtora de hidrogénio molecular
da organela que oxida o piruvato ou o malato em acidos organicos, resultando na sintese de
ATP, fundamental para o metabolismo energético (Miller, 1993). Em tricomonas os
hidrogenossomos sédo organelas esféricas, com cerca de 0,3 ym de didmetro, que se
apresentam dispostos preferencialmente proximos ao axoéstilo e a costa. Possuem dupla
membrana e uma vesicula periférica, que é independente da dupla membrana e da matriz,
formando um compartimento distinto (Benchimol et al., 1996a; 1996b; Benchimol, 2008).

Através da técnica de microanalise por raios-X, identificou-se a presenca de ions divalentes



no interior desta vesicula, tais como os de calcio, magnésio e zinco (Ribeiro et al., 2001),
além de alto nivel de fosforo, que provavelmente estaria sob a forma de pirofosfatos
(Chapman et al., 1985). Ribeiro et al. (2001) relataram ainda a presenga de cobalto e

aluminio nesta vesicula.

Uma série de similaridades foi observada entre os hidrogenossomos e as
mitocdndrias, tanto em nivel bioquimico e estrutural, sugerindo um grau de proximidade
evolutiva entre as duas organelas. As principais semelhangas encontradas foram: (1) a
producgéo de ATP pela degradagéao do piruvato (Lindmark & Maller, 1973; Miller, 1993); (2) a
dupla membrana (Benchimol & De Souza, 1983); (3) o mecanismo de biogénese, que ocorre
por segmentagao e biparticdo (Benchimol et al., 1996b); (4) o sequestro de ions calcio
(Ribeiro et al., 2001); (5) as enzimas envolvidas na formacdo de centros de ferro-enxofre
(Caltron et al., 2007); (6) a cardiolipina, um lipideo marcador de membrana mitocondrial
interna e de bactérias (De Andrade Rosa et al., 2006); (7) a NADH-desidrogenase, uma
enzima constituinte da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (Carlton et al., 2007).
Além disso, verificou-se que os hidrogenossomos e as mitocdndrias possuem mecanismos
de importacdo de proteinas muito similares (Dyall et al., 2000; Carlton et al., 2007), uma vez
que foram encontradas em tricomonas varias chaperonas (Hsp70, Hsp60, Hsp10),
responsaveis por esta translocacdo, com seqUéncias sinais similares as sequéncias de

importagao para mitocéndrias (Bui et al., 1996; Carlton et al., 2007).

Varias diferengas, porém, foram constatadas entre ambas as organelas. Nos
hidrogenossomos nao foram encontrados citocromos, enzimas do ciclo de Krebs, atividade
de FoF4 ATPase, material genético ou ribossomos (Lloyd et al., 1979; Turner & Miiller, 1983;
Clemens & Johnson, 2000). Além disso, os hidrogenossomos possuem enzimas que as
mitocOndrias nao apresentam como a hidrogenase (Bui & Johnson, 1996) e a piruvato-

ferredoxina oxido-redutase (Hrdy & Miiller, 1995).

Diversas hipoteses foram levantadas com o intuito de se estabelecer um grau de

parentesco evolutivo entre mitocdndrias e hidrogenossomos. Atualmente, alguns grupos
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acreditam na possibilidade dos hidrogenossomos e mitocdndrias terem evoluido de um

ancestral comum a partir da mesma organela progenitora (Embley, 2006).

1.3.3 Reticulo Endoplasmatico

Assim como as células de eucariotos superiores, em T. vaginalis e T. foetus, o
reticulo endoplasmatico (RE) € normalmente visto ao redor do nucleo e também formando a
membrana externa do envelope nuclear (Queiroz et al., 1991; Benchimol, 2004). O RE
também é encontrado em outros locais do citoplasma, como proximo aos hidrogenossomos,
podendo estar relacionado a formagao das vesiculas periféricas (Benchimol & De Souza,
1985; Benchimol et al., 1996b; Benchimol et al, 2000; Benchimol, 2008). Experimentos
citoquimicos demonstraram a presenca de calcio no RE de T. foetus, sugerindo que atue

como reservatorio deste ion (Benchimol et al., 1982c; De Souza & Benchimol, 1988).

A vesiculacdo do RE durante a divisdo celular, fendbmeno comumente observado em
células de eucariotos superiores, néo foi constatado em tricomonadideos. Sabe-se, porém,
que, em tricomonas, algumas cisternas do reticulo se alinham de modo paralelo com os
microtubulos do fuso mitético, o que poderia apresentar um recurso de doagéo ou sequiestro

de calcio durante a divisdo do parasito (Ribeiro et al., 2002b).

1.3.4 Complexo de Golgi e Filamentos Parabasais

Nos tricomonadideos, o complexo de Golgi corresponde ao aparelho parabasal,
formado pelas cisternas e os filamentos parabasais (Benchimol, 2004). O aparelho
parabasal fica localizado na regido dorsal e a direita do nucleo. T. vaginalis e T. foetus
possuem um unico Golgi muito desenvolvido, podendo alcangar cerca 5 um de
comprimento, apresentando de 8 a 12 cisternas (Benchimol et al., 2001). Estudos

bioquimicos mostraram a presenga das enzimas tiaminopirofosfatase e fosfatase acida no
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Golgi de T. foetus (Queiroz et al., 1991). Experimentos utilizando a lectina WGA fluorescente
evidenciaram a existéncia de residuos de N-acetil-glicosamina nesta organela (Benchimol &
Bernardino, 2002), ao contrario do que ocorre nas células de eucariotos superiores, onde ha
vesiculagao durante a divisdo celular. Nos tricomonadideos a organela permanece integra,
apenas aumentando de tamanho por crescimento lateral e se dividindo em duas, num

processo denominado golgicinese (Benchimol et al., 2001).

Os filamentos parabasais sao estruturas cilindricas e periddicas, formadas por
bandas claras e escuras, sdo morfologicamente semelhantes a costa, embora sejam mais
delgados que esta. Apresentam-se em numero de trés, sendo denominados filamentos
parabasais 1, 2 e 3 (PF1, PF2 e PF3). O PF1 tem sua origem entre os corpusculos basais
do segundo e terceiro flagelos anteriores, o PF2, entre o terceiro flagelo anterior e o
recorrente e o PF3 esta localizado bem préoximo ao filamento adjacente, aparecendo
paralelamente ao PF1 e PF2 (Honigberg et al., 1971; Lee et al., 2009). Acredita-se que os
filamentos parabasais déem suporte e mantenham o posicionamento do complexo de Golgi
(Honigberg et al., 1971; Brugerolle & Viscogliosi, 1994). A existéncia de conexdes
filamentosas comunicando a cisterna cis do Golgi com os filamentos parabasais tem sido

sugerida (Benchimol et al., 2001)

Como os filamentos parabasais parecem ser nucleados a partir dos corpusculos
basais (cinetossomos), existiria, portanto, possibilidade de haver uma conexao entre o
complexo de Golgi e os cinetossomos através de fibrilas (Benchimol et al., 2001). Esta
hipotese explicaria a provavel migragdo do complexo de Golgi que ocorre simultaneamente
com a separagao dos cinetossomos e dos flagelos durante a mitose de T. vaginalis e T.

foetus.

1.3.5 Vesiculas e lisossomos



A atividade endocitica dos tricomonadideos tem sido observada com a utilizacdo de
diversos marcadores, como a peroxidase e varias proteinas conjugadas a ouro ou
revestindo microesferas de poliestireno (albumina, lactoferrina, transferrina, lectinas)

(Benchimol et al., 1986, 1990; Affonso et al., 1994; 1997).

O citoplasma das tricomonas possui varias vesiculas de tamanhos distintos, que
compdem o sistema endocitico da célula. T. foetus apresenta uma atividade endocitica
muito intensa, embora esta aparente ser menor que a de T. vaginalis (Benchimol et al.,
1990; Affonso et al., 1994). As vesiculas podem ser observadas, em sua grande parte,
constituindo o processo inicial da endocitose e, por este motivo, localizam-se logo abaixo da

superficie celular ou, mais profundamente, no citoplasma (Affonso et al., 1997).

Sugeriu-se que as principais enzimas constituintes dos lisossomos de tricomonas
seriam hidrolases acidas e neutras (Queiroz et al., 1991). Portanto, a acidificagdo dos
lisossomos sugeriria a presenga de uma bomba de protons nas membranas desta organela,

tal como observado em eucariotos superiores.

1.3.6 Citoesqueleto

Dentre os principais componentes do citoesqueleto dos tricomonadideos encontram-
se: (1) o complexo pelta-axdstilo, formado por microtubulos estaveis (Benchimol, 2005;
Ribeiro et al., 2002a; 2002b; 2000), (2) os flagelos, T. foetus possui trés anteriores enquanto
T. vaginalis quatro anteriores. Ambos possuem um flagelo recorrente formando a membrana
ondulante no contato com a membrana plasmatica (Honigberg et al, 1971);(3) os
corpusculos basais e seus filamentos associados, de onde emergem os flagelos e as
demais estruturas relacionadas ao movimento do parasito (Honigberg et al., 1971; Ribeiro et
al., 2000); (4) a costa, estrutura protéica estriada com funcéo de sustentagdo da membrana
ondulante (Honigberg et al., 1971) e (5) os filamentos parabasais (Brugerolle & Viscogliosi,

1994; Benchimol et al., 2001). Diversas estruturas, como os filamentos sigmoéides e os
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corpos infra e supra cinetossomal, ainda tém suas fungdes desconhecidas. Em T. vaginalis
e T. foetus pode-se também encontrar microtubulos labeis como os que formam o fuso

mitético (Ribeiro et al., 2000; 2002a).

Estudos bioquimicos, moleculares e estruturais também constataram a presenca de
microfilamentos de actina no citoesqueleto de varias espécies de tricomonadideos
(Brugerolle et al., 1996. Bricheux & Brugerolle, 1997; Bricheux et al., 1998; 2000; Pereira-
Neves & Benchimol, 2007). Estes microfilamentos sdo, preferencialmente, encontrados na
regido cortical e nos pseudodpodes das tricomonas quando realizam fagocitose ou quando
em adesao ao substrato ou as células-alvo (Brugerolle et al., 1996; Pereira-Neves &

Benchimol, 2007). Em tricomonas, os filamentos intermediarios ainda n&o foram descritos.

Estudos sobre o citoesqueleto de tricomonas mostraram a modificagdo da morfologia
do protozoario durante a atividade fagocitica ou quando aderido a respectiva célula
hospedeira (Brugerolle et al., 1996; Pereira-Neves & Benchimol, 2007). Desse modo, foi
possivel constatar uma reorganizagao do citoesqueleto (principalmente dos microfilamentos
de actina), ja que os parasitos apresentam uma forma oval em meio axénico e se
transformam em amebdides quando ingerem alguma particula ou interagem com as células-
alvos (Brugerolle et al., 1996; Pereira-Neves & Benchimol, 2007). Em T. foetus, observou-se
também uma reorganizagao do citoesqueleto durante a sua transformagdo em pseudocistos

(Granger et al., 2000; Pereira-Neves et al., 2003).

1.3.6.1 Flagelos

Os flagelos, tanto os anteriores como o recorrente, tém origem nos corpusculos
basais, localizados na regido anterior das tricomonas (Honigberg et al, 1971). Cada
corpusculo basal recebeu um numero e possui uma posicao relativa as demais estruturas. O
corpusculo basal #2 emite de oito a nove fibras estriadas, denominadas filamentos

sigmoides (Honigberg et al., 1971). Estes filamentos sigmoides encontram-se préximos a
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regido da juncéo pelta-axéstilo e conectam os corpusculos basais a este complexo, bem
como a superficie interna da pelta (Honigberg et al., 1971). Entre o corpusculo basal #2 e o
conectado a ele e a pelta, encontra-se o corpo supra-cinetossomal (Honigberg et al., 1971).
As fungbes do corpo supra-cinetossomal e dos filamentos sigméides s&o ainda
desconhecidas, embora se especule que sejam centros organizadores dos microtubulos do

complexo pelta-axdstilo (Brugerolle et al., 2000).

Verificou-se que os flagelos anteriores possuem batimentos tipo ciliar, enquanto o
recorrente, batimentos tipo flagelar (Monteiro-Leal et al., 1995). Isto faz com que o corpo do

parasito gire em torno do seu proprio eixo e produza uma rotagao.

1.3.6.2 Complexo Pelta-Axostilar

O axoéstilo de tricomonadideos é uma estrutura axial, formada por microtibulos, com
funcao de sustentacao e participagdo na cariocinese. O complexo pelta-axostilar é formado
pela pelta e pelo axdstilo e se apresentam como uma folha de microtubulos, arrumados lado
a lado, percorrendo, o axdstilo, o eixo longitudinal da célula, desde sua porgéo anterior até o
extremo posterior da célula, onde termina como uma forma afilada (Honigberg et al., 1971;
Benchimol, 2004). A pelta se encontra numa posigao mais anterior e contigua ao axostilo,
sustentando as paredes do canal periflagelar, formando uma espécie de “colarinho” na

regido de emergéncia dos flagelos (Honigberg et al., 1971; Benchimol, 2004).

Benchimol & De Souza (1987), utilizando microscopia eletrbnica de alta voltagem,
mostraram a associagado de hidrogenossomos com microtubulos do sistema pelta-axostilar
em T. foetus. Posteriormente, utilizando técnicas de congelamento ultrarapido, Benchimol e
colaboradores (2000) sugeriram que esta associagao seria estabelecida por filamentos
delgados. Verificou-se também, apds o uso de citoquimica ultraestrutural para a detecgéo de
glicose-6-fosfatase, a presenga de perfis de reticulo endoplasmatico percorrendo paralelo

aos microtubulos do axdstilo (Benchimol et al., 2000).



Alguns autores propuseram que o axostilo de tricomonas fosse formado por
microtubulos labeis, ja que estes seriam despolimerizados durante o inicio da divisdo do
parasito ou quando submetidos ao tratamento de drogas que afetam os microtubulos, como
a colchicina (Brugerolle, 1975; Juliano et al., 1986; Viscogliosi & Brugerolle, 1994; Delgado-
Viscogliosi et al., 1996). No entanto, nosso grupo mostrou que os microtubulos do axdstilo
sdo estaveis, permanecendo integros durante todo o processo de divisdo celular
(participando inclusive da cariocinese) ou mesmo quando submetidos a tratamentos com
drogas que afetam o citoesqueleto, como vimblastina, colchicina, nocodazol e taxol (Silva-
Filho & De Souza, 1986; Batista et al., 1988; Ribeiro et al., 2000; 2002a; Madeiro da Costa &

Benchimol, 2004).

1.3.6.3 Costa

A costa é uma estrutura presente em todos os tricomonadideos. Assim como as
fibras parabasais, a costa é cilindrica e formada por proteinas que apresentam uma
periodicidade com bandas claras e escuras. Contudo a costa € maior e mais larga do que as

fibras parabasais (Benchimol, 2004).

A costa percorre o sentido antero-posterior da regido dorsal do parasito, estando
sempre associada a membrana ondulante e ao flagelo recorrente, por meio de filamentos
observados por freeze-etching (Benchimol et al., 1993). A costa possui origem entre os
corpusculos basais #2 e #3 (Honigberg et al., 1971). O fato de haver filamentos que se
projetam da costa, principalmente na regido voltada para membrana ondulante, reforgou a

idéia de que a costa funcione como uma estrutura de ancoramento (Benchimol et al., 1993).

Existem duas classificacoes distintas de costa, denominadas tipos A e B, dada por
diferengas no padrao periddico de sua estrutura e no formato da regido onde ela se origina
(Honigberg, et al., 1971). O padrao de estriagdo da costa do tipo A (presente em T. foetus) é

em bandas paralelas, alternando bandas eletrodensas (com cerca de 37 nm de largura) com
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bandas mais claras (com largura aproximada de 49 nm). O padréo de costa tipo B (presente
em T. vaginalis) apresenta estriagbes semelhantes a “espinha de peixe”, com periodicidade

de cerca de 42 nm.

1.3.6.4 Centrossomos e Fuso mitético

Os centrossomos dos tricomonadideos s&do formados pelos corpusculos basais e
pelo atractéforo, que € um centro organizador de mictotubulos (Honigberg & Brugerolle,
1990). Os atractoforos sao constituidos por um material denso em forma de péndulo
localizado na base dos corpusculos basais das tricomonas e de outros parabasalideos

(Brugerolle, 1975; Ribeiro et al., 2002a).

Durante a divisdo celular, os atractoéforos se tornam responsaveis pela nucleacéo dos
microtubulos que constituirdo o fuso mitético. Os tricomonadideos apresentam um tipo de
mitose muito peculiar chamado de pleuromitose, que é uma mitose fechada com fuso
extranuclear (Brugerolle, 1975; Ribeiro et al.,2000; 2002a). Neste tipo de mitose, o envoltério
nuclear permanece integro durante todo o processo de divisao celular € ndo ha formagao da
placa metafasica. O fuso mitético extranuclear, se dispde lateralmente ao nucleo sendo
formado por dois grupos de microtubulos: os microtubulos de pélo-a-polo e de pdélo-a-nucleo
(Brugerolle, 1975; Ribeiro et al.,2000; 2002a). Os microtubulos de pdlo-a-nucleo interagem
diretamente com o envelope nuclear e ndo com os cinetécoros dos cromossomos. Os
microtubulos de pdlo-a-polo, também chamados de paradesmose, formam um feixe espesso
e coeso entre os atractéforos duplicados (Brugerolle, 1975; Raikov, 1994; Ribeiro et al.,
2002a). A medida que a mitose transcorre, os microtibulos de pdlo-a-polo continuam a se
alongar e podem se tornar curvos na forma de “U” ou “V” (Brugerolle, 1975; Viscogliosi &

Brugerolle, 1994; Ribeiro et al., 2002a).

1.3.7 Nducleo e Divisao



Os tricomonadideos, quando nao se encontram em divisdo, apresentam um unico
nucleo localizado, preferencialmente, na regido anterior da célula. O envoltério nuclear
destes parasitos se apresenta como em eucariotos superiores. A porcao mais externa esta
em continuacdo com o reticulo enquanto a membrana interna se encontra voltada para a
matriz nuclear. Inumeros complexos de poros tipicos estdo distribuidos ao longo do
envoltorio (Benchimol et al., 1982a; Benchimol, 2004). Contudo, as laminas nucleares ainda

ndo foram detectadas.

O fato destes organismos apresentarem uma diviséo fechada com fuso extranuclear,
dificulta a analise do comportamento celular durante a divisdo. Entretanto, pesquisas
apontam, além da interfase (periodos G1, S e G,), quatro etapas distintas na mitose (Ribeiro
et al., 2000; 2002a; 2002b). No inicio da interfase (G1), 0 parasito apresenta a tipica forma
oval e suas estruturas ainda ndo foram duplicadas. Posteriormente, nos periodos S/G,,
ocorre a duplicagdo dos flagelos (anteriores e recorrente), do complexo pelta-axdstilo, da

costa e do material genético.

Na fase 1 da divisdo celular, o protozoario comega a assumir uma forma triangular,
pois os axostilos duplicados se movimentam para os lados opostos junto com os
cinetossomos. Na fase 2, o nucleo é estrangulado pelos axodstilos (que posteriomente
culminara na cariocinese) e o flagelo recorrente € elevado a uma posi¢ao perpendicular ao
eixo axial do corpo celular. Estas mudangcas fazem com que o parasito assuma forma
alongada. A transigao da fase 2 para 3 é caracterizada pela cariocinese. Por ultimo, a fase 4
se caracteriza pela separagdo das células-filhas. Os movimentos dos flagelos parecem
auxiliar a citocinese (Ribeiro et al., 2000; 2002a; 2002b). O mecanismo de segregag¢ao dos

cromossomos das tricomonas ainda néo foi elucidado.

Existem controvérsias quanto ao comportamento das estruturas do citoesqueleto
durante a divisdo celular em tricomonas. Tem sido sugerido o desaparecimento do axéstilo
no inicio do processo da mitose, indicando sua possivel despolimerizagéo (Samuels, 1957;

1959; Brugerolle, 1975; Viscogliosi & Brugerolle, 1994; Delgado-Viscogliosi et al., 1996).
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Segundo esses autores, os microtubulos do fuso de podlo-a-nucleo seriam os Unicos
responsaveis pela cariocinese e os microtubulos de podlo-a-pdlo seriam essenciais para a
separagao das células-filhas. Ha também discordancias a respeito do comportamento dos
flagelos. Enquanto Viscogliosi & Brugerolle (1994) propuseram que tais estruturas se
duplicariam durante a mitose, Ribeiro et al, (2000) afirmaram que esta duplicagéo

aconteceria na interfase, na fase S.

1.4 Interagao-parasito hospedeiro

Apesar da alta incidéncia de tricomonas em diversas espécies, pouco se sabe sobre
0s mecanismos das interagdes parasito-hospedeiro. As tricomonas ndo penetram no
epitélio, estabelecendo uma forte relacdo de superficie com a célula-hospedeira, sendo
considerados parasitos nao-invasivos, extracelulares. O parasito ao aderir as células
epiteliais geralmente forma interdigitacdes (Rasmussen et al., 1986; Gonzales-Robles et al.

1995).

Um fato bastante conhecido é a mudanca drastica de forma que o parasito assume
ap6s a adesédo, tornando-se amebodide, sendo este considerado um sinal de viruléncia
(Arroyo et al., 1993). Este fato pode estar relacionado a uma maior superficie de adeséo
entre as duas células, estando as duas membranas em tdo intimo contato que parecem

estar em continuidade em alguns pontos (Furtado & Benchimol, 1998).

Para que se instale a tricomonose, o parasito deve primeiramente ultrapassar a
barreira de muco para interagir com o epitélio vaginal (Alderete & Garza, 1988). Isso parece
acontecer devido ao movimento flagelar e a agédo de enzimas proteoliticas, chamadas
mucinases, que vao digerir o0 muco até que os parasitos tenham alcangado as células
epiteliais da vagina (Lehker & Sweeney, 1999). Muitos pesquisadores acreditam que os
danos provocados pelo parasito ocorram através de um processo dependente do contato

com a célula hospedeira, sendo este um pré-requisito para a citotoxidade (Gonzales-Robles
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et al., 1995; Burgess et al.,1990; Singh et al., 2004). Entretanto, alguns autores reportaram
que proteases e outros produtos metabdlicos seriam liberados pelos parasitos no ambiente
vaginal, e que estes seriam responsaveis pelos efeitos citotoxicos nas células hospedeiras,
nao havendo necessidade do contato do parasito com as células vaginais (Garber &
Lemchuk-Favel, 1989; Pindak et al., 1993). Contudo, através de experimentos de interagao
utilizando uma membrana permeavel entre os parasitos e células hospedeiras, foi possivel

confirmar que o contato € necessario para que ocorra o efeito citotoxico (Gilbert et al., 2000).

Foi proposto que a adeséo de T. vaginalis as células epiteliais seria mediada pelas
adesinas (APs) denominadas AP65, AP51, AP33 e AP23. Este grupo de quatro adesinas
reconheceria proteinas especificas do hospedeiro através de uma interagéo tipo ligante-
receptor (Arroyo & Alderete, 1992; Arroyo et al., 1993). Porém, o fato das adesinas serem
consideradas ligantes exclusivos do processo de adesdo nas células epiteliais vaginais
recebeu criticas. Foi demonstrado que as adesinas de tricomonas também sio capazes de
se ligar a diferentes tipos celulares, como eritrocitos de diferentes espécies, Mycoplasma
hominis e linhagens celulares como células Vero, CHO e Hela (Addis et al., 2000).
Sugerindo assim, que a especificidade da adesao desse parasito ao epitélio vaginal nao

ocorreria por estas adesinas.

Em relagcdo a T. foetus, acredita-se que estruturas imunogénicas, importantes na
adesdo deste parasito as células epiteliais, estariam localizadas em um componente do
complexo da adesina Tf190 (Shaia et al., 1998). Observou-se também a agao mediadora de
laminina e fibronectina no processo de interacdo com T. foetus. Em experimentos utilizando
particulas de poliestireno revestidas com diferentes tipos de proteinas e utilizando a
linhagem celular MDCK, foi visto que a adesédo do parasito foi intensificada pela laminina

(Silva Filho & De Souza, 1988).

Ha também evidéncias da adesdo ser mediada por glicoconjugados. Em testes de
inibicdo com agucares competidores, observou-se uma diminuigdo significativa da adesao

de T. foetus e T. vaginalis (Bonilha et al., 1995). Outro fator interessante € a ocorréncia de
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uma alternancia de expressao de uma glicoproteina altamente imunogénica denominada

P270, na superficie celular de T. vaginalis (Alderete et al., 1988; Engbring et al., 1996).

Admite-se que durante a interacdo, as tricomonas reconhecem molecularmente o
ambiente vaginal e manipulam estas informagdes a seu favor, utilizando neste processo
moléculas envolvidas com a transducao de sinais, adesao a célula epitelial, interacdo com a
matriz extracelular e com a citotoxidade (Silva Filho et al., 1989). No ambiente onde o
parasito se encontra ocorrem intensas mudangas hormonais, o que é de grande
importancia, pois ha indicios do aumento da adesdo de tricomonas em interagcdo com

células MDCK, sob ac¢ao do estrogénio (Silva-Filho & Bonilha, 1992).

Outra classe de moléculas que estaria diretamente ligada com o processo de adeséo
é representada por cisteino-proteases (Arroyo & Alderete, 1989). Uma cisteino-protease de
30 kDa (CP-30) foi encontrada mediando processos citotoxicos de T. foetus em células
epiteliais vaginais bovinas (Singh et al., 1999) e de T. vaginalis em células HelLa e epiteliais
vaginais humanas (Mendonza-Lopes et al., 2000). Esta cisteino-protease estaria relacionada
ao processo de apoptose tanto das células vaginais bovinas (Singh et al., 2004) quanto as
do endométrio bovino (Singh et al., 2005), agindo de maneira estratégica na modulagéo

deste evento celular.

Pelo fato de estar envolvida na degradagao de proteinas da matriz extracelular, como
a laminina e a fibronectina, a CP-30 potencializaria o processo de citotoxidade do parasito,
sendo constatada a sua ligagdo com as proteinas de matriz (Silva-Filho & De Souza, 1988;
Benchimol et al., 1990; Crouch & Alderete, 1999). Sendo assim, as tricomonas assumiriam
um carater mais invasivo, pois o0 acesso do parasito as camadas epiteliais profundas
provocaria a esfoliagdo das camadas mais superficiais. Dependendo da viruléncia da cepa,
ainda pode ocorrer a ruptura do epitélio e de suas jungdes, atingindo a ldmina basal e
causando infecgdes multiplas (Krieger et al., 1985; Gault et al., 1995). Neste ambiente ha
uma baixa tensdao de oxigénio conferindo sucesso a infec¢do visto que o parasito &

microaerofilo.
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Embora a importancia das cisteino-proteases tenha sido demonstrada in vitro, seu
papel parece ser relevante também in vivo (Felleisen, 1999). Foi observado ainda que
algumas cisteino-proteases de T. foetus sao capazes de clivar as imunoglobulinas IgG1 e
IgG2 bovinas, que podem matar o parasito in vitro (Corbeil, 1994; De Azevedo & De Souza,
1992; 1996). Acredita-se que estas cisteino-proteases sejam capazes de atuar contra a
resposta imune do hospedeiro, internalizando seus anticorpos apés sua ligagédo, processo
denominado mimetismo molecular (Granger & Wardwood, 1996). Trabalhos anteriores
relatam que T. vaginalis ndo causam efeitos citotéxicos em células vaginais bovinas (Singh
et al., 2004) e o contrario também se aplicaria para T. foetus em relagao as células vaginais
humanas (Lockwood et al., 1984; Gilbert et al., 2000). Experimentos em que se adicionaram
extratos purificados de CP30 de T. foetus em células vaginais humanas, nao foi observada
indugao de apoptose, o0 mesmo com T. vaginalis em células vaginais bovinas (Singh et al.,
2004). Esses autores acreditam que haja uma interagdo espécie-especifica entre os
parasitos e seus hospedeiros, nao podendo assim, T. vaginalis infectar células epiteliais do

trato reprodutivo bovino.

1.4.1 Modelos Experimentais

Os primeiros modelos de estudos da interacdo de tricomonas com possiveis
hospedeiros foram realizados com fragmentos de fetos e embrides de galinha (Hogue,
1943). O aperfeicoamento das técnicas de cultivo celular possibilitou a exploragao de outros

aspectos morfologicos e moleculares durante essa interagao.

Nos ultimos anos, muitos avangos foram alcancados para o entendimento da
interacdo dos tricomonadideos e as células hospedeiras. No entanto, os estudos que
proporcionaram estes avangos, ndo empregaram células comumente usadas pelos

parasitos in vivo, que seriam o alvo natural. Com o objetivo de se estudar o efeito citotdxico
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da tricomonas e os danos causados pelo parasito foram utilizadas linhagens celulares como
MDCK (Mardin-Darby Canine Kidney) (Gonzalez-Robles et al, 1995), Hela
(adenocarcinoma cervical humano) (Krieger, 1990; Alderete et al., 1995), McCoy de
camundongo (Brasseur & Savel, 1982), Vero provenientes de rim de macaco (Alderete &
Pearlman, 1984; Burguess et al., 1990), RK-13 de rim de coelhos (Heath, 1981), testiculos
de babuinos (Alderete & Peariman, 1984), células aminiéticas humanas — WISH (Honigberg,

1989) CHO - ovario de hamster chinés (Krieger et al., 1985).

Culturas de células epiteliais vaginais humanas e bovinas, bem como células obtidas
de esfoliagdo por raspagem de células vaginais bovinas tém sido utilizadas com objetivos
similares (Corbeil et al.,; Singh et al., 1999; 1989; Gilbert et al., 2000; Sommer et al.,2005).
Recentemente, células epiteliais de utero bovino foram utilizadas como modelo de interagao
com T. foetus, onde foi observado que o parasito se estabelece e é citotoxico a esse epitélio
(Singh et al., 2005). Entretanto, existem poucos estudos relacionados a infecgbes por
tricomonas em partes mais profundas do trato reprodutivo. A infeccdo dos parasitos comeca
pela adesao na vagina, causando a vaginite e alguns autores relatam que as tricomonas s&o
capazes de mover-se até o utero e oviduto (Singh et al, 2004) e estudos in vivo

demonstraram a presenga do parasito nesses dois 6rgaos (Parsonson et al., 1976).

1.4.2 Células epiteliais

Células epiteliais funcionam promovendo uma barreira entre dois ambientes muito
diferentes e permitem o transporte vetorial através dessa camada. Componentes celulares
altamente especializados evoluiram para permitir que o epitélio formasse uma barreira
impermeavel e que fosse capaz de segregar proteinas e lipideos do dominio apical e
basolateral da membrana plasmatica (Denker & Nigam, 1998). Este tipo celular possui sua
superficie apical voltada para o limen e freqlientemente cobertas por microvilosidades. A
porcdo basal apoia-se na lamina basal, a qual se encontra sobre o tecido conjuntivo. A

porcao lateral estd em intimo contato com outras células adjacentes.
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O desenvolvimento e manutencdo da polaridade epitelial requerem adesdo célula-
célula e célula-substrato, com a presenca localizada do citoesqueleto sub-membranar e vias
de transporte intracelulares especializadas (Zahraoui et al., 2000). O espacgo paracelular é
conhecido pela sua contribuigdo significante na absor¢ao passiva de solutos hidrofilicos e
agua através do epitélio (Madara et al., 1990). Esse espago pode ser uma via de transporte
regulada e altamente dindmica que depende do estado molecular e localizagéo celular de

diferentes elementos que formam o complexo juncional intercelular (Citi, 1993).

1.4.3 Células do oviduto

Desde o ponto de vista anatdmico, podemos dividir o oviduto ou trompa de faldpio
em quatro regides desde o ovario (Fig. 3): as regides da fimbrias (infundibulo), com um
aspecto tentacular no seu extremo proximal; seguido da regido da ampola, o istmo e por
ultimo é encontrado a unido utero-tubaria, adjacente ao utero (Harper, 1994; Abe, 1996).

Ampolla 4 Istmo
P s~ »
<« > r o

Secrecdo do oviduto /
Trasudado sgrico Unido

Utero- Tubaria
/ Fimbrias

4

Flurdo Utero

Folicular \

Ovario

Flurdo
peritoneal

Figura 3 — Esquema de um oviduto e suas estruturas. Também s&o indicados os fluidos
(Quintero et al., 2003).

As distintas regides do oviduto sdo compostas por trés tipos celulares similares, mas
em diferentes proporg¢des. A parede do oviduto consiste de trés camadas diferentes: uma
serosa externa, uma muscular e uma mucosa. O epitélio do oviduto é formado
principalmente por células cilindricas ciliadas e células secretoras (Fig. 4) (Fawcet, 1995).
As células ciliadas do oviduto se encontram em grande proporgao no epitélio das fimbrias e

da ampola (Salamonsen & Nancarrow, 1994). Observagdes in vivo realizadas em primatas
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demonstraram claramente que os cilios tém um papel decisivo no transporte ovocitario
através dos segmentos do oviduto (Quintero et al., 2003). Contudo, a fungédo das células

ciliadas no istmo n&o esta completamente esclarecida.

Celulas ciliadas \

\

e ™

-
-

5 Lamina basal

Celulas secretoras

Figura 4 — Esquema representativo do epitélio do oviduto, apresentando todos os tipos
celulares mais importantes (Quintero et al., 2003).

As células secretoras formam elevagbes ou cupulas no epitélio (Harper, 1994). A
estrutura interna das células cilindricas secretoras, nao ciliadas, é tipica de células que
sintetizam proteinas ativamente, com grande quantidade de grénulos secretores com
estrutura distinta e densidade eletronica (Salamonsen & Nancarrow, 1994). Nao se conhece
com exatiddo se a qualidade da secrecdo das distintas regides do oviduto € a mesma,
embora existam tipos celulares similares (Salamonsen & Nancarrow, 1994; Abe, 1996). A
luz tubaria se encontra banhada pelo fluido do oviduto, o qual resulta principalmente do
aporte do soro e da secrecao do epitélio do oviduto e, em menor medida, do fluido folicular e
do fluido peritoneal (Leese, 1988).

Aproximadamente, 25% dos casos de infertilidade feminina sado devidos a
transtornos tubarios. Somado a esta percentagem, ha ainda, 5 a 10% de casais que nao
conseguem engravidar, mesmo sem diagndstico de algum transtorno aparente (Evers, 2002;
Cahill & Wardle, 2002). Neste ultimo grupo, muito provavelmente, ha causas tubarias néao
diagnosticadas com as técnicas convencionais.

Os transtornos tubarios mais freqlentes resultam das enfermidades pélvicas

inflamatérias causadas por infecgbes microbianas, provocando danos celulares como a
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perda de células ciliadas, a produgao de exsudato inflamatdrio gerando aderéncias entre as
pregas das mucosas (Henry-Suchet, 2000). Outra causa é a hidro-salpinge, onde as
fimbrias ndo se reconhecem (Strandell & Lindhard, 2002). Histologicamente existe a perda
do epitélio ciliar ou a invaginagdo do mesmo. Outras condigbes que podem causar a
esterilidade sao as fibroses obliterativas, a salpingite, a inflamacgao crénica, a endometriose
e, menos frequentemente, os polipos, a tuberculose e as seqlielas de uma gravidez ectopica
(Lehner et al., 2000; Cahill & Wardle, 2002; Eckert et al., 2002).

Evidente que das patologias que afetam as trompas, salvo nos processos
obstrutivos, a alteragao do epitélio tubario, seja morfolégica ou funcional, seria um obstaculo
para o processo reprodutivo em suas etapas iniciais. Deve-se lembrar que a secregao do
oviduto esta sempre no ambiente que rodeia o processo da fecundagdo. Desse modo, tem
sido sugerido que as alteragdes na qualidade desta secregdo podem influenciar o processo
de fecundagao, facilitando-o ou dificultando-o (Harper, 1994; Salamonsen & Nacanroow,
1994).

Além de seu papel anatdbmico, como a conexao entre o ovario e o utero, o oviduto
tem um papel importante no processo reprodutivo, agindo como um ambiente condutor para
a maturagao e transporte dos gametas, fertilizagdo e desenvolvimento do embrido (Chang,
1951; Kille & Hamner, 1973; Shapiro et al., 1974; Gaunt, 1985; Kapur & Johnson,1985). Os
componentes luminais do oviduto sdo formados pela transdugéo seletiva dos componentes
do soro (Feigelson & Kay, 1972; Oliphant et al, 1978) e produtos especificos secretados a
partir do epitélio do oviduto (Urzua et al., 1970; Stone et al., 1980). A proliferagao, ciliagao e
processo secretor do epitélio do oviduto sdo influenciados por horménios ovarianos
(Fredricsson, 1959; McDaniel et al., 1968; Brenner, 1969; Odor et al., 1983). As secregoes
dos ovidutos podem ser melhor estudadas independentemente de contribuicbes do soro,

pelo crescimento de células epiteliais in vitro em culturas sob condicdes controladas.

A especificidade das interagdes fisioldgicas intimas entre gametas, embrides e
células do oviduto afeta tanto o epitélio do oviduto quanto os gametas e embrides (Lee et al.,

2002; Fazeli et al., 2004; Georgiou et al., 2005). O epitélio promove a viabilidade e
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motilidade dos espermatozdides aderidos e modula a capacitagao do esperma (Dobrinski et
al., 1997; Smith & Nothnick, 1997; Suarez, 2002; Fazeli et al., 2003), aumentando assim a
qualidade da maturacdo do ovécito e conseqlientemente a proliferagdo in vitro das células
do blastocisto (Kidson et al., 2003), bem como o desenvolvimento dos embrides (Gandolfi &

Moor, 1987).

O mecanismo da atividade embriotrofica pelas células do oviduto ndo é ainda
conhecido, alguns artigos sugerem que os fatores de crescimento secretados pelas células
de oviduto estimulem o desenvolvimento dos embrides (Gabler et al., 1997; Daliri et al.,
1999), incluindo IGF-I / IGF-2 “insulin-like growth factor’, EGF “epidermal growth factor’,

TGF-a “transforming growth factor alfa” e FGFs “fibroblast growth factor”.

Dados relacionados aos efeitos citotdxicos de T. foetus em células epiteliais de
oviduto bovino sao importantes, porém escassos. O emprego pioneiro de oviduto inteiro
permitiu observar caracteristicas de morte celular induzidas pelo parasito (Benchimol et al.,
2006). A cultura de células de oviduto bovino tem sido descrita para utilizagédo em diferentes
experimentos que ndo a interagdo com parasitos, como por exemplo, fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario (Walter, 1995). Até o momento, este tipo de cultura celular ndo
foi empregado para testes de interagdo de T. foetus e T. vaginalis in vitro. Desse
modo, nossa proposta & avaliar diferentes aspectos da interagdo desses parasitos, com um

modelo celular que ocorre durante a infecgéo in vivo.
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1.5 Objetivos

1.5.1 Geral

Investigar os mecanismos de citotoxidade usados por Tritrichomonas foetus e

Trichomonas vaginalis em cultura primaria de células de oviduto bovino.

1.5.2 Especificos

Estabelecer uma cultura primaria de oviduto bovino

Induzir a interagdo dos parasitos com as células epiteliais de oviduto bovino em

diferentes tempos

Verificar e caracterizar o processo de adesao e citotoxicidade das tricomonas

frente ao epitélio do oviduto

Comparar a citotoxidade de cepas mantidas por longo tempo sob cultivo em
laboratério com aquelas obtidas recentemente (isolados frescos) de tricomonas

quando co-incubadas com o epitélio de oviduto

Testar se T. vaginalis é capaz de infectar células bovinas e assim esclarecer

se a interacgao parasito-hospedeiro é espécie-especifica

Caracterizar os tipos de morte celular, induzidos nas células epiteliais durante a

coincubacdo com tricomonas

Verificar a participagédo de microfilamentos de actina na adesao de tricomonas

ao epitélio de oviduto bovino
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo in vitro de Tritrichomonas foetus e de Trichomonas vaginalis

Microorganismos da cepa K de T. foetus foi isolada na década de 70, pelo Dr. Hélio
Guida (Embrapa, Rio de Janeiro, Brasil), da cavidade prepucial de um touro naturalmente
infectado do estado do Rio de Janeiro, Brasil. Duas cepas de T. vaginalis foram utilizadas: a
cepa JT foi isolada no Hospital Universitario da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Brasil e tem sido mantida em cultura desde 1980. A cepa FMV1 é um isolado fresco que foi
gentilmente cedida pelo Dr. J. B. Jesus (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) e tem sido sendo
mantida em cultura por ndo mais de sete dias, com passagens diarias. Baseando-se na
habilidade de destruir células MDCK, a cepa JT foi anteriormente classificada como uma
cepa de baixa viruléncia e a cepa FMV1 como uma cepa de alta viruléncia (Jesus et al.,

2004).

Os trofozoitos, tanto T. foetus K, como T. vaginalis JT e FMV1 foram cultivados
axenicamente em tubos de vidro de 8 mL contendo 7 mL de meio TYM (Diamond, 1957)
acrescido de 10% de soro fetal bovino (Laborclin) inativado pelo calor (60°C por 1 hora). As
culturas foram mantidas em estufa a 37°C por 24 horas e o meio foi trocado apds este

periodo, que corresponde a fase logaritmica de crescimento dos parasitos.
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O meio TYM é composto por: 22 mg/ml de triptose (BBL), 11 mg/ml de extrato de
levedura (BBL), 5,6 mg/ml de maltose (Sigma Chemical Co.), 1 mg/ml de L-cisteina (Sigma
Chemical Co.), 0,2 mg/ml de acido ascorbico (Sigma Chemical Co.), 0,9 mg/ml de fosfato de
potassio monobasico (Vetec) e 0,9 mg/ml de fosfato de potassio dibasico (Vetec). Apos
adicionar os componentes acima, o pH foi ajustado para 6,2 e o meio foi autoclavado a

120°C por 20 minutos.

Todas as observacgdes de células vivas foram realizadas por microscopia 6ptica de

contraste de fase utilizando microscopio 6ptico invertido Axiovert, Zeiss.
2.2 Cultura primaria de células epiteliais de oviduto bovino

Os ovidutos de vacas foram removidos inteiros em um abatedouro comercial,
imersos em PBS estéril contendo 0,05¢g/l de sulfato de gentamicina e transportados para o
laboratério em um periodo maximo de tempo de duas horas. A fimbria foi removida e o istmo

e a ampola foram usados nos experimentos.

O istmo e a ampola dos ovidutos foram empregados como fonte de células epiteliais
tal como descrito previamente (Joshi, 1988; Walter, 1995). A regido luminal do érgéo foi
lavada com PBS gelado e o epitélio gentiimente pressionado com uma haste metalica e
lavado novamente a fim de serem obtidas as células isoladas. Células ciliadas e nao-ciliadas
(células secretoras) foram obtidas depois de varias lavagens e transferidas para o meio de

cultura 199 (M-5017, Sigma).

As células dos ovidutos foram mantidas em meio 199 suplementado com penicilina e
estreptomicina (0,08 mg/ml cada) em garrafas plasticas FALCON de 25 cm?, incubadas a
37°C em uma atmosfera de 5% de CO, em ar. O epitélio apresenta crescimento em uma

semana de cultivo.

Para os testes de viabilidade, as células foram cultivadas em placas de 24 pocos
contendo laminulas de vidro de 12 mm de didmetro sem revestimento (indculo inicial de

2x10° células/ml) e os experimentos foram realizados quando confluéncia de 70-80% das
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células foi alcangada (10° células por pogo). O meio de cultura foi trocado a cada dois dias.

A proliferagao foi controlada em um microscépio optico invertido (Axiovert, Zeiis).
2.3 Experimentos de interagao
2.3.1 Experimentos de coincubacao e ensaios de adesao

Em todos os experimentos onde realizamos a interagdo de T. foetus e T. vaginalis
com células epiteliais de oviduto bovino, a proporgéao foi de 5:1 (parasito:célula hospedeira).
A proporgao dos volumes de meio de cultura foi de 25% de meio TYM e 75% de meio 199 a
fim de preservar as células epiteliais de oviduto. A adesdo foi confirmada através de
sucessivas lavagens da cultura apos a exposicédo aos parasitos. Nos experimentos controle
as células de oviduto foram utilizadas omitindo-se as tricomonas. O processo de interagao

foi seguido em microscépio 6ptico de contraste de fase Axiophot Il da Zeiss (Alemanha).
2.3.2 Ensaios de citotoxidade

No intuito de avaliar a citotoxidade dos parasitos nas células hospedeiras, foi
utilizado o teste do cristal violeta (Alderete & Pearlman, 1984). As células de oviduto foram
aderidas em placas de cultura de 24 pogos em meio 199 e mantidas até formar uma
monocamada confluente (2 x 10° células/ml). Os parasitos foram adicionados na proporgao
mencionada acima e incubados por diferentes tempos a 37°C. Para os experimentos
controle, os parasitos ndo foram adicionados. Ao final dos periodos de incubacao, as células
que restaram foram fixadas com 2% de paraformaldeido (PF), lavadas em PBS e marcadas
com 0,13% de cristal violeta. O material corado foi subsequentemente lavado em agua
destilada e as placas mantidas ao ar para secar. Apds a secagem total das placas, o
material restante ainda corado, foi solubilizado com 1% de SDS em 50% de etanol. A
intensidade desta coloracao foi lida em um espectrofotdmetro no comprimento de onda de
570 nm. A citotoxidade foi calculada como 1- (E/C), onde E representa as medidas das

amostras experimentais e C as amostras controle.

2.4 Fluorescéncia
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2.4.1 TUNEL

Para analisar se houve fragmentagdo da cromatina nas células de oviduto apdés
interacdo das tricomonas. O método do TUNEL (Terminal deoxynucleotidyltransferase-
mediated dUTP Nick-end labeling) foi executado usando o teste “In Situ Cell Death Detection
Kit” (Roche Diagnostics, Meylan, Franca). Os parasitos foram incubados com as células de
oviduto por 12 horas, fixadas a temperatura ambiente em 2% de PF (v/v) em 0,1M de
tampao fosfato (pH 7,2) e subsequentemente lavadas em PBS. Logo apés, as células foram
permeabilizadas com 3% de Nonidet-40 (Sigma, St. Louis, USA) por 40 minutos. As
amostras foram embebidas em cloreto de aménio 50 mM e 3% de albumina bovina (BSA)
em PBS por 30 minutos. A marcacdo foi analisada de acordo com as instrugdes do
fabricante. Controles positivos foram tratados com DNase | (Sigma, St.Louis, MO) por 10
minutos a temperatura ambiente, enquanto os controles negativos foram marcados com o
fluorocromo (recipiente 2 do kit), que ndo possui o terminal da enzima transferase. As
amostras foram observadas em um microscopio de fluorescéncia (Axiphot Il — Zeiss,
Alemanha). As imagens foram adquiridas usando uma camera CCD em tempo real C5985-

10 (Hamamatsu, Japao).

2.4.2 Analise do Potencial de Membrana Mitocondrial

As interacgdes dos parasitos com células epiteliais de oviduto foram testadas com o
marcador JC-1 (5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide,
Molecular Probes, USA) ap6s 12 horas de interagéo. Este teste foi usado como indicador de
alteracgbes do potencial de membrana mitocondrial das células hospedeiras apds a infecgao
pelos parasitos. O JC-1 tem a propriedade de entrar seletivamente nas mitocéndrias e, de
acordo com a magnitude do potencial de membrana mitocondrial, seu estado oligomérico se
altera e a fluorescéncia pode passar da cor vermelha para a cor verde. A taxa de
intensidade de fluorescéncia vermelha: verde do JC-1 fornece um perfil do potencial de
membrana mitocondrial, onde uma alta taxa de potencial é observada com fluorescéncia

vermelha e uma baixa taxa em fluorescéncia verde (Reers et al., 1991).
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As células epiteliais de oviduto infectadas com os parasitos foram incubadas com
5ug/ml do JC-1 a 37°C por 1 hora. As analises qualitativas microscopicas das imagens
fluorescentes foram realizadas com filtros apropriados: a emissdo vermelha do JC-1 ¢é lida a
546 nm, enquanto a emissao verde em 488nm. As amostras foram observadas em um
microscopio de fluorescéncia (Axiphot Il — Zeiss, Alemanha). As imagens foram adquiridas

usando uma camera CCD em tempo real C5985-10 (Hamamatsu, Japéo).

2.4.3 Ensaios de PS (fosfatidilserina)

Com o objetivo de se verificar a exposicao de fosfatidilserina (PS) no folheto
externo da membrana plasmatica (sinal de apoptose) as células epiteliais de oviduto bovino
foram co-cultivadas com os parasitos nas proporgdes e tempos mencionados acima. Como
controles foram utilizados somente as células de oviduto, sem os parasitos. As culturas com
as células ainda vivas foram lavadas e marcadas com anexina-V-FITC (Sigma, USA),
marcador de PS na presenca de calcio, por 10 minutos e concomitantemente com iodeto de
propideo, marcador usado para indicar células que perderam viabilidade, como
recomendado pelo fabricante. A marcagido dupla para iodeto de propideo e anexina-V nao
caracteriza exposicédo de PS no folheto externo da membrana, pois a anexina pode entrar na
célula devido a perda de permeabilidade, ligando-se a PS no folheto interno da membrana.
O resultado foi observado em um microscépio de fluorescéncia (Axiphot Il — Zeiss,
Alemanha). As imagens foram adquiridas usando uma camera CCD em tempo real C5985-

10 (Hamamatsu, Japéao).

2.4.4 Deteccéao de Caspases (Pan-caspase)

Apods a interagdo dos parasitos com as células epiteliais, a solucdo do reagente
FLICA “Fluorochrome Inhibitors of Caspases” (CHEMICON, USA), foi adicionado ao meio de
cultura juntamente com as células, sendo o0 mesmo preparado imediatamente antes da
incubacdo. As células foram incubadas por 1 hora a temperatura de 37°C, sob uma

atmosfera de 5% de CO.. Apds esse tempo, o meio foi retirado e as células foram lavadas
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duas vezes em PBS pH 7,2. O fixador foi diluido seguindo as instrugbes do fabricante e as
laminulas contendo as células foram colocadas com a face para baixo sobre uma gota do
fixador ja diluido. As laminulas foram seladas e mantidas a 2-8°C protegidas da luz por 24
horas. As amostras foram observadas em um microscopio de fluorescéncia (Axiphot Il —
Zeiss-Alemanha). As imagens foram adquiridas usando uma camera CCD em tempo real

C5985-10 (Hamamatsu, Japao).

2.4.5 Imunofluorescéncia

Foram feitas analises da participacdo das estruturas de citoesqueleto dos parasitos
no momento de adesdo através de ensaios de imunofluorescéncia com anticorpo
monoclonal anti-actina de ameba (Sigma, St. Louis, USA). Para analise de indugdo de
apoptose, via caspase-3, nas células epiteliais de oviduto pelo parasito, foi utilizado o
anticorpo monoclonal anti-caspase-3 (Sigma, St. Loius, USA). As células epiteliais de
oviduto bovino foram cultivadas em laminulas e apdés 6 e 12 horas de interagdo com as
tricomonas, as amostras foram fixadas com 4% de paraformaldeido em 0,1M de tampao
fosfato de sédio por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram
lavadas 2 vezes em PBS. Em seguida, as células foram permeabilizadas com Triton-X 100
(0,01% em PBS pH 8,0) por 10 minutos, lavadas com PBS (pH 8,0) e bloqueadas com 50
mM de cloreto de aménio por 30 minutos e depois com PBS/BSA 3% por 15 minutos. Apds
os bloqueios, as células foram incubadas com os anticorpos monoclonais primarios
descritos acima, ambos diluidos 1:10, por 12 horas, a temperatura de 4°C. Posteriormente,
as laminulas foram lavadas em PBS (pH 8,0) e bloqueadas novamente com 3% de
PBS/BSA por 15 minutos. Logo em seguida, as células foram incubadas com o anticorpo
secundario (anti-mouse) conjugado com Alexa 488 (Molecular Probes, E.U.A), diluido 1:100
em 1%de PBS/BSA, por 40 minutos a temperatura ambiente e no escuro. Finalmente, as
laminulas foram lavadas em PBS e agua destilada e montadas em laminas com o liquido

anti-decaimento slowfade (Molecular Probes, E.U.A.). Em alguns experimentos, as células
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foram incubadas com DAPI (5ug/ml) ou Hoescht (Sigma, St. Louis, USA) por 7 minutos, no

escuro, antes de montar as laminas.

As amostras foram observadas em um microscopio de fluorescéncia (Axiphot Il —
Zeiss, Alemanha). As imagens foram adquiridas usando uma camera CCD em tempo real
C5985-10 (Hamamatsu, Japao). Apds capturadas, as imagens foram submetidas ao
programa Image-J (version 1.4j) software (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
E.U.A.), usadas para medir a intensidade de fluorescéncia. Todas as imagens foram
adquiridas com o mesmo de tempo de exposicdo de luz, aumento e contraste. Analises
geradas por computador produziram um espectro de cores e um grafico tri-dimensional.
Cada pico no grafico representa a intensidade de um pixel do vermelho [UA (unidade
arbitraria) = 0] e violeta (UA = 255) no espectro de cores, que foram associadas a
intensidade de fluorescéncia. Os valores dos picos foram inseridos em imagens bi-

dimensionais.

2.5 Microscopia eletronica de varredura

No processamento de rotina para microscopia eletronica de varredura, as amostras
coletadas apés diversos tempos de interacdo das tricomonas com as células de oviduto,
foram fixadas em 2,5% de glutaraldeido em 0,1M de tampéo fosfato de sédio pH 7,2 por 2
horas, a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas em PBS para serem pos-fixadas
por 30 minutos em 1%de OsO, em 0,1M de tampéo fosfato de sédio pH 7,2. A seguir, as
células foram lavadas em PBS e desidratadas em graus crescentes de etanol (15%, 30%,
50%, 70%, 90% e 100% por duas vezes) em etapas de 15 minutos cada. As células foram
secas pelo método de ponto-critico (Bal-Tec CPD 030) e, em seguida, foram montadas em
suportes metalicos apropriados. A metalizagéo (Bal-Tec SCD 005) foi feita com ouro na
espessura de 25 nm. As amostras foram observadas no microscopio eletrénico de varredura
Jeol 5800. Apos a aquisicdo, as imagens foram processadas e coloridas utilizando o

programa Photoshop (verséo 7.0).
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2.6 Microscopia eletronica de transmissao

As células epiteliais de oviduto aderidas ao substrato foram submetidas a
experimentos de interagdo com tricomonas. Apds diversos tempos de interacao, tais como
6, 12, 24 e 48 horas, as células foram coletadas e fixadas em 2,5% de glutaraldeido grau |
em 0,1M de tampao cacodilato de sédio por, no minimo, 2 horas, a temperatura ambiente.
Em seguida, as células foram lavadas em PBS e pds-fixadas por 30 minutos em 1% de
OsOq4, contendo 5 yM de CaCl, e 0,8% de ferricianeto de potassio em 0,1M de tampao
cacodilato pH 7,2. Para aumentar o contraste do material, foi realizada uma etapa de
coloragao “in bloc” em 5% de acetato de uranila em agua destilada, por 2 horas e ao abrigo
da luz, lembrando-se que antes desta etapa o material foi lavado duas vezes em agua
destilada. Depois, as respectivas células foram desidratadas em graus crescentes de
acetona (70%, 90% e 100% duas vezes) em etapas de 15 minutos. Por ultimo, o material foi
infiltrado e incluido em resina epoxy Poly Bed 812 (Epon) (Ploysciences Inc.), e polimerizado
em estufa a 60°C por 72 horas. Apos a polimerizagao, os blocos de resina foram cortados
no ultramicrétomo (Leica- Ultracut UCT), obtendo-se cortes ultrafinos prateados (que
medem aproximadamente 70nm), coletados em grades de cobre de 300 mesh. As grades
contendo os cortes foram contrastadas com 5% de acetato de uranila por 30 minutos e
citrato de chumbo por 10 minutos para posterior observagdo no microscopio eletrénico de

transmissao Jeol 1210.

2.7 Ensaios de interagdo com células de oviduto em suspensao

Ensaios de adesdo dos parasitos foram realizados com as células epiteliais de
oviduto livres (em suspensdo no meio). Estes testes foram feitos a fim de verificar se o
parasito adere na célula hospedeira livre de um substrato. Apds confluéncia de 70%, as
células epiteliais de oviduto bovino foram removidas do substrato com 0,3% de tripsina-

EDTA. Em seguida, as células epiteliais foram co-incubadas com os parasitos por 6, 12 e 24
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horas em tubos plasticos sem revestimento. Procedimentos para microscopia eletrénica de
varredura e transmissdo foram realizados como descritos nos itens 25 e 2.6,

respectivamente.

2.8 Ensaios de Fagocitose

2.8.1 Fosfatase acida

A fim de verificar se o material fagocitado pelas tricomonas foi direcionado para
lisossomos, foram realizadas analises citoquimicas pelo método modificado de Robinson e
Karnovsky (1983), para detectar a presenga da enzima fosfatase acida. Apds a interagao dos
parasitos com as células epiteliais de oviduto em tubos de ensaio, em determinados tempos e
nas proporcdes citadas acima, as amostras foram coletadas por centrifugagao, lavadas trés
vezes em PBS pH 7,2 a temperatura de 37°C e fixadas em 2,5% de glutaraldeido em 0,1M de
tampao cacodilato de calcio pH 7,2 por 1 hora a temperatura ambiente. Depois de fixadas, as
amostras foram lavadas duas vezes em 0,1M de tampdo TRIS-maleato pH 5,0. Apds as
lavagens, as células foram incubadas por 1 hora, a temperatura ambiente, em uma solugéo
contendo 10 mM de B-glicerolfosfato de sédio e 2,4 mM de nitrato de chumbo em 0,1M de
tampao TRIS-maleato pH 5,0. Em seguida, as células foram novamente lavadas duas vezes
em 0,1M de tampao TRIS-maleato pH 5,0 e, em seguida, mais duas lavagens em 0,1M de
tampao cacodilato de sodio pH 7,2. Depois, as amostras foram submetidas ao processamento

de microscopia eletrénica de transmissao como acima especificado.

2.8.2 Uso do Vermelho de Ruténio

O vermelho de ruténio (Electron Microscopy Sciences, Washington, USA) foi utilizado
como marcador das células de oviduto, para demonstrar que o material fagocitado pelos
parasitos € proveniente das células hospedeiras. As células de oviduto foram incubadas, ainda
vivas, com 5mg/ml de vermelho de ruténio. As células foram incubadas, com vermelho ruténio,
durante duas horas, no escuro, a temperatura ambiente. Foram realizadas sucessivas

lavagens, a fim de retirar qualquer residuo de vermelho de ruténio. Em seguida, foi feita a
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interagéo dos parasitos por 6, 12 e 24 horas e posterior fixagdo com 2,5% de glutaraldeido em
0,1M de tampédo cacodilato de sédio, seguindo o procedimento de rotina para microscopia
eletronica de transmissao como descrito no item 2.6. O material foi contrastado somente em

citrato de chumbo, por 2 minutos.

2.9 Tratamento com citocalasina D

A fim de testar a participacao do citoesqueleto na adesao dos parasitos com as células
epiteliais, foi utilizado a citocalasina D (Sigma, St. Louis, USA), droga que impede a
polimerizagdo dos microfilamentos de actina, estrutura do citoesqueleto. No momento da
interagdo das tricomonas com as células epiteliais de oviduto, ambas as células foram

incubadas com a droga na concentragao de 60 uM, por 6 e 12 horas, a temperatura de 37°C.

Como controles, os parasitos foram co-incubados com as células epiteliais sem a
adicdo de droga ou somente com 0,5% de DMSO, pois € o agente diluidor. Depois das
incubacgdes, as amostras foram processadas para microscopia eletrénica de varredura, como
descrito no item 2.5. Contagens foram realizadas, verificando-se quantos parasitos estavam
aderidos as células epiteliais, em 100 campos aleatérios, nos ensaios controle e nos tratados

com as drogas.
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3. Resultados

3.1 Estabelecimento de uma cultura primaria de células epiteliais de oviduto bovino

No intuito de investigar os efeitos citotdxicos dos tricomonadideos nas partes mais
profundas do trato reprodutivo, um sistema de cultura primaria de células epiteliais de
oviduto bovino foi desenvolvido. Neste trabalho, a dissociacao celular mecanica foi o método
mais viavel para isolar essas células epiteliais, fornecendo quantidade suficiente de células

epiteliais.

As células epiteliais de oviduto isoladas, em suspensdo, foram controladas
morfologicamente por microscopia 6ptica, antes de iniciarem o processo de adeséo. Nesta
etapa havia grupos de células ciliadas e nao-ciliadas (células secretoras). Em meio aos
agregados celulares em suspenséo foi possivel observar células altas, colunares e ciliadas

(Fig.5).
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Figura 5. Microscopia eletronica de varredura de trés células ciliadas isoladas do epitélio do oviduto
bovino. Note que estas células s&o colunares e apresentam polaridade com os cilios na regido apical

das células. Barra 2um.

Apods 24h do isolamento das células epiteliais foi possivel notar que as células

epiteliais se encontravam flutuando em meio de cultura, onde exibiram intensa atividade

ciliar. Apds 72h de cultivo estes agregados celulares comegaram a aderir a base da garrafa

de cultura.

Depois de formada
a monocamada, entre 3 e 5
dias de cultura (Fig. 6), os
cilios gradualmente
desapareceram da maioria
das células aderidas. As
células ciliadas foram
observadas em regides
especificas na  cultura
celular, identificadas
porque exibem um aspecto

mais claro, observadas por
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contraste de fase (Fig. 6a) e também por microscopia eletrénica de varredura (Fig. 6b).

Figura 6. Vista geral de uma cultura primaria de oviduto bovino apés confluéncia. Em a, observa-se
uma monocamada de células apés trés dias de cultura, usando-se microscopia de contraste de fase.
Na figura b, uma cultura primaria antes da interagdo com tricomonas por microscopia eletrénica de
varredura. Nota-se o epitélio confluente e sem danos. Barras, Fig.1a, 50um; Fig. 1b,10 um.

Depois de confluentes, as células exibiram morfologia e crescimento caracteristicos,
similares as células epiteliais in vivo, com uma populagdo apresentando um contato intimo
célula-célula e algumas com a presencga de cilios (Figs. 6-7). Apés um cultivo de 7 dias, os
cilios foram perdidos na maioria das células dos campos analisados deixando as superficies
celulares lisas (Figs. 7a-7b), embora possam ser notadas regibes onde ainda ocorrem

células ciliadas (Fig. 7).
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Figura 7. Microscopia eletronica de varredura da monocamada de células epiteliais de oviduto bovino
em cultura por 7 dias. Nota-se (a) o arranjo das células em confluéncia. Cilios sdo vistos em algumas
células (setas). E possivel observar na figura b, éreas desnudas correspondentes a regressédo dos
cilios (asteriscos), enquanto na figura ¢, algumas células apresentam os cilios intactos. Barras, Figs.
2a-2b 2 um; Fig. 2¢, 1 um.
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As células aderidas apresentaram intensa atividade proliferativa, com muitas figuras
mitoticas (dados nao mostrados) e chegaram a confluéncia dentro de 5-6 dias de cultura. As
células em suspensdo, ao contrario ndo proliferam, mas permanecem com suas
caracteristicas originais, assim como cilios, sob condigbes de cultura idénticas (dados néo
mostrados). As células comegaram a se tornar vacuolizadas depois de 9-10 dias da
confluéncia estabelecida. Assim, culturas sub-confluentes foram destacadas do substrato
(garrafas plasticas) com tripsina-EDTA 0,3% e sub-cultivadas por, pelo menos, quatro vezes

consecutivas sem que observassemos nenhuma mudanca morfoldgica adversa.

3.2 Ensaios de interagao

Os experimentos de interacdo foram feitos nas concentragdes de 5:1
parasitos:células epiteliais, em intervalos de tempos de 30 minutos, 1 h, 2 h, 6 h, 12 h, 24 h
e 48 horas. Experimentos com coincubacdo das células de oviduto e tricomonadideos
demonstraram que T. foetus adere de um modo distinto de T. vaginalis, o que ja foi
previamente caracterizado em estudos com células epiteliais vaginais humanas. Incubagéo
das T. foetus K vivas com células de oviduto resultaram em pouco ou nenhum dano no
espago de tempo compreendido entre 30 minutos a 6 horas (Fig. 8). Em 17 horas, a perda
da viabilidade do epitélio foi de 10% e com 48 horas essa perda subiu para 70%, tal como
observado com T. vaginalis JT (Fig. 9). Entretanto, quando as células de oviduto foram co-
incubadas com T. vaginalis FMV1, em 24 horas a perda da viabilidade chegou a 80% (Fig.

9).
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Figura 8. Microscopia eletrénica de varredura da interagdo de (a) T. foetus (Tf) e (b) T. vaginalis (Tv)
com uma cultura de oviduto bovino por 60 minutos. T. foetus mantém seu formato piriforme, sem
formar agregados, enquanto T. vaginalis se espalha adquirindo uma forma amebdide. O epitélio é
mantido ainda preservado, e em (Fig. a) é possivel notar que as tricomonas estdo distribuidas
aleatoriamente; nenhum dano é observado no epitélio. Barras, Fig. 8a, 8 um; Fig. 8b,1 um.
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T. foetus causou, inicialmente, regressao e, posteriormente, perda gradual das
microvilosidades das células de oviduto (Fig. 10). T. vaginalis, apés a adesao, se moveu em
direcao as bordas do epitélio aderindo firmemente a periferia das células da cultura (Figs.
11a-b). Ocorreram lesdes no epitélio, vistas como imagens espelhadas dos parasitos,
denominadas “imprints”. Essas impressfes deixadas nas células de oviduto (Fig. 10a)
sugeriram que, tanto T foetus como T. vaginalis, se desprendem do epitélio e movem-se do
seu lugar original. Essas modificagdes foram observadas por microscopia eletrénica de

varredura (Figs. 10-11).

Ensaio espectrofotométrico da interacao entre

100% - tricomonadideos e células epiteliais

90% -
O 80% -
UJ*T— 70% -
; 60% - ¢ T. foetus K
ko] W T. vaginalis JT
g 50% - A T. vaginalis FMV1
o 40%
- 0,
:g 30% -
O 20% -

10% -

00/0 - T T T 1
3 17 24 48
Tempo (h) 9

Figura 9. Gréafico mostrando a citotoxidade exercida por T. foetus e T. vaginalis em com células
epiteliais de oviduto bovino através do ensaio de espectrofotometria usando a técnica do cristal
violeta. Os danos causados nas monocamadas de células de oviduto bovino sdo observados depois
da incubagdo com cada uma das duas cepas de T. vaginalis com diferentes niveis de patogenicidade
(JT, que é menos virulenta que a FMV1) e T. foetus K. Note que as T. foetus apresentam danos
similares a cepa JT de T. vaginalis quando em interagdo com as células de oviduto, enquanto as T.
vaginalis FMV1 provocam um dano maior.
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Apods 30 minutos de interagao, ja foi possivel encontrar varios parasitos aderidos as
células epiteliais. As T. foetus aderiram pela sua porgao posterior (Fig. 10c) que passaram a
apresentar digitopodios (fig. 10b), enquanto a regido anterior permaneceu livre e os flagelos
anteriores continuaram batendo. Ja as T. vaginalis, tornaram-se amebodides, mantendo a

regido oposta da membrana ondulante em contato com as células epiteliais (Fig. 11b).

T. vaginalis logo ap6s sua adeséo as células epiteliais, mudaram para uma forma
ameboide (Fig. 11a-11b), podendo atuar sozinha atacando as células hospedeiras (Fig. 11b)
ou, mais frequentemente, em grupos com outros parasitos (Figs. 11b-11c). Contrariamente,
as T. foetus ap6s a adesdo, se mantiveram piriformes, com o flagelo recorrente
externalizado, percorrendo todo o corpo celular (Fig. 10a). Somente formam agregados apos
longo tempo de interagdo, quando o processo de dano a célula epitelial ja se encontra em

estado avancado (Fig. 12).
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Figura 10. Microscopia eletrénica
de varredura da interacdo de T.
foetus (T) com a cultura de
oviduto bovino crescida por 7
dias. Na Figura (a) o parasito
mantém-se piriforme. Observa-se
uma impressao (imprint) deixada
por T. foetus (setas brancas). Na
figura (b) observa-se que a regido
de adesdo encontra-se na area
oposta do flagelo recorrente.
Todos os flagelos estéo livres e as
microvilosidades foram reduzidas.
Notam-se os numerosos contatos
de filopédios do parasito com as
células de oviduto (setas
brancas). Na figura (c) evidencia-
se que T. foetus (T) adere as
células epiteliais pela sua regido
posterior (cabegas de seta). Os
parasitos apresentam digitopodios
(setas brancas). E possivel
encontrar distorgbes (na regido de
adesdo), regressdo e até mesmo
auséncia (A) das microvilosidades
de células proximas das
tricomonas nas regibes de
adesdo. Na figura (c) observam-
se digitopédios como uma
especializacdo de membrana na
regido de adesdo da T. foetus
(seta). Barras, 4 um.
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Figura 11. Microscopia eletrénica
de varredura da interagdo de T.
vaginalis com a cultura em
monocamada de células de
oviduto bovino. Apés 3 horas de
interagdo, o0s parasitos ja se
encontram em um  formato
ameboide (Figs. a-b), com o corpo
celular alongado (cabega de seta).
Observa-se que os parasitos estao
aderidos preferencialmente nas
bordas do epitélio. Na figura b, as
células de oviduto comegam a
apresentar danos, se destacam
das células vizinhas (setas pretas),
e ¢é possivel verificar a agregagdo
de parasitos. Também ha uma
diminuigdo das microvilosidades
encontrando-se &reas desnudas
(setas brancas). As T. vaginalis
ndo apresentam uma regido
especifica para adesdo, uma vez
que modificam sua forma original
para um formato ameboide.
Apenas a regido do flagelo
recorrente se mantém posicionada
para cima. Na figura ¢ tem-se uma
visdo geral da interacdo dos
parasitos com as células de
oviduto bovino por 24 horas. Note
que as T. vaginalis se encontram
formando agregados, restando
somente grupos pequenos de
epitélio (asteriscos). Barras, Figs.
11a-b, 5 um; Fig. 11c, 10 um.
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Figura 12. Microscopia eletrénica de varredura da interagdo de T. foetus (T) com as células epiteliais
de oviduto bovino mostrando alteragbes nas células hospedeiras. Na figura a uma vista geral das
células epiteliais apds 6 horas de interagdo. Varios parasitos sdo encontrados sobre o epitélio. Note
0s grandes espagos entre as células hospedeiras (asteriscos). Na figura b uma micrografia em maior
aumento do mesmo experimento da figura a. Os asteriscos apontam para espagos entre as células
epiteliais. A figura ¢ apresenta 12 horas de interagdo. Note que varias T. foetus sdo observadas sobre
as células que sofreram injuria. Agregados de T. foetus (Fig. d) podem ser encontrados ao redor das
células epiteliais, apés 18 horas de interagcdo, quando se observa uma extensa destruicdo das células
epiteliais. Barras Fig. 12a, 80 um; Fig. 12b, 20 um; Fig. 12c, 10 um, Fig. 12d, 20 um.
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3.3 Evidéncia dos danos

Um sinal morfologico severo do efeito citotoxico nas células epiteliais foi uma
regressao gradual, seguida de perda completa das microvilosidades, retragdo da célula e
destacamento das células-hospedeiras afetadas, onde foram vistas separando-se das
células vizinhas (Fig. 13a-d). Intenso “blebbing” de membrana e extensdes finas, como
protrusbes membranosas foram vistas na superficie das células que sofreram danos, por
microscopia de varredura (Figs. 12-13). Sinais morfoldgicos (Figs. 13c-13d) e moleculares

(Figs. 14-16; Figs. 18-19) de apoptose foram encontrados.

Figura 13. Comportamento das células epiteliais de oviduto bovino apos interagdo com T. foetus K.
Note nas figuras a-b que, gradualmente, as células epiteliais sdo retraidas (setas). Um intenso
“blebbing” (B) de membrana é observado nas figuras c-d, correspondendo a sinais morfologicos de
morte celular. Barras, Figs. 13a-b, 10 um; Figs. 13c-d, 5 um.
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3.4 Testes de viabilidade

O efeito citotoxico in vitro de T. foetus e T. vaginalis nas células epiteliais foi
explorado através da coincubacdo dos parasitos com as monocamadas de células do
oviduto, em intervalos de tempo de 3 a 48 horas e visualizadas por marcacoes
fluorescentes, microscopia eletrbnica de varredura e transmissao (Figs. 8-24). Estas
interacbes foram analisadas e comparadas através de técnicas complementares. Apos 12
horas interagdo, um numero consideravel de células epiteliais de oviduto bovino tornou-se
positivas para anexina-V (Fig. 14) com exposicdo de fosfatidilserina no folheto externo da
membrana plasmatica. Além disso, foi observada a perda do potencial de membrana
mitocondrial na maioria das células epiteliais apds 12 horas de interagdo com os parasitos,
demonstrado através do teste do JC-1 (Fig. 15). Os ensaios de viabilidade, anexina-V e JC-
1, indicam que as células hospedeiras tenham sido induzidas por T. vaginalis e por T. foetus

a uma morte celular por apoptose, através das caracteristicas apresentadas.

Figura 14. Ensaios de ligagdo para anexina-V. Células epiteliais bovinas foram co-cultivadas com T.
foetus por 12 horas e marcadas com Annexin-V-conjugada com fluoresceina. Quando as células
hospedeiras entram em contato com o parasito, podemos notar uma marcagdo em verde (Figs. b, e),
significando a exposi¢do da fosfatidilserina no folheto externo da membrana caracterizando células
apoptoticas. Em vermelho, marcagdo para iodeto de propideo, significando células necrosadas ou
que perderam a permeabilidade seletiva. Imagens em DIC s&o observadas em a e d, sendo
sobrepostas com as imagens de fluorescéncia em ¢ e f. Ensaios de interagdo sdo demonstrados em
todas as imagens. Barra ,10 um.
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Figura 15. Analise do potencial de membrana mitocondrial. T foetus e T. vaginalis durante interagdo
com células epiteliais de oviduto bovino, usando o marcador fluorescente JC-1. A fluorescéncia verde
define a perda do potencial de membrana enquanto a fluorescéncia vermelha a existéncia de
potencial de membrana. A infec¢do promoveu um decréscimo no potencial de membrana mitocondrial
das células de oviduto apds 12 horas de interagdo. Nas figuras a-c, células epiteliais controle, sem
co-incubagado com parasitos. As células hospedeiras séo infectadas com T. foetus K nas figuras d-f, e
com T. vaginalis nas figuras g-i. Uma sobreposigdo das imagens é mostrada nas figuras c, f, i. Note
uma intensa marcacdo em verde quando as células epiteliais foram infectadas com os parasitos.
Barra, 20 um.

3.5 Fragmentagao do DNA das células epiteliais

A atividade de endonucleases foi avaliada pela técnica do TUNEL. Nao foi observada
marcacao do TUNEL no controle (Fig. 16, linha a). Entretanto, no controle positivo onde as
células epiteliais foram tratadas com DNase-l (Fig. 16, linha b) nota-se uma intensa
marcacdo. Nos ensaios de interacdo, as células epiteliais sofreram morte celular por
apoptose apds 12 horas de infecgdo por tricomonas, indicada pela marcagédo positiva do
TUNEL nas células epiteliais (Fig. 16, linhas c-e). Foi possivel notar marcagao positiva em
vesiculas encontradas em T. vaginalis em ambas as cepas, JT e FMV1, indicando uma

possivel fagocitose de acidos nucléicos oriundos das células de oviduto. Nesta ultima cepa
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nao observamos a presenga de uma unica célula de oviduto inteira, somente restos

celulares.

Figura 16. Interagdo de células epiteliais de
oviduto bovino com T. vaginalis e T. foetus por
um periodo de 12 horas. Apos este tempo,
realizamos testes para evidenciar se a morte
celular ocorria por apoptose usando o teste do
TUNEL - marcagdo para DNA fragmentado.
Os parasitos e células epiteliais sao
observados por microscopia Optica em DIC
(painéis do lado esquerdo) e por fluorescéncia
quando da marcagdo com TUNEL (painéis do
lado direito). Em a-b s&o observadas células
epiteliais controle, sem exposicdo aos
parasitos, na linha b temos um controle
positivo onde as células epiteliais foram
tratadas com DNase |. Nas linhas c-e, as
células de oviduto foram infectadas com os
parasitos por 12 horas. A marcag¢ao no nucleo
das células hospedeiras é observada quando
essas sdo co-incubadas com T. foetus K (linha
c). Entretanto, quando as T. vaginalis cepa JT,
cultivada por longo tempo em laboratério
(linha d) e FMV1, uma cepa fresca, (linha e)
sdo co-incubadas com as células epiteliais,
observa-se uma marcagdo em pequenas
vesiculas nos parasitos de ambas as cepas.
Com a JT, ainda observamos uma marcagéo
das células epiteliais de oviduto, no entanto
com a FMV1, ndo notamos a presenga de
uma célula epitelial inteira, somente debris
celulares. B, oviduto bovino; Tv, T. vaginalis;
N, ndcleo. Barras, 5 um.
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3.6 Apoptose e necrose secundaria

Sinais morfolégicos de apoptose como intenso “blebbing” de membrana (Figs. 13c-d,
17a-b), condensagao de cromatina (Fig. 17c) e necrose secundaria (Fig. 17d) foram vistos
apos 24-48 horas de interagdo com T. foetus. Além disso, uma forte marcagdo em grande
parte das células de oviduto apds deteccdo de caspases em geral (Fig. 18), foi observada
ap6s 12 horas de interacdo com T. foetus e T. vaginalis (Fig. 18d) utilizando o Kit Pan-
caspase. No entanto, somente foi observada uma leve marcacdo em células de oviduto que
nao tiveram contato com os parasitos (Fig. 18b). O mesmo ocorreu quando foi feita detecgéo
da enzima caspase-3. O controle apresentou uma leve marcagéao (Fig. 19b) enquanto, apos
12 horas de interagcdo com os tricomonadideos, houve uma intensificacdo da marcacao na

maioria das células de oviduto, principalmente préximo ao nucleo (Figs. 19d, f).
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Figura 17. Sinais
morfolégicos de  morte
celular em células de
oviduto apés interagdo com
T. foetus por 6-24 horas.
Em a-c, microscopia de
transmissédo e em d,
varredura. “Blebbing” de
membrana,  caracteristico
de morte por apoptose, é
observado apés 6 horas
(Fig. a) e 8 horas (Fig. b) de
interagdo. Condensacédo de
cromatina é claramente
vista dentro do nucleo (N)
apos 12 horas de interagdo
(Fig. c). A cultura
apresenfou uma necrose
secundaria depois de 14
horas (Fig. d). Barras,
500nm.
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Figura 18. Ensaio qualitativo para detecgdo de caspases ativas — teste da Pancaspase. Os parasitos,
T. foetus K (Figs. c-d) e T. vaginalis JT (Figs. e-f) foram co-incubados com as células epiteliais de
oviduto bovino. Nas figuras a e b, podemos observar uma fraca marcagédo para caspases (Fig. b) em
células epiteliais sem a interagdo com o parasito. Quando os parasitos sdo adicionados, apos 12
horas, é possivel notar uma intensa marcagdo para o pan-caspase em grande parte da cultura,
indicando a ativagdo da cascata de morte celular (Figs. d, f). Ov,oviduto; Tf, T. foetus; Tv, T. vaginalis.
Barra, 10um.
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Figura 19. Ensaio para detecgdo de caspase-3. Interagdo de T. foetus k (Figs. c-d) e T. vaginalis JT
(Figs. e-f) com células epiteliais de oviduto bovino. A ativacdo da caspase-3 é o ultimo evento da
cascata de caspases, resultando nas caracteristicas de morte celular por apoptose. Nas células
controle, sem infecgdo dos parasitos (Figs. a-b) ha uma marcagdo muito leve, utilizando o anticorpo
monoclonal anti-caspase-3. No entanto, apoés 12 horas de interagdo, ambos T. foetus e T. vaginalis
induziram a ativagdo da enzima caspase-3. Note a intensa marcagdo em verde (Figs. d, f)
preferencialmente proximo ao ntcleo. Em azul marcagao nuclear com DAPI. Barra, 20 um.
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3.7 Fagocitose por Trichomonas vaginalis

Embora as imagens apresentadas sejam estaticas, por microscopia de transmissao foi
possivel inferir um processo de estresse mecanico (Figs. 20-21) no qual as microvilosidades
apareceram sendo esticadas pelos parasitos (Fig. 21). Detectaram-se pequenos “ganchos”

envolta das células epiteliais de oviduto que foram desaderidas do substrato (Figs. 21a-d).

Figura 20. Microscopia eletrénica de
transmissdo de T. vaginalis (T), cepa
FMV1, apés 6 horas de interagdo com
células de oviduto em suspensédo (B).
Nota-se uma  especializagdo da
membrana, sob a forma de
interdigitacbes, na regido de contato
entre as T. vaginalis com as células
epiteliais. Nesta &rea é possivel
observar uma camada cortical de
filamentos (asteriscos- inset).
Filopédios e digitopdédios séo
numerosos, o que propicia uma forte
adeséo entre as células. Os parasitos
foram agregados em volta das células
hospedeiras (B) e se observa que
todos os seus flagelos estao
externalizados. N, nucleo. Barras, 1

um.
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Figura 21. Microscopia eletrénica de transmissao da interagdo entre células epiteliais de oviduto (B) e
T. vaginalis (T). T. vaginalis, cepa FMV1, apés interagcdo de 3 horas com células epiteliais de oviduto
bovino em suspensdo. Note que as células epiteliais estdo cercadas de varios parasitos fortemente
aderidos (Fig. a). Ambos os tipos celulares apresentam um aspecto normal. E possivel observar nas
células de oviduto, varias mitocéndrias (m) e outras organelas com aspecto morfolégico normal. Nas
figuras a, ¢ é possivel observar projegbes de membrana do parasito em dire¢gdo as microvilosidades
das células epiteliais (asteriscos). Em imagens de maior aumento (Figs. b, d), as setas apontam para
um evento inicial de endocitose onde microvilosidades das células epiteliais sdo incorporadas pelos
parasitos (Figs. b, d). Note que na figura 21c, as células de oviduto ja ndo apresentam um aspecto
saudével, mostrando vacuolizagdo e mitocéndrias anormais. Barras, Fig. 21a, 1 um; Fig. 21b, 300
nm; Fig. 21¢, 600 nm; Fig. 21d, 300nm.

Os debris celulares foram inequivocamente incorporados pelos parasitos (Figs. 22-
24). A sequéncia dos eventos descritos acima termina com uma destruicdo quase total da
monocamada depois de 8-12h de interagdo com o isolado fresco, a cepa FMV1 e apds 18h
de interagdo com o isolado mantido em cultura por muito tempo, a cepa JT. A fagocitose das

células-alvo necroticas e/ou com algum dano foi claramente observada (Figs. 22c-d, 23).

T. vaginalis foi capaz de fagocitar simultaneamente células-alvo necréticas ou com

danos aparentes em diferentes partes do corpo celular (Fig. 23c), mostrando que nao ha
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uma regido preferencial para ocorrer as atividades endociticas, sendo o contrario do
observado por Brugerolle (1971). Durante a realizagdo desse trabalho n&o foi observado
nenhuma célula epitelial de oviduto inteira sendo fagocitada pelos parasitos. Entretanto,
células necréticas apresentando organelas integras foram vistas com frequéncia. Neste
caso, parte das células hospedeiras e até mesmo organelas inteiras, como um nucleo, foram
encontradas em processo de internalizagao ou incorporadas pelas tricomonas (Fig. 23). Os
debris das células epiteliais de oviduto foram observados em diversos vacuolos

intracelulares em T. vaginalis (Figs. 22b-d).

Figura 22. Microscopia eletronica de transmissdo durante interacéo de 20 horas entre células de
oviduto (B) e T. vaginalis (T), com células hospedeiras em suspensdo (Figs. a-b) ou células
hospedeiras em monocamada (Figs. c-d). Células de oviduto necroéticas (NB) sdo observadas em
ambas as situagbes. Varias tricomonas séo vistas sugerindo um processo de ingestédo de debris
celulares. Os asteriscos marcam vacuolos de um parasito, onde debris celulares podem ser
visualizados. Barras, 1 um.
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Figura 23. Ingestéo de células necrdticas de uma cultura primaria de oviduto bovino por T. vaginalis.
Apds 20 horas de interagdo entre T. vaginalis, cepa FMV1 (T) e as células epiteliais (B), foi possivel
observar que os parasitos parecem endocitar células epiteliais necréticas (NB). As tricomonas
endocitam partes pequenas das células necréticas (Fig. a). Note que nos vactolos dos parasitos ha
debris celulares. Grandes fragmentos como um nucleo (N) podem ser fagocitados (Figs. b, d). A
fagocitose pode ocorrer por qualquer regiao do corpo do parasito, parecendo ndo haver uma regido
especifica preferencial (Fig. c¢). Barras, 1 um.

No intuito de verificar se os fragmentos das células hospedeiras seguem para uma
via lisossomal, foi feita citoquimica para fosfatase acida apdés os ensaios de interacéo de T.
vaginalis e as células epiteliais de oviduto bovino. Foram encontradas reac¢des positivas

para a fosfatase acida apds 6 horas de interacao com o parasito (Fig. 24a).

Além disso, para confirmar se o material intravacuolar observado nas tricomonas foi
originado das células hospedeiras, as células epiteliais de oviduto foram coradas com
vermelho de ruténio antes da interacdo. Foi observado vermelho de ruténio nos vacuolos

contendo material ingerido proveniente das células hospedeiras (Fig. 24b).
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Figura 24. Citoquimica para fosfatase acida (Fig. a) e vermelho de ruténio (Fig. b). T. vaginalis foi
citoquimicamente testada para fosfatase acida (asteriscos) apés interagdo com as células de oviduto
por 21 horas (Fig. a). Note uma intensa marcagdo positiva (asteriscos). Nas células hospedeiras
marcadas com vermelho de ruténio antes da interagdo, uma reagdo positiva para o vermelho de
ruténio foi encontrada em vacuolos (asteriscos) nas tricomonas (Fig. b), sugerindo assim que o
material encontrado nos vactolos dos parasitos seja proveniente das células epiteliais de oviduto.
Barras, 500 nm.

3.8 Participacao do citoesqueleto de actina no processo de adesao
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Durante a interagéo de T. foetus, cepa K e T. vaginalis, cepas JT e FMV1 com as
células epiteliais de oviduto bovino foi observado o papel do citoesqueleto de actina no

processo de adesao dos parasitos.

No sitio de interagdo, o citoplasma das T. vaginalis aderidas, especialmente os
pseudopddios apresentaram uma zona periférica fibrogranular formada por componentes do
citoesqueleto, contendo actina (Figs. 20a-b, 21a). Os resultados também demonstraram que
o tratamento com citocalasina D teve efeito positivo na reducdo da habilidade de adesdo de
T. foetus K (Fig. 25) e de T. vaginalis, ambas JT e FMV1 (Fig. 26). Quando usado o
anticorpo monoclonal anti-actina (de ameba) foi possivel localizar e observar a distribuigao

dos microfilamentos de actina durante o processo de adeséo (Fig. 27).

A intensidade de fluorescéncia foi usada para analisar a concentragcdo dos
microfilamentos de actina nos parasitos durante o momento da adesao. A actina fibrilar foi
observada em todo o citoplasma tanto de T. foetus como de T. vaginalis (Fig. 27).
Entretanto, em T. vaginalis a marcagéo pareceu estar mais concentrada na periferia da

célula e nos sitios de adeséo a célula hospedeira (Fig. 27f).
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Figura 25. Cinética da adeséo de T. foetus, cepa K em monocamadas de células de oviduto. Os
experimentos foram realizados em uma concentragcéo de 5:1 parasitos: células de oviduto com 60 uM
de citocalasina D, mantida durante todo o ensaio de interagdo. N&o foi adicionada a droga nos
controles. Nota-se que o tratamento com citocalasina, reduziu o numero de parasitos aderidos a
células epiteliais. Os valores sdo médias + S.D de parasitos aderidos que foi estimado pela contagem
de 100 campos aleatérios usando microscopia eletrénica de varredura.
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Figura 26. Cinética da adeséo de T. vaginalis, cepas JT e FMV1 em monocamadas de células
epiteliais de oviduto. Os experimentos foram realizados com uma concentragdo de 5:1 parasitos:
células de oviduto com 60 uM de citocalasina D, mantida durante todo o ensaio de interagdo. Nao foi
adicionada droga nos controles. Observa-se uma redugdo no numero de parasitos aderidos quando
tratados com citocalasina. O numero de parasitos aderidos foi estimado pela contagem de 100
campos aleatérios usando microscopia eletrbnica de varredura.
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Figura 27. Distribuigdo de actina em T. foetus, cepa K e T. vaginalis, cepa JT durante interagdo com
células epiteliais de oviduto bovino. A interagdo €é mostrada por DIC (Figs. a, d) e por
imunofluorescéncia (Figs. b, e) usando anticorpo monoclonal anti-actina, de ameba. A intensidade de
fluorescéncia é indicada (Figs. ¢, f), usando uma escala que varia de 0 (azul) a 90 (amarelo). Todas
as imagens de fluorescéncia foram adquiridas com o mesmo tempo de exposi¢do, brilho e contraste.
Ambas T. foetus (Figs. a-c) e T. vaginalis (Figs. d-f) apresentaram actina fibrilar no citoplasma.
Entretanto, na interagdo de T. vaginalis e as células de oviduto, a fluorescéncia é mais concentrada
na periferia dos parasitos e nos sitios de contato com as células hospedeiras (Figs. e-f). Barra, 20
um.
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4. Discussao

Os mecanismos usados pelos parasitos para causar efeitos patogénicos sdo de
crucial importancia para elucidar o parasitismo. O modo de adesdo das tricomonas as
células epiteliais ainda nado foi totalmente esclarecido e ensaios experimentais tém sido
dificultados pela falta de um modelo apropriado. O oviduto é formado por um epitélio
simples, colunar, com células ciliadas e nao ciliadas, em todos os segmentos da tuba, pre-
ampola, a ampola e o istmo. O epitélio do oviduto proporciona o microambiente para o
transporte de gametas, fertilizagdo e desenvolvimento dos primeiros dias de pré-implantagao
do embrido. Assim, como os gametas podem alcangar partes mais profundas do trato
reprodutivo, nds hipotetizamos que as tricomonas poderiam também se comportar de modo

semelhante.

Estudos anteriores in vivo demonstraram a infecgédo no oviduto (Parsonson et al.,
1976) e mudangas inflamatorias foram observadas no endométrio e ocasionalmente nas
tubas uterinas de bezerras infectadas (Anderson et al., 1996). Em mulheres, a relagao de
infertilidade com os relatos de doencas sexualmente transmissiveis tem sido descrita
(Grodstein et al., 1993). Este grupo demonstrou uma associagao entre a infecgdo de T.
vaginalis e a infertilidade primaria na tuba, a qual € aumentada em mulheres com
tricomoniase. Também foi relatado um aumento de 1,7 vezes de gravidez tubaria em

mulheres com um histérico de tricomonas (Grodstein et al., 1993).

No presente estudo, nés desenvolvemos uma cultura primaria de células epiteliais de
oviduto bovino de acordo com os protocolos propostos por Joshi (1988) e Walter (1995).
Esse modelo é mais semelhante fisiologicamente com o in vivo, pois ndo constitui uma
linhagem celular de carcinomas. Devemos enfatizar que a maioria dos estudos caracterizou
o processo de adeséo in vitro utilizando linhagens celulares, as quais néo foram originadas

nem de bovinos, nem do trato reprodutivo.
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O desenvolvimento de um modelo especifico e reprodutivo potencialmente se
apresenta como uma nova ferramenta no estudo da interacdo com tricomonas e células
hospedeiras, visando o entendimento dos mecanismos usados pelos parasitos durante a
sua interacdo com o epitélio hospedeiro. Neste cenario, uma cultura primaria de células
epiteliais de oviduto pode representar um alvo mais adequado para os estudos dos efeitos

citotoxicos produzidos pelas tricomonas.

A colonizagao de T. foetus em todas as regides do trato reprodutivo tem sido descrita
por varios autores (Parsonson et al., 1976; Skirrow & Bom Durant, 1990; Anderson et al.,
1996). Entretanto, ndo existem descricbes detalhadas na literatura da adesao de T. foetus
as células de oviduto bovino, mesmo sendo a salpingite um componente importante da
doenga. Os poucos estudos existentes demonstraram imagens obtidas por microscopia
Optica, somente em baixo aumento, onde os parasitos foram encontrados confinados ao
[men do trato reprodutivo (Parsonson et al, 1976; Anderson et al., 1996). Em nossas
observagdes, os parasitos foram detectados aderidos firmemente as células epiteliais, e
livres no meio nas seguintes situagdes: (1) quando mudam de posi¢gdo na camada celular;
e/ou (2) quando as células epiteliais sdo destacadas e grupos de parasitos sdao mantidos
aderidos a elas. Artigos na literatura antiga tém sugerido que em gado infectado, o utero foi
assumido como um reservatoério da infeccdo por T. foetus quando eram feitas analises das
secregdes vaginais e os parasitos nao eram encontrados (Bartlett, 1947; Clark, 1972). Foi
sugerido por Bartlett (1947) que o Utero seria o sitio definitivo e persistente na infecgao de
tricomonas e que a vagina teria somente um papel passivo no decorrer do progresso da

doenga, providenciando uma fonte relativamente incerta de tricomonas para o diagnoéstico.

Evidéncias recentes mostraram interacbes de T. foetus com embrides em
desenvolvimento (Bielansky et al., 2004; Benchimol et al., 2007), com espermatozoides
(Benchimol et al., 2008), e com utero bovino (Singh et al., 2005), levantando questdes sobre
outros mecanismos de infertilidade provocados por T. foetus. E interessante notar que o

oviduto in vivo € formado por um epitélio com uma Unica camada de células e assim os
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danos provocados pelas tricomonas poderiam ter consequéncias drasticas. Se as células
epiteliais sdo destacadas, o tecido adjacente se torna exposto e assim, em teoria, poderia
ocorrer a erosdo do tecido. A erosdo do endométrio e a salpingite em oviduto tem sido
demonstrada em vacas infectadas (Parsonson et al., 1976) e nds aqui demonstramos

resultados que reforcam esses dados.

4.1 Mudancgas do sistema parasito-hospedeiro

4.1.1 Regiao de adesao do parasito

No presente estudo foi observado claramente que T. foetus adere principalmente por
sua porgao posterior, através de digitopddios e, posteriormente, forma dezenas de filopddios
que entram em contato com a superficie das células hospedeiras. A idéia de
estabelecimento dessa firme adesao dos parasitos as culturas de células foi reforgada pela
estratégia de lavagens sucessivas da monocamada de células epiteliais apds a exposi¢cao

aos parasitos.

A polaridade observada em T. foetus é especialmente caracteristica e distinta da
adesdo de T. vaginalis, que ocorre na maior parte pela regido oposta da membrana
ondulante. Quando em interagao, T. foetus nao alterou seu formato, piriforme, enquanto T.
vaginalis passou a exibir uma forma fina, aplainada e amebdide, tal como descrita quando
aderidas em células MDCK (Arroyo et al., 1993; Gonzalez-Robles et al., 1995), e como
também descritos neste trabalho empregando células de oviduto bovino. O grupo de Corbeil
et al, (1989) afirmou que T. foetus normalmente adere primeiro pelo flagelo posterior e
depois pelo corpo celular quando raspagens de células epiteliais vaginais bovinas foram
usadas em experimentos de coincubacdo. Em nossas observagdes, a adesdo inicial ndo
ocorreu pelo flagelo posterior, mas através da porgéao posterior final da célula, onde esta
presente a ponta do axéstilo. Acreditamos que ao usar a microscopia eletrénica de

varredura foi possivel distinguir claramente que a adesdo as células de oviduto
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primeiramente ocorre pela porgao final posterior da célula e ndo pelo flagelo recorrente

como previamente publicado em células vaginais.

4.1.2 Mudancgas nas células epiteliais de oviduto bovino

LesOes fisicas nas bordas das microvilosidades das células epiteliais sdo produzidas
pelas tricomonas e foram vistas como imagens espelhadas do parasito. As impressoes
deixadas nas células epiteliais sao similares aquelas previamente descritas no epitélio
intestinal pela Giardia intestinalis (Erlandsen & Chase, 1974). Quando em interagdo com
tricomonas, as células epiteliais gradualmente diminuem o numero e tamanho das
microvilosidades e mudam seu formato, apresentando longas extensbes celulares e

“blebbling” de membrana, indicando sérios danos ao epitélio.

4.2 Tricomonas provocam apoptose

As evidéncias morfolégicas de apoptose como o “blebbing” de membrana,
destacamento celular, condensacdo da cromatina, vacuolizacdo e necrose secundaria
durante a interacdo das tricomonas com células epiteliais de oviduto foram visualizadas por
microscopia eletrébnica de varredura e transmissdo. Anteriormente, outros autores
demonstraram que T. foetus (Singh et al., 2004) e T. vaginalis (Sommer et al., 2005)
induziram morte celular por apoptose em cultura de células epiteliais vaginais e em cultura
de células epiteliais de utero bovino (Singh et al., 2005). Alguns trabalhos sugeriram que as
cisteino-proteases liberadas pelos parasitos desempenhariam um papel importante nos
efeitos patogénicos em células hospedeiras bovinas (Talbot et al., 1991; Singh et al., 2004;
2005) e que estas enzimas poderiam ser indutoras de apoptose. Entretanto, estes autores
nao investigaram os detalhes morfolégicos dos danos as células hospedeiras pelo parasito.
Aqui, nés demonstramos como uma célula danificada gradualmente se destaca das células
vizinhas e forma finas extensdes, intenso “blebbing” de membrana, condensagdo da
cromatina e necrose secundaria, que foram as caracteristicas morfolégicas de morte celular

por apoptose aqui detectado. Ainda assim, evidéncias de quebra do DNA pela técnica do
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TUNEL, a exposigao da fosfatidilserina e a ativagdo da enzima caspase-3, foram mostradas
em ambas as interagdes com T. foetus e T. vaginalis. Todos os métodos aqui usados
evidenciaram apoptose depois das interacdes de tricomonas e células epiteliais de oviduto.
E bem conhecido que a apoptose em células de mamiferos ocorre em reposta a infeccao,
como observado em alguns protozoarios invasivos como a Entamoeba histolytica (Boettner
& Petri, 2005) e patdgenos microbiolégicos néo invasivos como o parasito intestinal Giardia
lamblia, que foi descrito como sendo capaz de induzir apoptose em uma linhagem celular de
intestino, as células HCT-8 (Panaro et al., 2007). Rocha-Azevedo e colaboradores (2005)
mostraram que durante a interacdo da Acanthamoeba polyphaga e células osteoblasticas
humanas in vitro, foram vistas extensdes filopodiais que resultaram em uma morfologia
apoptotica das células hospedeiras, o que foi similar aquela observada aqui com T. foetus
nas células de oviduto bovino. Todavia, nestes trabalhos, as etapas dos danos causados na
célula hospedeira ndo foram apresentadas. No presente trabalho, demonstramos os efeitos
causados pelo parasito desde o primeiro contato (adesao) até as vias de morte celular de

células epiteliais do oviduto induzida pelas tricomonas.
4.3 Fagocitose por Trichomonas vaginalis

Ainda hoje, muitas questdes a respeito dos mecanismos de patogenicidade de T.
vaginalis e os mecanismos que provocam a inflamagao aguda no hospedeiro humano sao
discutidos. A tricomonas tem sido considerada nao-invasiva desde que bidpsias humanas
revelaram que o parasito ndo penetra no epitélio (Nielsen & Nielsen, 1975). Entretanto,
Krieger et al. (1985) afirmaram que as cepas mais virulentas de tricomonadideos poderiam
romper as camadas epiteliais e alcancar células de camadas mais profundas nos tecidos.
No presente estudo, ndés demonstramos que dependendo da viruléncia da cepa, este
parasito € capaz de destruir rapidamente e fagocitar fragmentos de células hospedeiras
mortas. Se isso ocorrer in vivo, as tricomonas teriam papel invasivo nos epitélios, causando
severas lesbes, o que indicaria o aumento de infecgbes dos virus descritos na literatura,

principalmente o HIV (Laga et al., 1991, 1993; Wasserheit, 1992).
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No nosso trabalho, comparamos uma cepa mantida por mais de 30 anos em
laboratério em cultura axénica com cepas provenientes de isolados frescos. Contrariamente
aos achados de Rasmussen et al. (1986), no qual mostraram que cepas mantidas por muito
tempo em laboratorio ndo aderiam as monocamadas de células epiteliais, nés observamos
intensa adesao do parasito as células epiteliais em todas as culturas testadas. Nos sitios de
interacdo, o citoplasma das T. vaginalis aderidas exibiram modificagbes, como uma zona
cortical desprovida de organelas, ribossomos e particulas de glicogénio onde componentes
formados por actina foram descrita (Brugerolle et al. 1996; Pereira-Neves & Benchimol,
2007). Essas observagdes corroboram o que foi encontrado quando colocamos as T.
vaginalis e T. foetus para interagir com as células de oviduto. Entretanto, quando tratamos
ambos os parasitos com citocalasina D observou-se a diminuicdo da adesao célula-célula,
sugerindo-se a importancia dos microfilamentos para consolidar a ades&o. Ja foi mostrado
que quando as T. foetus e T. vaginalis séo tratadas com citolasina B ha uma diminuigéo da
adesao em células MDCK (Silva Filho & De Souza, 1988) e em um substrato de poliestireno
(Silva Filho et al. 1987). Uma inibicao total da atividade fagocitica de T. vaginalis em
fibroblastos de camundongo também foi observado quando o parasito foi tratado com
citocalasina (Juliano et al. 1987). Entretanto esses achados s&o contrarios quando outros
microorganismos como Toxoplasma gondii e Trypanosoma cruzi sao tratados com
citocalasina. O tratamento desses parasitos com a droga néo reduziu a taxa de adeséo em
células como macréfagos, apenas impediu a entrada dos parasitos na célula hospedeira
(Nogueira & Cohn, 1976; Ryning & Remington, 1978). T. gondii e T. cruzi sao parasitos
intracelulares obrigatorios, diferentemente das tricomonas que sdo extracelulares. Nos
mostramos nesse trabalho que a adesdo € o passo inicial para que se estabeleca a
infeccdo. Desse modo, o comportamento dos protistas citados é bastante diferente, onde foi
observado que a citocalasina bloqueia os eventos iniciais (entrada e adesdo na célula

hospedeira) para o estabelecimento da infec¢ao e os possiveis danos a célula hospedeira.

A capacidade de T. vaginalis de matar e fagocitar as células-alvo poderia estar

correlacionada com observagdes clinicas, uma vez que este parasito provoca vaginite e
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hemorragias pontuais. Nossas observacdes também estdo correlacionadas com achados
clinicos onde tricomonadideos sdo encontrados associados com células necréticas (Nielsen
& Nielsen, 1975; Rasmussen et al. 1986). Alguns autores (Krieger et al., 1983; Fiori et al.,
1993; 1996; 1997) investigaram os mecanismos usados por T. vaginalis nos danos celulares
de membranas celulares usando eritrécitos como células-alvo e sugeriram a existéncia de
poros funcionais nas membranas das células-alvo, como a hemolisina. Nés concordamos

que a citdlise pode atuar como fonte de nutrientes para o parasito.

Aqui, nés demonstramos que T. vaginalis é capaz de estressar mecanicamente as
células hospedeiras in vitro pelo estiramento das microvilosidades até a ruptura da
membrana plasmatica, acarretando em um vazamento citoplasmatico e morte celular por
necrose secundaria. Este tipo de estresse mecanico tem similaridades com alguns danos ja
anteriormente observados e descritos com amebas (Martinez-Palomo et al., 1985) e
macroéfagos, durante a ingestao de células tumorais (Chambers & Weiser, 1969). Resultados
similares tém sido descritos em Acanthamoeba castellanii e T. vaginalis quando em
interagdo com monocamadas de uma linhagem de células epiteliais de rim de cachorro, as
células MDCK (Gonzales-Robles et al., 1995; Gonzéles-Robles et al., 2006). Entretanto, até
o momento, nosso trabalho apresenta, pela primeira vez, imagens por microscopia de
transmissao nitidas dos estagios subsequentes, quando os tricomonadideos incorporam e,
posteriormente, digerem organelas celulares, nucleos e outros fragmentos celulares das

células hospedeiras.

E importante ressaltar que os mecanismos citoliticos independentes de contato tém
sido propostos e os maiores efeitos citoliticos tém sido atribuidos as substancias secretadas
pelo parasito no meio de cultura (Silva-Filho et al., 1989; Singh et al., 2004; Kummer et al.,

2008).

Neste estudo foi também investigado o comportamento das tricomonas apds adesao
celular, como por exemplo, as consequéncias da adesdo do parasito. Nos observamos que

as células-alvo foram destacadas do substrato enquanto grande quantidade de tricomonas
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estava ao redor delas, induzindo a uma morte celular por apoptose (condensagédo de
cromatina, “blebbing” de membrana) e necrose (ruptura da membrana plasmatica, liberagéo
de organelas). As organelas, nucleos e debris celulares foram prontamente fagocitados
pelas tricomonas. Estes eventos foram observados tanto em células crescidas em
monocamadas quanto em células em suspensdo e com todas as cepas dos parasitos
testados no presente estudo. Os efeitos citotdéxicos foram mais pronunciados com isolados
frescos, como a cepa FMV1. Em todos os experimentos, somente fragmentos de células
necréticas foram ingeridos, nunca células vivas ou mesmo as apoptéticas. Isto pode ser
explicado pelo tamanho das células de mamiferos, as quais sdo muitas vezes maiores do
que o parasito. Estudos anteriores tém mostrado que leveduras vivas ou mortas (Pereira-
Neves & Benchimol, 2007) e bactérias (Francioli et al., 1983; Benchimol & De Souza, 1995)
sdo prontamente ingeridas pelas tricomonas. Outros elementos de superficies celulares
podem também estar envolvidos no reconhecimento celular, pois algumas cepas de
bactérias ndo sao ingeridas pela T. vaginalis (Pereira-Neves & Benchimol, observagdes néo
publicadas). Em outros tipos celulares, a fibronectina, carboidratos e outras moléculas de
superficie sao fatores importantes para o sucesso da endocitose (Benchimol et al., 1986;
1990; 2008;Bonilha et al., 1995). Assim, T. vaginalis parece atuar diferentemente de
amebas, que sdo capazes de ingerir células epiteliais independentemente de terem sido
previamente lisadas ou ndao (Martinez-Palamo et al., 1985). As atividades hemoliticas e
fagociticas dos parasitos tém sido correlacionadas com a viruléncia (Krieger et al., 1983;
Dailey et al., 1990; Pereira-Neves & Benchimol, 2007). A citélise pode ser um importante

fator que fornece nutrientes aos tricomonadideos.

Em estudos bioquimicos da interacdo T. vaginalis e células de ovario de hamster
chinés (células CHO), os autores afirmaram que o parasito mata células de vertebrados sem
envolver o processo de fagocitose (Krieger et al., 1985). Nossos resultados diferem desses
dados, mas estdo de acordo com esses autores nos seguintes aspectos: (1) as interagdes
dependentes de contato sdo necessarias e (2) os tricomonadideos matam as células-alvo na

cultura por um processo extracelular. Esta discrepancia pode ser explicada pelo fato de que
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o grupo do Krieger ndo seguiu os eventos apos a interacdo das ceélulas-alvo com as

tricomonas e nem utilizaram a microscopia eletrénica, como descrito no presente trabalho.

Embora Brugerolle (1971) tenha reportado que a fagocitose das particulas por T.
vaginalis ocorra preferencialmente pelo lado posterior no segundo ter¢co do corpo do
parasito, esta polarizagdo nao foi observada em nenhum experimento de fagocitose
realizado no presente estudo. Nossos dados, no entanto, suportam os resultados obtidos
por Francioli et al. (1983), Rendén-Maldonado et al. (1998) e Pereira-Neves & Benchimol
(2007), onde nao foi possivel a identificagdo de um sitio preferencial de fagocitose no corpo
do parasito. Também, nés observamos que a mesma célula é capaz de fagocitar multiplos
fragmentos das células hospedeiras em diferentes regibes da superficie celular,

simultaneamente.

4.3.1 Direcionamento para lisossomos

Os fragmentos das células epiteliais foram encontrados em diferentes estagios de
degradacéao, em locais fosfatase acida positiva, confirmando assim que os parasitos digerem
os fragmentos celulares internalizados. Ainda mais, quando as células hospedeiras foram
coradas com vermelho de ruténio antes da interagcdo, este material foi encontrado em
vacuolos das tricomonas, quando novamente se verificou a ingestdo de debris celulares das
células hospedeiras. Jesus et al. (2002) mostraram que as T. vaginalis liberaram fosfatases
acidas no meio de cultura. Assim podemos inferir que a morte de algumas tricomonas por
necrose poderia ser devido a um vazamento das enzimas lisossomais ou uma estratégia
usada pelas tricomonas para atacar as células-alvo facilitando a lise celular. Essa é uma

questao ainda em aberto, que merece um estudo mais aprofundado.

Desse modo, achamos razoavel dividir a acao citotoxica das T. vaginalis em quatro
estagios: adesdo, contato seguido de citdlise, fagocitose e digestdo intracelular. A
tricomonose é considerada como uma doenca sexualmente transmissivel ndo ulcerativa.

Entretanto, em infecgdes sintomaticas agudas se observam hemorragias pontuais na
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mucosa vaginal e cervical, bem como dores no momento do ato sexual, podendo sugerir
que esta infeccdo seria, ao menos em alguns casos, uma infecgdo ulcerativa. Se as
tricomonas forem capazes de destruir e fagocitar células epiteliais in vivo, provavelmente
poderiam provocar lesdes na superficie da mucosa do trato urogenital, estabelecendo assim

um portal de entrada para patdégenos como HIV-1.

4.4 Relagoes espécie-especificas

Alguns autores (Singh et al., 2004; Sommer et al., 2005) demonstraram que T.
vaginalis foi incapaz de provocar efeitos citotoxicos em células epiteliais vaginais bovinas,
enquanto T. foetus provocava intensos danos a esta cultura, indicando uma interacao
especifica entre o parasito e a célula-hospedeira. Em contraste a estes achados, no
presente estudo, nés mostramos que a infec¢ao de T. vaginalis com uma cultura primaria de
oviduto bovino provocou injuria as células hospedeiras e, dependendo da cepa, era ainda
mais agressiva que T. foetus, mostrando assim que n&o haveria espécie-especificidade e
discordando frontalmente dos achados de Singh e Sommer. Em outros estudos, infecgbes
vaginais experimentais in vivo usando macacas, hamster e porcas (Kulda, 1967; Honigberg,
1989) mostraram infecgdes sintomaticas provocadas por T. vaginalis. Também, os primeiros
estudos sobre interacdo de tricomonas com possiveis hospedeiros foram realizados com
fragmentos de fetos e embribes de galinha (Hogue, 1943). Estudos in vitro com
monocamadas de MDCK resultaram em uma infeccdo ndo especifica (Silva Filho & De

Souza, 1986; Gonzales-Robles et al., 1995; Jesus et al. 2004).

Além das células MDCK, linhagens provenientes de hospedeiros néo especificos ja
haviam sido usadas, como as células de ovario de hamster chinés - CHO (Krieger et al.,
1985), células McCoy de camundongo (Brasseur & Savel, 1982), células Vero provenientes
de rim de macaco (Alderete & Pearlman, 1984; Burguess et al., 1990) e células RK-13, de
rim de coelho (Heath, 1981). Estes achados diferentes podem ser atribuidos as diversas

cepas usadas e/ou a cultura primaria celular de vagina usada por outros autores. Desse
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modo, nossos dados sugerem fortemente que a interagao espécie-especifica em T. vaginalis

seja inexistente.

5. Conclusoes
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» T. foetus e T. vaginalis foram capazes de aderir e provocar lesbes nas
células epiteliais de oviduto bovino, sugerindo que a infecgdo possa ocorrer

em regides mais profundas do trato genital.

* A adesdo inicial a célula-hospedeira ocorre através da porgao posterior final

da célula, onde esta presente a ponta do axdstilo e nao pelo flagelo posterior.

* Os danos provocados por T. foetus as células do oviduto poderiam estar

relacionados aos casos de infertilidade quando se da a infecgéo in vivo.

» Isolados frescos de T. vaginalis, como os microorganismos da cepa FMV1,
sdo mais citotoxicos as células hospedeiras do que microorganismos

mantidos em laboratério por muito tempo, como as tricomonas da cepa JT.

» Os tricomonadideos induzem a uma morte celular por apoptose seguida de

necrose secundaria das células hospedeiras.

» T. vaginalis destroi a cultura de células epiteliais usando mecanismos que
incluem: adeséo, danos mecanicos que culminam com a citélise, fagocitose e

degradacéo intracelular em lisossomas.

» Ha participacao do citoesqueleto de actina durante o processo de adesao das

tricomonas nas células epiteliais de oviduto bovino.

* Nao ha espécie-especificidade de T. vaginalis, tal como observado quando

estas células interagem com as células de oviduto bovino.
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ABSTRACT

Tritrichomonas foetus is an extracellular parasite of the reproductive tract in cattie. To investigate
the cytopathic effects of T. foetus in deeper parts of the reproductive tract, a bovine primary
oviduct epithelial cell system (BOECs) was developed. Reproductive tracts were obtained from
cows and the effect of co-incubating T. foetus with BOECs was analyzed by scanning electron,
transmission electron and fluorescence microscopy. Viability tests were performed using
colorimetric methods, TUNEL (Terminal deoxynu-cleotidyltransferase-mediated dUTP nick-end
labeling), fluorescein diacetate, propidium iodide, JC-1 and annexin-V. The results demonstrate
that: (1) the in vitro oviduct epithelium is useful for interaction experiments with T. foetus; (2) T.
foetus adheres to the BOECs as single separate cells, and later on the cells aggregate as large
clusters; (3) the posterior region of the cell initiates the process of adhesion and forms filopodia
and digitopodia; (4) T. foetus severely damages BOECs leaving imprints in the epithelial cells,
wide intercellular spaces, and large lesions in the epithelium; and (5) T. foetus provokes bovine
oviduct cell death by apoptosis and secondary necrosis. Our observations indicate the possibility
that T. foetus can move through the reproductive tract to the oviduct and that infertility in cows can

be mediated by an attack on the oviduct cells by T. foetus.

1. Introduction

Tritrichomonas foetus is the causative agent of cattle
trichomonosis, one of the most prevalent sexually transmitted
diseases in cattle. In cows, the infection varies from a mild
vaginitis or cervicitis, to endometritis, abortion and infertility.
Significant losses may occur because of infertility and abortion
( Anderson et al., 1996; Krieger et al., 1983).

The cellular mechanism by which T. foetus colonizes
mucosal surfaces is not well defined nor is the mechan-ism(s)
of tissue damage understood. Thus, there is a need
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for a deeper understanding of the pathogenic effects of this
parasite to better delineate the host—parasite relationship.

Many simple cell line systems that permit the study of the
trichomonad—host interaction have been previously used,
such as chicken embryo explants ( Alderete and Peariman,
1981), HelLa cells ( Brasseur and Savel, 1982; Burguess et
al., 1990), McCoy ( Brasseur and Savel, 1982), Vero cells (
Alderete and Pearlman, 1981; Burguess et al., 1990), RK-13
cells ( Heath, 1981), CHO cells ( Krieger et al., 1983), WISH
cells ( Korbecki and Dyner, 1976), MDCK cells ( Grodstein et
al., 1993; Silva-Filho and Bonilha, 1992; Silva-Filho and de
Souza, 1988), baboon testes, and others ( Gentry et al., 1985;
Burguess et al,, 1990; Kulda, 1967). Human ( Gilbert et a.,
2000) and bovine vaginal epithelial cell cultures ( Singh et al.,
1999; Skirrow and Bon Durant, 1990) as well as scraped
bovine vaginal cells ( Corbeil et al., 1989) have been used for
similar purposes. Moreover, a uterus primary cell line ( Singh
et al., 1999) has been
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recently established. T. foetus initially adheres to and infects
the vagina, causing vaginitis. Yet, some authors have
suggested that the parasites are able to move to the uterus
and oviduct ( Singh et al., 2004). Curiously, there are no
studies of infection in cow oviducts. Most papers are related to
vaginal infection, and only a few articles focus on the uterus (
Anderson et al., 1996; Parsonson et al., 1976; Singh et al,,
2005). The oviduct is an important organ that is involved in
several functions of fertilization, including maturation of
gametes, transport of gametes to the uterus and early
development of the embryo. During fertilization, ciliated
oviduct cells promote the transport of gametes whereas the
secretory cells promote the release of several growth factors (
Gabler et al., 1997; Daliri et al., 1999) that stimulate gamete
development. Given the broad range of actions taking place in
this organ, it is important to elucidate the interactions between
T. foetus and oviduct cells in a primary culture system. Thus,
data related to the morpho-logical cytopathic effects of T.
foetus on bovine oviduct epithelial cells (BOECs) are needed,
but not available. Although cultures of oviduct cells have been
described for other purposes ( Walther, 1995), this paper is
the first to report on an oviduct epithelial cell culture system
thatis used to test interactions with T. foetus in vitro.

Our goal in this study was to investigate the ability of T.
foetus to damage bovine oviduct cells in an in vitro culture and
to follow the steps of the resulting cytotoxicity.

2. Materials and methods
2.1. Microorganisms

The K strain of Tritrichomonas foetus was isolated by Dr.
H. Guida (Embrapa, Rio de Janeiro, Brazil) from the urogenital
tract of a bull and maintained in TYM Diamond’s medium. The
cells were grown for 24 h at 36.5 8C.

2.2. Oviducts

The oviducts from 40 healthy, virgin cows that were
negative for the presence of T. foetus were removed at a
commercial slaughterhouse, immersed in sterile phos-phate
balanced salt sdution (PBS) containing 0.05 g/L gentamycin
sulphate, and transported to the laboratory within 2 h.

2.3. Isolation of oviduct epithelial cells

The isthmus and ampulla of the oviducts were the sources
for epithelial cells. The luminal region of the organ was
flushed with cold PBS to obtain cell clusters, which were
transferred to Medium 199 culture media (M-5017, Sigma,
USA) supplemented with penicillin and strepto-mycin (0.08
mg/ml each). Ciliated and non-ciliated secre-tory cells were
obtained after several washes and transferred to Medium 199
culture media (M-5017, Sigma).

Cells were maintained in 25 cm2 bottles and incubated at

37 8C in an atmosphere of 5% COj in air. Fibroblasts and
epithelial cells grew from explants within 1-2 weeks and were
separated by differential trypsinization, as described

before ( Gilbert et al., 2000). The two cell types exhibited
different morphological characteristics, with the fibro-blasts
being spindle-shaped and the epithelial cells being more full-
bodied. The culture containing the two cell types was washed
with calcium- and magnesium-free buffer and then exposed to
0.05% trypsin diluted in calcium- and magnesium-free buffer.
The cells were kept under micro-scopic observation while the
fibroblasts rounded up and became detached. This method
works very well because the epithelial cells are insensitive to
this concentration of, and exposure duration to, trypsin. The
flasks were then tapped to loosen the detached fibroblasts,
which were removed by aspiration and discarded or cultured
sepa-rately ( Gilbert et al., 2000). The trypsin was inactivated
by addition of serum-containing media. This procedure was
repeated if necessary to obtain a morphologically uniform cell
population. The purity of epithelial cells was deter-mined using
an anti-multicytokeratin monoclonal anti-body (mAb) (FK-
Biotec, RS, Brazil). Staining with a mAb against human
fibroblasts (Dako) controlled any contam-ination by fibroblasts.
For cell viability studies, cells were used when their cultures
reached confluence, which occurred between 1 and 2 weeks
post-plating.  Alterna-tively, non-adherent, floating céells,
corresponding to about 50% of the culture (these cells retain
their cilia and can move in solution; Walther, 1995), were
used in experi-ments. The primary cultures and the floating
cell aggregates were cryoprotected in 10% DMSO and frozen
in liquid nitroge n for several weeks.

2.4. Co-incubation and attachment assays

For the interaction analysis, either the confluent culture or
the non-adherent BOEC culture was exposed to T. foetus K at
a cell ratio of 5:1 parasites:BOECs for 1 min to48h at 37 8C.
The cells were equilibrated in incubation media containing two
parts of complete DMEM (pH 7.2) and one part of Diamond’s
medium (W/D 2:1) for 15 min at 37 8C (5% CO2) prior to the
addition of parasites. Adhesion was confirmed by thorough
washing of the cultured mono-layers after their exposure to
parasites. In control experiments, parasites were omitted. The
interaction process was followed by videomicroscopy (from
the first minute of interaction) and by light phase contrast
microscopy using the Zeiss Axiophot Il instrument (Germany).
Images were acquired using a chilled C5985-10 CCD camera
(Hamamatsu, Japan).

2.5. Scanning electron microscopy

After parasite interaction, the cultures were fixed in 2.5%
(v/v) glutaraldehyde (in 0.1 M sodium cacodylate buffer, pH

7.2), post-fixed for 15 min in 1% OsO4, dehydrated in ethanol,

critical point dried with CO»p, and sputter-coated with gold—

palladium. The samples were examined in a JEOL 5800
scanning electron microscope.

2.6. Transmission electron microscopy (TEM)

Cells were fixed in 2.5% (v/v) glutaraldehyde, post-fixed for
15 min in 1% OsO4, dehydrated in acetone, and
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embedded in Epon. Ultra-thin sections were observed in a
JEOL 1210 transmission electron microscope.

2.7. TUNEL

The TUNEL (Terminal deoxynucleotidyltransferase-
mediated dUTP nick-end labeling) method was carried out
using the In Situ Cell Death Detection Kit (Roche Diagnostics,
Meylan, France). Cells, which were adhered on coverslips,
were fixed atroom temperature in 2% paraformaldehyde (PF)
(v/v) in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2), permeabilized with
3% Nonidet-40 (Sigma, USA) for 40 min, and quenched in 50
mM ammonium chloride and 3% (w/v) bovine serum albumin
(BSA) in PBS. The labeling and signal conversion processes
were carried out accord-ing to the manufacturer’s instructions.
Positive control slides were treated with DNase (Sigma, USA)
for 10 min at room temperature. Negative control slides were
tested without DNase. The slides were observed in a
fluorescence microscopy (Axiophot Il, Zeiss, Germany).
Images were acquired using a chilled C5985-10 CCD camera
(Hama-matsu, Japan).

2.8. Viability stains

The viability of host cells was checked using fluorescein
diacetate (FDA) (Sigma, USA), propidium iodide (PI) (Sigma,
USA), or JC-1 (Molecular Probes, USA). At different time
points, cultures with T. foetus were stained with 4 mg/ ml of

FDA, and 5 mg/ml of Pl for 5 min before fluorescence
analysis. Viable cells were seen in green coor with FDA,
whereas dead cells fluoresced with an orange color with PI.
The percentage of viable parasites was based on the average
number of 500 cells counted in 25 fields in a Neubauer
chamber.

2.9. Mitochondrial membrane potential

This test was used to measure changes in mitochondrial
membrane potential following trichomonad infection. The
interaction of T. foetus with either BOECs was tested with 5
mg/ml JC-1 dye (5,50,6,60—tetrachIoro—1,1 0,3,30—tetraethyl—
benzimidazolyl-carbocyanineiodide) (Molecular Probes, USA)
at 37 8C for 1 h. JC-1 has the ability to selectively enter into
mitochondria and, according to the magnitude of the
mitochondrial membrane potential, change its oligomeric
state, thereby allowing it to fluoresce. The ratio of red:green
fluorescence intensity for JC-1 acts as an index of the
mitochondrial membrane potential, where a higher ratio
indicates a higher mitochondrial membrane poten-tial.
Microscopic images were acquired using a chilled C5985-10
CCD camera (Hamamatsu, Japan).

2.10. Annexin-V assay

BOECs were co-cultivated with the parasites at a cell ratio
of 1:5 (BOEC:parasites) for 12 h. BOECs that were not co-
incubated with parasites were used as controls. The medium
was washed out and cultures were stained with annexin-V-
FITC (Sigma, USA) for 10 min and with propi-dium iodide, as
recommended by the manufacturer, and

observed using the Axiophot Il (Zeiss, Germany). Images
were acquired using a chiled C5985-10 CCD camera
(Hamamatsu, Japan).

2.11. Cytotoxicity assays

For cytotoxicity analysis, the BOECs were grown until

confluence (about 2 3 105 cells) on 24-well plates and
exposed to T. foetus K at a cell ratio of 5:1 parasites:BOECs
for 3, 17, 24, and 48 h at 37 8C (see Figs. 11 and 12). The
cells were equilibrated in incubation media containing two
parts of complete DMEM (pH 7.2) and one part of Diamond’s
medium (W/D 2:1) for 15 min at 37 8C (5% CO3) prior to the
addition of parasites. In control experiments, parasites were
omitted. At the end of the incubation periods, the wells were
gently (to avoid disrupting the remaining monolayer) washed
twice with warm PBS, and the remaining cells that were still
adhered to the wells were fixed with 2% (whv)
paraformaldehyde in phosphate buffer for 15 min at room
temperature. The wells were washed with PBS and the
remaining cells were stained with 0.13% crystal violet
dissolved in a 5:2 (v/v) ethanol-paraformaldehyde solution.
The stained product was subsequently washed twice with
distiled water and air dried. The stained cells were finally
solubilized in 1% (w/v) SDS in 50% (v/v) ethanol, and the
intensity of the staining was read in a spectro-photometer at a
wavelength of 570 nm. Each experiment was performed in
triplicate, and the mean of the data was presented.

Cytotoxicity was calculated as 1 3 (E/C);, ie., all
measurements of experimental (E) samples (As7g) were

indexed to those of the control (C) samples (E/C), which
showed no loss of cells from the well, and subtracted from 1.0.

3. Results
3.1. Isolated oviduct cells

In the present study, mechanical cell isolation was the
most reliable method to isolate bovine oviduct epithelial cells
because it provided sufficient amounts of isolated epithelial
cells both to test for interactions with parasites and to
establish primary cell cultures. Initial cell suspen-sions
contained sheets of tall columnar ciliated and non-ciliated
(secretory) cells ( Fig. 1). Suspensions of isolated oviduct
epithelial cells were morphologically controlled and were used
for interaction assays before seeding ( Figs. 2—4). These free
floating epithelial cells formed large vesicular aggregates (with
cilia on their external surface), which exhibited intense cilia
beating, as seen by video-microscopy.

3.2. Establishment of bovine oviduct epithelial cell culture

After 72 h of culturing, the vesicular aggregates exhibiting
intense cilial beating began to adhere to the culture bottle. As
the monolayers were formed, which occurred between days 5
and 15 of the culture ( Figs. 2 and 4d), the cilia gradually
disappeared ( Fig. 2) from a majority of the adhering cells,
although ciliated cells were still
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Fig. 1. Scanning electron microscopy of cells isolated from cow oviduct
epithelial cells. In (a), ciliated and secretory cells are maintained as an in
vivo epithelium, whereas in (b), only three of these cells are seen. These
cells have tall columnar structures and present a polarity with the cilia at the
apical border of the cells. Bars, 2 mm.

observed in specific regions of the cell culture. It is important
to point out that cilia were observed in some regions of the
monolayers even after 2 weeks of seeding ( Fig. 2b). These
regions could be identified because they exhibited a more
lucent aspect by phase contrast micro-scopy ( Fig. 3a) or
under low magnification in a SEM ( Fig. 2). However, after
successive trypsinations, when the cultures were passaged,
they became a monolayer, as displayed in Fig. 3. These
cultures could be maintained for seven to eight passages,
which corespond to approximately 2 months of primary
culture. Primary culture monolayers ( Figs. 2 and 4d) and
ciliated cell aggregates ( Fig. 4a—c) could be frozen in liquid
nitrogen using a cryoprotector, although we preferred to work
with unfrozen cultures for the interaction experiments.

3.3. Interaction assays

3.3.1. Media compositions used for interaction studies. Initial
times (1 min to 6 h)

Before the interaction studies, control experiments with
several different proportions of TYM media (tricho-monad
medium) to 199 media (oviduct cell medium) were performed
(aandb). The optimal proportion was 1:2 (TYM:199) because
in this proportion the cells did not show any signs of damage.
Experiments involving the co-incubation of oviduct cells, either
in  primary cultures or in ciliated aggregates, with
trichomonads demonstrated that T. foetus adhered in a
specific way ( Figs. 4d—f and 5). T. foetus maintained its tear-
drop shape with all of its flagella extemalized and the
recurrent flagellum situated on the top side ( Figs. 4d—f and 5).
The posterior tip was firmly adhered to the host cell ( Figs. 4d
and 5c¢) because successive washes did not detach the cells.

We observed by videomicroscopy (not shown) that T.
foetus adhered to the host cell using its posterior region,
where the axostyle tip is found. After first contact, which
occurred at times varying from 1 min to 5 min after co-
incubation, T. foetus established a tight adhesion with its
posterior tip. When observed by SEM after 30 min, the tip

1aY

Fig. 2 SEM of bovine oviduct epithelial cells grown for 5 days. Note the
epithelial arrangement without spaces between the cells and the presence of
dlia in some regions (arrows). As time progresses, naked areas
corresponding to cilia regression are seen (asterisks). (b) shows at a higher
magnification that some cells present intact cilia (arrows) even after 2 weeks
of cell culturing, whereas others exhibit a naked area corresponding to cilia
regression (asterisk). Bars, 2 mm.
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Fig. 3. General view of a confluent primary culture of cow epithelial cells obtained from the oviduct. (a) Phase contrast after 15 days of culture, when a monolayer
is observed. (b) SEM of a primary culture after 3 weeks of culture. The epitheliumis confluent without any signs of damage and serves as a control, before any

interaction with T. foetus. Bars, 10 mm.

formed digitopodia and afterwards dozens of filopodia that
contacted the surface of the host cell ( Figs. 4 and 5).

Interactions studies were performed using both floating
oviduct cell aggregates before the monolayer was formed,
when ciliated and secretory cells were present and discernible
( Fig. 4a—c), and the monolayers ( Figs. 4d-7). When the
interaction time was 60 min for oviduct aggregate cells that
had been in culture for 2 days, we observed that the
preferential T. foetus localization was on the non-iliated
(secretory) cells ( Fig. 4b—c) and that a firm attachment of T.
foetus by the posterior tip had occurred.

The interaction with T. foetus resulted in little or no
damage within 1 min to 6 h ( Fig. 4a—d); the epithelium was
still well preserved, and the trichomonads were randomly
distributed. However, more damage was seen after longer
incubation times ( Figs. 5-13). Between 17 and 48 h, 10—
70% of the host cells were destroyed ( Figs. 6e, 12 and 13).

3.3.2. Early to intermediate times (6—12 h)

Fig. 5 displays some of the initial alterations that took
place in the host cells. For bovine cultures of oviduct cells
grown for 5 days, when the interaction time was between 6 h (
Fig. 5a and b) and 12 h ( Fig. 5c and d) of T. foetus (T)
exposure, the parasite started to modify its morphology,
changing from its usual pear shape ( Fig. 5a) to a shape with
filopodia ( Figs. 5b and 7a), digitopodia ( Fig. 5¢ and d) and
finger-like structures on its posterior tip ( Fig. 5c). The first
lesions on the epithelium were seen as imprints and mirror
images of the parasite ( Fig. 5a). Subsequently, the height of
the host cells and the number of microvilli on the host cells
decreased ( Fig. 5¢c and d), and they exhibited membrane
blebbing, one important morphological sign of apoptosis ( Fig.
5d). With regard to T. foetus, the adhesion region was on the
side opposite the recurrent flagellum and all flagella were
externalized, which indicates that no pseudocyst was formed.

3.3.3. Intermediate times (12-18 h)

T. foetus caused regression and a further complete loss of
microvilliin BOECs ( Fig. 6) followed by cell retraction and the
displacement of damaged host cells, which were separated
from the neighboring cells. Intercellular space

enlargement was seen in the epithelium within 12 h after co-
incubation ( Fig. 6a—c). Within 18 h, large trichomonad
clusters forming multiple foci of agglutinated trophozoites were
seen distributed over the disrupted host cells ( Fig. 6d and e),
which presented intense membrane blebbing. Extensive
destruction of the BOEC monolayer ( Fig. 6d and e) with many
trichomonads adhered to lysed cells was observed ( Fig. 6d
and e).

3.3.4. Advanced times (18-24 h)

Large areas denuded from BOECs with abundant
trichomonads adhered were observed ( Fig. 7b and c). In
addition, thin protruding membranous extensions were seen
on the surface of the damaged cells by SEM ( Fig. 7c—f).
Parasites undergoing mitosis were also adhered to the host
cells ( Fig. 7c). Fig. 12 shows by spectrophotometric analysis
the destruction of BOECs, demonstrating that after 48 h,
about 70% of the host cells were destroyed.

3.4. Cellkilling of host cells by trichomonads

Damage to the epithelium culminated in segments of the
epithelium being detached, with dozens of clustered
trichomonads attached to the damaged oviduct cells. To
follow the consequences of the trichomonad attack, several
methods for the detection of cell death were employed.

3.4.1. TUNEL

To detect possible DNA fragmentation, the TUNEL
technique was applied to the interactions of T. foetus and
BOECs. Several tests were perfomed to elucidate the
minimal time before the host cells experienced DNA damage.
Two controls were used: (1) a negative control, in which
BOECs had no parasites added ( Fig. 8a) and (2) a positive
control, in which BOECs were treated with DNase | ( Fig. 8b).
Fig. 8¢c shows that the earliest time at which BOECs exhibited
fragmented DNA was 12 h after interac-tion. Control samples
without parasites did not show nuclear staining ( Fig. 8a),
whereas BOECs treated with DNase | alone exhibited a
positive reaction ( Fig. 8b) similar to that of BOECs incubated
with T. foetus for 12 h ( Fig. 8c).
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Fig. 4. SEM of the interaction of T. foetus (asterisks in (d) and (e)) with a ciliated and secretory primary culture of oviduct cells (d) or a monolayer (e). (a and b)
General view of 24 h and 48 h primary cultures of oviduct cells, respectively, using a proportion of 1:2 TYM:Medium 199. Notice the normal morphology. (c-e)
Ciliated and secretory cells alone (c) and in interaction with T. foetus (asterisks) (d and e) showing isolated oviduct cells, which form aggregates before the
monolayer is formed, when ciliated and secretory cells are present and discemible. (d) The interaction time was 60 min and the oviduct cells were in cultures for 2
days. The preferential T. foetus localization seems to be attached to the non-ciliated cells (e). Note that all flagella are free and the parasites (asterisks) adhere to
their targets by the posterior end of their cells. (f) SEM of the interaction of T. foetus with a bovine culture of oviduct cells grown for 15 days after a 60-min co-
incubation. All the parasites maintain their tear shape and are firmly adhered to the host cells because successive washes did not detach the cells. Note that all
flagella are externalized. The epithelium is still well-preserved, and the trichomonads are randomly distributed. No damage is discernible. Bars, a—b, 20 mm; ¢-f,

10 mm.

3.4.2. Mitochondrial potential

A viability test using the fluorescent stain JC-1 was
performed before ( Fig. 9a) and after T. foetus interaction with
BOECs ( Fig. 9b). JC-1 is a fluorescent probe that can be
used to determine the mitochondrial membrane potential.
Because it changes from red to green color as the
mitochondria loses its membrane potential, JC-1 is an
indicator of organelle death. Red fluorescence was observed
in the mitochondria of BOECs that had no parasites present (
Fig. 9a). On the other hand, green fluorescence was observed
in the mitoc hondria of BOECs

that interacted with T. foetus (after a 12-h time period),
indicating that this parasite induced a loss of mitochon-drial
membrane potential.

3.4.3. Annexin-V test

In an experiment using living cells, annexin-V con-jugated
with FITC was used to reveal phosphatidyl serine (PS)
exposure on the outer plasma membrane leaflet, which is
indicative of cell death by apoptosis. BOECs, after 12 h of
interaction with T. foetus K, exhibited green fluorescence (
Fig. 10), and because the cells were not
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Fig. 5. SEM of the interaction after 6 h (a and b)and 12 h (c and d) of co-incubation of T. foetus (T) and bovine cultures of oviduct cells grown for 5 days. (a) The
parasite maintains its pear shape. Notice an imprint is left by T. foetus (arrows). In (b), itis possible to observe that the adhesion region is in the area opposite of
the recurrent flagellum. All flagella are free, and microvillus height is reduced. Numerous filopodia connect the parasite to the epithelial cells (arrows). (c) shows T.
foetus (T) adhered to a BOEC by the posterior region of the cell (arrows), which modifies its original morphology to form finger-like structures, as digitopodia are
observed (arrows). Note the distortion (in the attachment region), regression and even absence (A) of microvilli in cells close to the region of adhesion. (d)
Digitopodia are seen as membrane specializations in the adhesion region of T. foetus (arrows). The epithelial cell shows the first morphological signs of

apoptosis, as blebbing occurs (asterisks) in the absence of microvilli (A). Bars, 4 mm.

permeabilized, the fluorescence was present in the outer
plasma membrane leaflet, which indicates the exposure of
PS. In the first row ( Fig. 10a) propidium iodide (PI) was
added, to detect an already necrosed cell.

3.4.4. Crystal-violet assay
To quantitatively estimate the damage caused by
trichomonas infection on BOECs, the crystal-violet assay was

applied ( Fig. 11). After the interaction of T. foetus with
BOECs, the cells were stained with crystal violet and washed

severaltimes. The remaining cells, attached to the

bottom plates, were removed using ethanol washes and the
absorbance of the stained material was read in a
spectrophotometer at 570 nm. Higher absorbances were
indicative of greater BOEC survival, since dead, floating cells
were removed prior to sample harvesting:” As seen in Figs.
11 and 12, time is an important factor in BOEC destruction by
T. foetus.

3.4.5. Damage as seen by electron microscopy
Transmission and scanning electron microscopy were
used to observe the details of cell damage ( Fig. 13). Several
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Fig. 6. SEM of the interaction of T. foetus (T) with a bovine epithelial cell culture showing bovine cell alterations after 12 h (a—c)to 18 h (d and e) of co-incubation.
In (a), a general view of BOECs after 12 h of interaction, several parasites (T) is seen on the epithelium, and spaces between the epihelium monolayer are now
visible (asterisks). Bar, 100 mm. (b) A higher magnification image of the same experiment shown in (a). Arrows point to wide apertures between cells. Bar, 20
mm. (c) Interaction after 12 h. Notice that several T. foetus (T) are seen over the disrupted cells. Arrows point to filiform membrane projections still connecting to a
neighboring cell. Bar, 15 mm. (d and e) Clusters of T. foetus around dying BOECs (white arrows) after 18 h of interaction forming multiple foci of agglutinated
trophozoites. The black arrow in (d) points to a T. foetus adhered to lysed epithelial cells. Extensive destruction of the BOEC monolayers is seen. Bar, 40 mm. (e)
Intense aggregation of both BOECs and T. foetus (T) after 18 h of interaction. The BOECs are apparently destroyed because they are detached, covered by
trichomonads and exhibit intense blebbing. Bar, 15 mm.
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Fig. 7. SEM of the interaction of T. foetus (T) with a bovine epithelial cell culture (BOEC) after 6 h (a), 12 h (b—d), 18 h(e), and 24 h (f) of co-incubation showing
epithelial alterations. Notice that the BOECs are gradually displaced and retracted (R) from the neighboring cells (arrows). A mitotic trichomonad is also seen
(asterisk in (c)). Notice that several T. foetus (T) become closer and are seen attached to disrupted cells. Black and white arrows (b) point to filiform membrane
projections, which are still connected to a neighboring cell. Bars: a—d, 15 mm. (e and f) Intense cell retraction (R) and membrane blebbing are seen, which are

signs of cell death (f). Bars, 5 mm.

signs of cell death by apoptosis were detected, including the
following: (a) intense membrane blebbing ( Figs. 7f and
13a,b), (b) chromatin condensation ( Fig. 13c), and

(c) intense cellular vacuolization ( Fig. 13a—c). Secondary
necrosis was also observed ( Fig. 13d) after 24—48 h of T.
foetus interaction. Under these conditions, the plasma
membranes of the epithelial cells were disrupted, with
subsequent cytosol leaking and complete cellular damage.

4. Discussion

The mechanisms used by parasites to cause pathogenic
effects are crucial for understanding parasitism. The mode of
attachment of T. foetus to epithelial cells has not been fully
established, and experimental verification has been hindered
by the lack of a suitable model. Bovine oviducts are lined with
a simple columnar epithelium, which includes tall cells of
uniform appearance in all tubal
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Fig. 8. TUNEL fluorescence staining of fragmented DNA. DIC microscopy (left-hand panels) and TUNEL staining (right-hand panels). No parasites were added to
the control BOECs in (a and b). (a) Negative control: no nuclear fluorescence; (b) positive control: BOE Cs were treated with DNase |, and the nucleus shows the
fluorescence indicative of fragmented DNA. In (c), epithelial cells were incubated with T. foetus for 12 h. BOEC nuclear staining is observed, indicating

fragmented DNA. B, BOEC; N, nuclei. Bars, 5 mm.

segments (the preampulla, the ampulla, and the isth-mus).
The epithelium lining the oviduct provides the micro-
environment for gamete transport, fertilization and the first
days of pre-implantation embryo develop-ment. Thus, as
gametes can reach deeper parts of the reproductive tract, we
reasoned that trichomonads could do so as well. In the
literature, only one paper dealing with infections in the cow
oviduct has been published ( Parsonson et al., 1976), which
also reported inflamma-tory changes in the endometrium and
occasionally in the uterine tubes of infected heifers ( Anderson
et al., 1996). In women, a relation between tubal infertility and
a

history of sexually transmitted diseases has been reported (
Grodstein et al.,, 1993). This group demon-strated a
correlation between Trichomonas vaginalis infections and
primary tubal infertility, which was increased twofold to sixfold
in women with trichomo-niasis. In addition, tubal pregnancy
increased 1.7 times in women with a trichomonas history (
Grodstein et al.,, 1993). Recently, it has been demonstrated
that T. foetus is able to adhere to and infect deeper parts of
the reproductive tract, such as freshly isdated whole oviducts
maintained in an in vitro organ culture ( Bench- imol et al.,
2006) . The authors found few morphological
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Fig. 9. Mitochondria viability test using JC-1. Mitochondrial membrane potential was determined using the potential-sensitive fluorescent probe JC-1. Red
fluorescence defines normal mitochondrial membrane potential whereas green fluorescence defines the loss of mitochondrial membrane potential. Row a:
Control, epithelial cells with no parasites added. Row b: BOECs interacting with T. foetus after 12 h of co-incubation. Itis possible to note that when no parasites
are added, almost all of the mitochondrial fluoresce is red, indicative of a normal mitochondrial membrane potential (a), whereas after co-incubation with T. foetus
this potential is lost (mitochondria fluoresce with a green color) (b). Column 1: red filter; column 2, green filter; column 3: image overlay. Bar, 5 mm. (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

signs of cell death. However, no details, fluorescence results
or biochemical methods were presented.

In this study, we developed a primary non-transformed
oviduct culture system (BOECs), which is a more physio-
logically relevant model because the cells are derived from
the bovine reproductive tract and constitute a non-carcinoma
cell line. It must be emphasized that most of the studies
characterizing the adhesion process of tricho-monads in vitro
have been perfoomed with cell lines that are not of bovine
origin and do not originate from the reproductive tract. The
development of a specific and reproducible model could be a
great new tool for the study of T. foetus host—parasite
interactions. In this scenario, the primary culture of oviduct
epithelial cells provides a more

)
- !

realistic target for studies of cytopathic effects. We established
a bovine epithelial cell culture from oviducts following
protocols used by previous authors ( Joshi, 1988; Walther,
1995) to test for host—parasite cytotoxicity. The BOEC culture
was very stable, could be frozen, and could be subcultured up
to eight times without many modifications, thus proving to be a
good model for cell interactions. When the BOECs formed a
monolayer the cilia gradually disappeared. Thus, some
experiments were performed with floating ciliated and non-
ciliated cell aggregates.

T. foetus colonization of all regions of the reproductive
tract has been described by others ( Anderson et al., 1996;
Krieger et al., 1983; Skirrow and Bon Durant, 1990). However,
there is no detailed description in the literature

Fig. 10. Annexin-V tests. Annexin-V conjugated to FITC was used to reveal PS exposure on the outer plasma membrane leaflet, indicative of cell death by
apoptosis. BOECs after 12 h of interaction with T. foetus K are presented in both rows, but a propidium iodide (PI) red fluorescence was added for the samples in

(a), indicating a necrosed cell. The right-hand column is an overlay of the fluorescence with DIC. Bars, 5mm. (For interpretation of the references to color in this

figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)
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Fig. 11. Crystal-violet test. Interaction of T. foetus with BOECs for 3, 17, 24, and 48 h time periods. Each well contained about 108 BOECs, with a parasite:host
cell ratio of 5:1. The experiments were performed in triplicate (Columns 1, 2, 3). Columns 4-5: Only T. foetus added, no BOECs. Column 6: Control, BOECs with
no parasites added. Row A, 1-3: 48-h interaction. Note that more than 70% of the BOECs were destroyed, as demonstrated in the graphic of Fig. 12 after
spectrophotometric analysis. Row B, 1-3: 24-hinteraction. Row D, 1-3: 17-h interaction. Row C, 1-3: 3-h interaction.

of T. foetus adhesion to bovine oviduct cells even though
salpingitis is a component of trichomoniasis in cattle. The few
previous studies have only included images obtained by light
microscopy (at low magnification) where the parasites were
confined to the lumen of the reproductive tract ( Anderson et
al., 1996; Parsonson et al., 1976). In our observations, the
parasites were found tightly adhered to epithelial cell
monolayers and to floating aggregates. The parasites were
free and unattached in the medium in the following situations:
(1) when they changed their position in the cell monolayer
and/or (2) when epithelial cells were detached and clumps of
T. foetus were firmly attached to them. As our present study
was performed using electron

Fig. 12. Graphic showing the cytctoxicity exerted by T. foetus and T.
vaginalis when interacting with BOECs after crystal-violet staining ( Fig. 11)
and spectrophotometric analysis. Damage to BOEC monolayers is seen
after incubation with T. foetus for different times. Cytotoxicity was
determined after staining the remaining fixed cells in microtiter plate wells
and subtracting the ratio of absorbance at 570 nm of the experimental (E) to
control (C) samples from 1.

microscopy, inconsistencies between our results and previous
results may be due to the lack of resolution in the methods
used in the previous studies.

Reports in the early literature have suggested that in
infected cattle, the uterus was the reservoir for T. foetus
infection because organisms could not be obtained from
vaginal secretions ( Bartlett, 1947; Clark, 1972). It was
previously suggested ( Bartlett, 1947) that the uterus is the
definite and persistent site of tichomonas infection and that
the vagina would play only a passive inconsequential role in
the progress of the disease, providing a relatively unreliable
source of T. foetus fordiagnosis. However, the oviduct didnot
receive the proper attention. Recent evidence shows the
interactions of T. foetus with a developing embryo ( Bench-
imol et al., 2007; Bielanski et al., 2004), with sperm cells (
Benchimol et al., 2008), and with the bovine uterus ( Singh et
al., 2005), raising questions about other mechanisms of
infertility triggered by T. foetus.

It is of interest to note that the oviduct in vivo is a simple
epithelium formed by a single layer of cells, and thus the
damage provoked by trichomonads may have drastic
consequences. If the epithelial cells are detached, the
connective tissue becomes exposed and thus, in theory,
tissue erosion may occur. Erosion of the endometrium and
salpingitis in the oviduct has been demonstrated in infected
cows ( Parsonson etal., 1976).

4.1. Host-parasite changes

4.1.1. Adhesion region

In the present study we observed that T. foetus first
adheres to its target cell through interactions from the
posterior region of the cell where the axostyle tip is found.
Afterwards, T. foetus adheres via the opposite side of the
undulating membrane. The axostyle tip forms digitopodia
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Fig. 13. Morphological signs of cell death by apoptosis (a—c) in oviduct cells after the interaction of BOECs with T. foetus for 12-24 h. Transmission electron
microscopy shows intense membrane blebbing and vacuolization, which is observed after 12 h (a) and 18 h (b) of interaction. Chromatin condensation is clearly
seen within the nucleus (N) after 12 h of interaction (c). Scanning electron microscopy shows the secondary necrosis of BOECs after 24 h of parasite interaction
(d). Bars, 500 nm.
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and filopodia that seem to increase the contact surface of the
host cells. To demonstrate the tight adhesion of parasites to
the cell cultures, a thorough washing of the cultured
monolayers was performed after exposure to parasites. The
observed polarity is especially intriguing and is distinct from
the adhesion data published by others ( Corbeil et al., 1989),
who stated that T. foetus usually adhered first by the posterior
flagellum and then by the cell body when scraped bovine
vaginal epithelial cells were wused in co-incubation
experiments. In addition, studies performed by Silva-Filho
and Bonilha (1992) and Christian et al. (1963) confirmed
adhesion by the T. vaginalis axostyle tip, whereas our group
using T. vaginalis demonstrated that both anterior and
recurrent flagella are active structures during the interaction of
the parasite with epithelial cells ( Da Costa et al., 2005) and
yeasts ( Pereira-Neves and Benchimol, 2007). We also
demonstrated that both T. foetus and T. vaginalis ( Pereira-
Neves and Benchimol, 2007) establish a tight adhesion to
host cells, mostly through sites that are opposite to the
undulating membrane. The controversial results may be due
to the following factors:

(1) discrepancies in the methods for image collection;
specifically one group made observations at low magni-
fications using light microscopy ( Corbeil et al., 1989),
whereas we took advantage of videomicroscopy and scanning
electron microscopy to clearly distinguish that the first point of
adhesion to oviduct cells is the posterior axostyle tip and not
the posterior flagellum as previously published ( Comeil et al.,
1989) or (2) the cell model used. Here, we worked with
BOECs, whereas other groups used different cell types. It is
well known that different sugars contribute to the process of
adhesion ( Silva-Filho and Bonilha, 1992). Thus, BOECs are
being studied to determine the sugars present on the cell
surface.

T. foetus did not change its pear-shaped form to a thin,
flattened, and amoeboid shape, as described for T. vaginalis
when it adhered to MDCK cells ( Anderson et al., 1996;
Gonza’'lez-Robles et al., 1995) or human vaginal epithelial
cells ( Gilbert et al., 2000) (s ee figure on the cover of Science,
January 11th, 2007). It is important to point out that T. foetus,
while interacting with BOECs, did not form a pseudocyst, a
cell form in which the flagella are internalized ( Pereira-Neves
et al., 2003). Significantly, this situation is frequently found
when trichomonas parasites are under stress ( Pereira-Neves
et al,, 2003), and thus T. foetus was not stressed during the
process of interaction.

The observation that adhered T. foetus parasites can
undergo cell division may indicate that trichomonads can
continue to divide during adhesion or that dividing cells are
able to infect host cells. Our group is studying the division
process in more details.

4.1.2. Changes in the host cells (BOECs)

Physical lesions in the microvillous border of epithelial cells
were induced by T. foetus and appeared as mirror images of
the parasite. The imprints left on epithelial cells are similar to
those previously described for the intestinal epithelium caused
by Giardia intestinalis ( Erlandsen and Chase, 1974).
Microvilli on the BOECs gradually decreased in number and
size, thereby changing the shape of the cells, which formed
long cell extensions and exhibited

membrane blebbing. In addition, T. foetus initially did not form
clumps, and each cell adhered to the BOECs as a single cell.
The clumping of T. foetus, which forms multiple foci of
agglutinated trophozoites, was observed only when the
BOECs displayed advanced characteristics of cell death.
These cell aggregates detached from the culture dish and
were seen floating in the culture medium. If a similar event
occurs in vivo, serious problems could result for a cow’s
reproductive cycle.

4.2. T.foetus-provoked apoptosis

Morphological evidence of apoptosis, such as membrane
blebbing, cell detachment, chromatin condensation, vacuo-
lization and secondary necrosis, was observed when T. foetus
interacted with BOECs. Previously, other authors have
demonstrated that T. foetus ( Singh et al., 2004) and T.
vaginalis ( Sommer et al., 2005) induce apoptotic cell death in
vaginal epithelial cell cultures and in epithelial cell cultures of
the bovine uterus ( Singh et al., 2005). Some workers have
claimed that cysteine proteases released from parasites play
arolein the pathogenic effects on bovine host cells ( Singh et
al., 2004, 2005; Talbot et al, 1991) and that these enzymes
could be inducers of apoptosis. However, these investigators
did not examine the momhological details of host cells
damaged by the parasite. Here, we show how damaged cells
gradually detach from their neighbors, forming thin extensions
with intensifying membrane blebbing, chroma-tin
condensation and secondary necrosis. In addition, evidence
of DNA breaks by the TUNEL technique and the exposure of
PS were observed during T. foetus interaction. Some markers
for apoptosis require the use of living cells because early in
the apoptotic cascade of events PS residues flip from the
intemal to external leaflet of the plasma membrane.
Accordingly, annexin-V, which binds specifi-cally to PS
residues, was used to probe the apoptotic host cells after
parasite infection to confirm cell death. In addition, a decrease
in the mitochondrial membrane potential of BOECs was
measured using the fluorescence probe JC-1, confirming
mitochondrial damage, which is one of the first signs of
organelle death and in many cases cell death. The cytotoxicity
was confirmed by the crystal-violet test ( Alderete and
Pearlman, 1984), which is a very useful method for detecting
monolayer destruction, either by visualization using the naked
eye to gauge the intensity of the staining left in the plates (
Fig. 11) or by measuring absorbance via a spectrophotometric
analysis.

Taken together, all of these methods provide evidence of
the apoptotic events that take place after the interaction of
trichomonads with BOECs. It is well known that apoptosis in
mammalian cells occurs in response to infections, as
observed with the invasive protozoa Entamoeba histolytica (
Boettner and Petri, 2005) and non-invasive microbial
pathogens like the intestinal parasite Giardia lamblia, which is
able to induce apoptosis inthe HCT-8 cell line ( Panaro etal.,
2007). Another study ( Rocha-Azevedo et al.,, 2005) showed
that during the interaction of Acanthamoeba polyphaga with
human osteoblastic cells in vitro, filopodial extensions resulted
in an apoptotic morphoogy in the host cell. This situation is
similar to the one observed here for T. foetus on BOECs.
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However, in those prior works, the steps contributing to
host cell damage were not presented.

In conclusion, we have shown that a primary culture of
epithelial oviduct cells is a good model with which to study
the interactions between T. foetus and host cells. We
showed that T. foetus is able to adhere to, damage and
cause detachment of bovine oviduct cells, leading to cell
death. These results imply that apoptosis is involved in the
pathogenesis of T. foetus infection, which may have
important implications for therapeutic interference, as
the oviduct is the natural passage for the early stage of

embryo development. Our findings raise the possibility
that trichomonads are able to attack the oviduct and thus

could contribute to infertility in cows.
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SUMMARY

This study reports that the cytopathic e ect of Trichomonas vaginalis, an important human parasite of the urogenital
tract, occurs due to mechanical stress and subsequent phagocytosis of the necrotic cells. The investigation was done
using a primary culture of bovine oviduct epithelial cells (BOECs), grown either in monolayers or as floating cells.
Trophozoites displaying di erent virulence levels were co-incubated with BOECs for times varying between 1 min and
48 h. Analyses were performed using videomicroscopy, scanning and transmission electron microscopy, colourimetric
assays and cyto-chemistry. Injury was observed as early as 1 h after incubation, while after 12 h the host cells were
severely damaged when a fresh trichomonad isolate was used. Trichomonads attack the host cells by clustering
around them. Mechanical stress on the microvilli of the host cells was observed and appeared to induce plasma
membrane damage and cell death. After membrane injury and lysis, fragments of the necrotic cells were ingested by
trichomonads. Phagocytosis occurred by trichomonads avidly eating large portions of epithelial cells containing the
nucleus and other organelles, but living or intact cells were not ingested. Necrotic fragments were rapidly digested in
lysosomes, as shown by acid phosphatase and ruthenium red assays where only the BOECs were labelled. The lytic
capacity of the tichomonads was more pronounced in host cell suspensions.

Key words: Trichomonas vaginalis, phagocytosis, oviduct cells, host cell interaction, cytopathic mechanism.

INTRODUCTION Gonza’'lez-Robles et al. 1995). Contact-independent
cytolytic mechanisms have also been demonstrated
and attributed to substances secreted by the para-site
in the culture medium (Arroyo and Alderete, 1989;
Fiori et al. 1996; Kummer et al. 2008). Some authors
have also indicated that cytophagocytosis may
constitute another pathogenic mechanism dis-played
by T. vaginalis (Honigberg, 1990; Alderete et al.
1995; Mirhagani and Warton, 1996). Other authors
have suggested that T. vaginalis adheres to host cells
and damages them through a contact-dependent
process, displaying a host-parasite speci-fic cytotoxic
mechanism (Gilbert et al. 2000). Also, T. vaginalis
has been reported to contribute to pathogenesis
when soluble cytotoxins, which play a role in
virulence and adherence, are released onto the host
mucosal surface (Mendoza-Lopez et al. 2000; Crouch
and Alderete, 1999). However, almost all previous
studies have concentrated on the ad-hesion phase,
whereas the precise consequences of the parasite on
host cells remain largely unexamined (Gonza'lez-
Robles, 1995; Heath, 1981; Kummer et al. 2008).

Trichomonas vaginalis is the causative agent of
tricho-moniasis, one of the most prevalent sexually
trans-mitted diseases in humans. Trichomoniasis,
caused by T. vaginalis, is the primary nonviral
sexually transmitted infection associated with adverse
conse-quences for women’'s health (World Health
Organ-ization, 2001). Infected women experience
fetid discharge, abdominal pain, irritation and severe
discomfort. Complications from trichomoniasis are
associated with an enhanced risk of HIV trans-
mission (Sorvillo et al. 2001). The infection varies
from a mild vaginitis or cervicitis to endometritis,
transient or permanent infertility and abortion, causing
significant economic losses and decline in health.
Although T. vaginalis is the most intensely studied
trichomonad and is the world’s most com-mon cause
of nonviral STDs, the exact mechanisms of its
pathogenesis have not been clearly elucidated.
Several in vitro studies have reported that adhesion
of T. vaginalis to the target cell is essential for the
maintenance of infection and cytopathogenicity

(Alderete and Pearlman, 1984; Alderete et al. 1995; )
In the present work, a fresh primary culture of

bovine oviduct epithelial cells (BOECs) was co-
* Corresponding author: Rua Jornalista Orlando Dantas, 'n,CUbated with tnChomonaqs displaying di erent
CEP 222-31-010, Rio de Janeiro, RJ, Brazi. Tel/Fax. +55  Virulence levels. The behaviour of both cell types
21 2237 0440. E-mail: marlenebenchimol@gmail.com during the entire interaction process was analysed.
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As previous studies on host-trichomonad interac-tions
did not produce a conclusive description of the
parasite’s cytolytic activity, we decided to use an
experimental system presenting the following
advantages: (1) monolayers as well as floating cells
of a primary mammalian cell culture of epithelial origin
were used instead of an established cell line;

(2) direct and detailed observations were made
using videomicroscopy, SEM and TEM; and (3)
quanti-tative analyses of cytotoxic e ects on target
cells by trichomonads allowed us to correlate
morpho-logical modifications during the interaction
between T. vaginalis with target cells.

MATERIALS AND METHODS
Microorganisms

The JT strain of Trichomonas vaginalis was isolated
at the Hospital Universita’rio, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Brazil and has been maintained in
culture since the 1980s. The FMV1 strain is a fresh
isolate kindly provided by Dr J. Baptista (Instituto
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil), and the fresh
isolate TO68 was kindly provided by John F. Alderete
(University of Texas Health Science Center, San
Antonio, Texas, USA). Conceming the strains T068
and JT, they were obtained from female patients
presenting symptomatic trichomoniasis, whereas the
FMV1 strain was isolated from an asymptomatic
patient. Based on the ability to destroy cells in cul-
ture, JT was previously classified as a low cytotoxic
strain whereas FMV1 and T068 were defined as
cytotoxic strains (Jesus et al. 2004; Vancini and
Benchimol, 2008). Parasites were cultivated in
trypticase — yeast extract — maltose (TYM) medium
(Diamond, 1957) supplemented with 10% foetal calf
serum. The cells were grown for 36—48 h at 37 xC,
which corresponds to the logarithmic growth phase.

Culture of bovine oviduct epithelial cells (BOECs)

Bovine oviducts were collected at a slaughterhouse,
immersed in sterile phosphate balanced salt solution

(PBS) containing 005 g/L gentamicin sulfate and
transported to the laboratory within 2 h. The isthmus and
ampulla of the oviducts were used as sources of
epithelial cells. The luminal region of the organ was
flushed with cold PBS and the epithelium was gently
pressed with forceps and washed again in order to iso-
late cells, which were obtained after several washes,
transferred to 199 culture medium (M-5017, Sigma) in 25
cm? bottles and incubated at 37 XC, under 5% CO, in
air. Epithelium was allowed to grow for 1-2 weeks.
Fibroblasts and epithelial cells were separated by di
erential trypsinization as previously described (Gilbert et

al. 2000). The purity of epithelial cells was determined
with an antimulticytokeratin mAb
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(FK-Biotec, RS, Brazil). Contamination of fibro-
blasts was controlled by staining with a mAb
against human fibroblasts (Dako).

Co-incubation and attachment assay

For interaction analyses, either the confluent cul-tures
or non-adherent, floating BOECs were exposed to T.
vaginalis at a cell ratio of 5 : 1 parasites : BOECs, for
periods ranging from 1 min to 48 h at 37 xC. The cells
were equilibrated in incubation medium containing 2

parts complete DMEM (pH 7.2) and 1 part Diamond’s

medium (W/D 2 : 1) for 15 min at 37 xC (5% COy)
prior to the addition of parasites. Adhesion was
confirmed by thorough washing of the cultured
monolayers after exposure to parasites. In control
experiments, parasites were omitted. The interaction
process was followed from the first min-ute of
interaction by videomicroscopy and phase-contrast
microscopy using a Zeiss Axiophot Il (Germany).
Images were acquired using a chilled C5985-10 CCD
camera (Hamamatsu, Japan).

Scanning electron microscopy (SEM)

After parasite-cell interaction occurred, the cultures
were fixed in 2 5% glutaraldehyde in 0 1 m sodium

cacodylate bu er, pH 7'2, post-fixed for 15 min in
1% OsQ,4, dehydrated in ethanol, critical point-
dried with CO, and sputter-coated with gold-

palladium. The samples were examined with a
JEOL 5800 scan-ning electron microscope.

Transmission electron microscopy (TEM)

Cells were fixed in 2 5% (v/v) glutaraldehyde, post-

fixed for 15 min in 1% OsOg4, dehydrated in
acetone and embedded in Epon. Ultra-thin
sections were observed with a JEOL 1210
transmission electron microscope.

Cell floating assays

Both floating cells obtained from BOEC primary
culture after trypsinization and cells obtained just
after removal from oviducts, when clumps of cells
are not adhesive, were used in the experiments.
The epithelial cells were suspended in DMEM,
washed once and adjusted to 2r1 0° cells/ml. The
cells were maintained in suspension by light
shaking and co-incubated with the parasites at a
cell ratio of 5: 1 parasites : host cells.

Cytotoxicity assays

For cytotoxicity analysis, the BOECs were grown until

confluency, about 2r1 0° cells, on 24-well plates and
exposed to dierent T. vaginalis isolates at a cell
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ratio of 5 : 1 parasites : BOEC. The cells were ana-
lysed from the first minute of exposure to 1, 3, 17, 24,
or 48 h after at 37 xC. The target cells were equili-
brated in incubation medium containing 2 parts of

complete DMEM (pH 7'2) and 1 part of Diamond’s

medium (W/D 2 : 1) for 15 min at 37 xC (5% COy)
prior to the addition of parasites. In control exper-
iments, parasites were omitted. At the end of the
incubation period, the wells were gently washed 3
times with warm PBS and the remaining cells still
adhering to the well bottoms were fixed with 2% (w/v)
freshly prepared formaldehyde in phosphate bu er for
15 min at room temperature. The wells were washed

with  PBS and stained with 0.13% crystal violet
dissolved in a 5 : 2 (v/v) ethanolformaldehyde

solution. The stained cells were sub-sequently
washed twice with distilled water, air dried and

solubilized in 1% (w/v) SDS in 50% (v/v) ethanol. The
staining intensity was  determined in a
spectrophotometer at a wavelength of 570 nm. Each
experiment was performed in triplicate and the mean
of the data is presented. Cytotoxicity was calculated
as 1 — (E/C); i.e. all measurements of experimental
(E) samples (As70) were indexed to those of control
(C) samples (E/C), which showed no loss of cells

from the well, and subtracted from 1.0 (Alderete and
Peariman, 1984).

Cytochalasin D treatment

Before the interaction assays, T. vaginalis was in-
cubated in 60 mm cytochalasin D (CytD) (Sigma,
USA) diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO) for 2 h
at 37 xC. Controls were performed using cultures

with no added drugs and/or with only 0 5% DMSO,

the same maximum concentration found in the sol-
utions containing the drug.

Cytochemistry: acid phosphatase

Acid phosphatase cytochemistry was carried out with
a modified Robinson and Kamovsky method (1983),
using sodium b-glycerophosphate as substrate as
previously described (A onso et al. 1994).

Ruthenium Red (RR)

Cells were fixed in 2'5% (v/v) glutaraldehyde in

01% cacodylate bu er plus 7% sucrose containing

5 mg/ ml of RR (British Drug Houses, Ltd) for 2 h,
washed in bu er and post-fixed with 1% OsOg4 in

cacodylate bu er contammg 5 mg/ml of RR for 2 h
in the dark (Luft, 1971).

RESULTS

We developed a primary culture of BOECs in order
to study the cytopathic e ects of T. vaginalis in
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a model closer to in vivo cells rather than
transformed cells. Parasites of low virulence (JT
strain) and high virulence (T068 and FMV1) were
used in interaction assays. Samples were analysed
by videomicroscopy, SEM and TEM (Figs 1-10).

Isolated oviduct cells

A primary monolayer cell culture of BOECs was
established and used in the experiments. Cell sus-
pensions obtained after the first mechanical cell
isolation were also used and are here referred to
as floating cells. These floating cells were easily
identi-fied since they formed clumps of ciliated and
non-ciliated cells presenting intense movement.
These living cells were identified, isolated and
used in in-teraction assays before seeding in order
to check if the parasites have a special preference
when adhering to the host cells. In addition, in the
early literature it has been demonstrated that
trichomonads were frequently seen as free cell
suspensions, in in vivo experiments.

Establishment of bovine oviduct epithelial cell culture

After the monolayers formed (Fig. 1c) between day
5 and day 15 after isolation from the bovine
oviduct, successive trypsinizations were carried out
in order to transfer the cultures to be used for the
interaction experiments.

Interaction assays

Co-incubation  experiments of trichomonads in
combination with oviduct cels, either in primary
monolayer culture or cell suspension, were folowed by
videomicroscopy, SEM (Figs 2a-b, 3 and 4) and TEM
(Figs 6-10). T. vaginalis were shown to be firmly
adhered to BOECs but presented externalized flagella
with the recurrent flagellum on the up-side (Figs 2a—-b).
The adherence was tight as successive washes did not
detach the parasites. After a few hours of interaction,
most trophozoites of the fresh isolates (FMV1 and JT)
were clustered around the BOECs (Fig. 2b), in close
contact with either the monolayer or with the floating
host-cells (Fig. 3). However, parasites of the less virulent
strain (JT) exhibited few clusters and less host cell
damage (Figs 2a and 11). T. vaginalis was seen to act
either as a single cell (Figs 2a and 4) or, more
frequently, by making contact with other parasites to
form a multicellular barrier against the target cell (Figs
2b and 3a).

Just a few minutes after the addition of the
trophozoites to the culture, a hit-and-run e ect was
observed. The parasite first attached to the target
cell and then displaced the host cell by pulling it up
(Fig. 4). Release of the BOECs from the cell mono-
layers was observed after co-incubation with
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Fig. 1. General view of Trichomonas vaginalis by SEM (a) and TEM (b) before interaction with a confluent primary
culture of bovine oviduct monolayer (c). Ax, axostyle, AF, anterior flagella, G, Golgi complex, N, nucleus, RF,

recurrent flagellum. Scale bars, (a-b), 1 mm; (c), 5 mm.

Fig. 2. SEM observation of a primary culture after interaction with Trichomonas vaginalis strains of di erent virulence
levels: (a) a long-term cultured JT strain and (b) the fresh isolate FMV1. The incubation time was 8 h. Note the di
erences in pathogenicity between the two strains, since the primary culture is still apparent and few trichomonads are
clustered in the JT strain interaction. Trichomonas maintain their tear drop shape and exhibit free flagella.

In (b) the cells are clustered to form large aggregates and the host cell is no longer visible under the parasite
attack. Scale bars, (a), 5 mm; (b) 10 mm.

T. vaginalis and was monitored microscopically using
phase-contrast light microscopy and video-
microscopy (not shown). After adhesion, T. vaginalis
formed a tight contact with BOECs through filopodia
and digitopodia (Figs 5a—b and 6a). In addition, an
electron-lucent cortical layer, already described as
containing actin filaments, was seen in the contact
areabetweenhostandparasitecells(FigsSa—band6a).

Trichomonads were seen clustered together in
large cell aggregates that could adhere to the host
cells (Figs 2b, 3a and 5a-b). By TEM it was
possible to note that some trichomonads presented
a high electron density (Fig. 5a).

During the interaction of the trichomonads with the
monolayers, the first morphological modifications

observed in the target cells were microvilli
distortion and gradual monolayer displacement and
collapse. The cells became detached and were
attacked by many trichomonads (Figs 2b, 6b—d
and 7b-d). The same occurred with the floating
cells (Figs 3a, 5a-b, 6a and 7a). Within 2 h of
interaction the majority of host cells were still viable
and pres-ented a healthy appearance, but after this
time, signs of cell death were detected, including
intense vacuolization, plasma membrane rupture
and cell viability loss (Fig. 7). The extrusion of
particu-late cytoplasmic components of the host
cells was observed by TEM and SEM (Figs 3a and
7¢) as clear signs of target cell necrosis (Figs 5a—b
and 7-8).
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Fig. 3. SEM of interaction of Trichomonas vaginalis strain FMV1 (T) with bovine floating cells (B) for 2 h (a) and 18 h

(b). The host cells became rounded and presented regression and even absence of microvilli. Note in (a) that several
trichomonads attacked two BOECs at the same time. Arrows point to places where it is possible to note trichomonads
in the process of phagocytosing cell fragments (asterisks). Scale bars, 1 mm.

Observations made by TEM allowed us to detect
small ‘forceps’ around both adhered and floating
BOECs (Fig. 6a—d). Although we were working with
static images, mechanical stress was inferred (Figs
4-6) and microvilli appeared to be pulled up by a
‘pinching-o ’ process (Fig. 6a—d). As a result, the host
cell clearly showed apoptotic (Fig. 10) and necrotic
signals (Figs 7 and 8) of damage. Abundant necrotic
BOECs (Figs 7 and 8) and some apoptotic cells (Fig.
10) were seen after T. vaginalis interaction.

Cell phagocytosis

Cell debris was unmistakably incorporated by the
parasites (Figs 7a—d, 8a—d and 9a—b). The sequence
of events described above ended with almost total
monolayer destruction after 8-12 h with fresh, virulent
isolates and 18 h with long-term isolates.
Phagocytosis of necrotic and/or damaged target cells
was clearly observed (Figs 7c—d and 8 a—d). Di erent
phases of the cytolytic e ects were found concur-
rently in diverse cells of the same culture. The long-
term JT strain provoked less damage to BOECs than
fresh trichomonad isolates (Figs 2a—b and 11).

T. vaginalis was able to simultaneously phagocy-
tose di erent necrotic or damaged target cells with
di erent parts of its body (Fig. 8c), showing no
preferential region for endocytic activity, contrary to
observations made by Brugerolle (1971). In the
present study, we did not find any viable or whole
BOECs being phagocytosed by trichomonads.
However, necrotic cells presenting recognizable
cell organelles such as the nucleus were frequently
seen (Fig. 8). BOEC cell debris was seen incorpor-
ated in several intracellular vacuoles in T. vaginalis
(Figs 7-9). In order to determine whether the cell

Fig. 4. SEM of a 1-h interaction between the virulent
FMV1 strain with confluent monolayer of bovine oviduct
epithelial cells. Note that the epithelial cells are being
pulled up by Trichomonas vaginalis. Scale bar, 2 mm.

fragments  were sorted  to lysosomes,
cytochemistry for acid phosphatase was performed
after the inter-action of T. vaginalis with BOECs
(Fig. 9a). In ad-dition, in order to confirm that the
intra-vacuolar material observed in trichomonads
originated from the host cells, BOECs were
labelled with ruthenium red (RR) (Fig. 9b) before
the interaction. Positive reactions were found for
acid phosphatase (Fig. 9a) and RR in the vacuoles
containing ingested material (Fig. 9b).

Detection of host cell cytotoxic activity

To measure the cytotoxic e ects of T. vaginalis on
primary oviduct cells, we used a previously described
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Fig. 5. TEMof Trichomonas vaginalis (T), strain FMV1, after a 6-h interaction with floating BOECs (B). Note the
membrane specialization in the adhesion region of T. vaginalis, which resembles a cortical layer of actin (asterisks).
Filopodia and digitopodia are numerous, providing a tight adhesion among the cells. The parasites are clustered
around the host cell (B) and all flagella are free. It is important to note that one trichomonad in (a) presented a higher
electron density when compared with the other parasites. Scale bars, 1 mm.

Fig. 6. TEM of interaction between BOECs (B) and Trichomonas vaginalis (T). (a) T. vaginalis strain FMV1 after
interaction with floating BOECs for 3 h. Note that a BOEC is surrounded by several T. vaginalis that are tightly
adhered. Both types of cells presented a healthy aspect, with the BOEC showing several normal mitochondria (m) and
other cell organelles. One important observation is marked with an asterisk, where a microvillus of the epithelial cell is
being pulled up by one of the trichomonad cells. Scale bar, 1 mm. (b) High magnification of a 3-h interaction between
T. vaginalis, strain T068, and BOECs. Arrows point to an early endocytic event in which microvilli from the BOEC were
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Fig. 7. TEM of a 20-h interaction between BOECs (B) and Trichomonas vaginalis TO68 (T). Interaction of T. vaginalis
with floating BOECs (a) or BOECs in a monolayer (b—d). Necrotic BOECs (NB) are observed in both situations and
several trichomonads are seen in the process of adherence and ingestion of cell debris. Note that in the tichomonad
vacuoles (asterisks), cell debris can also be seen. Scale bars, 1 mm.

method (Alderete and Pearlman, 1984). Interactions
of T. vaginalis and BOECs were performed on 24-well
plates and spectrophotometric analyses were carried
out after crystal violet staining. Plates were stained
after parasites interacted with epithelial cells for di
erent durations. Figure 11 presents the kin-etics of
damage to BOECs by trichomonad strains of di erent
virulence.  All  cytotoxicity = measurements  of
experimental (E) samples were indexed to those of
control (C) samples, for which no loss of cells from
the microtitre plates was evident under the assay

conditions, subtracted from 1 0. The colour intensity
reveals the remaining host cells in the wells after the
trichomonad interaction. Strains of higher virulence
such as FMV1 provoked greater damage to BOECs

than the JT strain (Fig. 11). That is, iso-lates of T.
vaginalis cultured for several years in the

laboratory, such as the JT isolate, induced less
monolayer disruption than the fresh, more virulent
isolates (FMV1 and TO68).

At the interaction site, the cytoplasm of the
adherent trichomonads presented peripheral fibro-
granular zones formed by actin-containing compo-
nents (Figs 5a-b and 6a). However, not all cells
exhibited this actin layer (Fig. 7). When trichomo-
nads were treated with cytochalasin D, the adhesion
capactty of all three trichomonad strains clearly de-
creased (Fig. 11a); however, almost no di erences
were observed concerning cytotoxicity (Fig. 11b).

DISCUSSION

T. vaginalis initially adheres to and infects the vagina,
causing vaginitis, and some authors stated that the

being incorporated into a T. vaginalis. Scale bar, 300 nm. (c) T. vaginalis interaction with a monolayer of BOECs. Note
that a BOEC is surrounded by more than one T. vaginalis, which are tightly adhered. The BOEC does not present a
healthy aspect, showing intense vacuolization and a damaged mitochondria (m). One important observation is marked
by an asterisk, where it is possible to see that some microvilli of the epithelial cell are being pulled up by one of the
trichomonad cells. Scale bar, 600 nm. (d) Detail of an area of contact between T. vaginalis and a BOEC. Note that one
microvillus of the epithelial cell is in the process of being pulled up by one of the trichomonad cells (arrow). Scale bar,

300 nm.
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Fig. 8. TEMof a 20-h interaction between BOECs (B) and Trichomonas vaginalis FMV 1 (T). Necrotic BOECs (NB)
are observed in the process of being ingested by T. vaginalis. The parasite is able to remove small parts of the

necrotic cell as seen in (a). Note that there is cell debris in the trichomonad vacuoles. Large fragments such as a
nucleus can be phagocytosed (b, d). Image (c) demonstrates that phagocytosis may occur from any side of the

trichomonad cell. Scale bars, 1 mm.

Fig. 9. Cytochemistry for acid phosphatase (a) and ruthenium red (b). Trichomonas vaginalis T068 were cytochemically
tested for acid phosphatase (asterisks) after interaction with BOECs for 21 h (a). In BOECs labelled with RR before the
interaction, a positive reaction for RR was found in T. vaginalis vacuoles (asterisks) (b). Scale bars, 500 nm.

parasites are able to move to the uterus and
oviduct (Singh et al. 2005). However, there are no
studies of trichomonads infection in the cow’s
oviduct, although this organ is the natural passage
of the early stage of embryo development and this
is likely to be important in mediating infertility.

Despite extensive studies, little is known about the
pathogenesis of trichomoniasis and the mechanisms
that provoke acute inflammation in the human host. T.
vaginalis has been considered non-invasive since
human biopsies revealed that the parasite did not
penetrate the epithelium (Nielsen and Nielsen,
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Fig. 10. TEM of a 12-h interaction between BOECs (B)
and Trichomonas vaginalis FMV1 (T), showing an

apoptotic cell with condensed chromatin at the nuclear
periphery (N). Scale bar, 300 nm.

1975). However, Krieger et al. (1985) stated that
more virulent strains of trichomonads could disrupt
epithelial layers and reach deeper cells in tissues.
In the present study, we demonstrated that
depending on the virulence of the strain, this
parasite is able to rapidly destroy and phagocytose
fragments of dead host cells.

Adherence to the epithelium

We have compared a laboratory strain that has been
maintained for more than 20 years in axenic culture
with freshly isolated strains. Contrary to the findings
of Rasmussen et al. (1986), which showed that long-
term laboratory strains did not adhere to epithelial cell
monolayers, we found adhesion in all cultures tested.
At the interaction site, the cytoplasm of ad-herent T.
vaginalis exhibited modifications, such as a cortical
zone devoid of organelles, ribosomes and glycogen
particles where actin-containing compo-nents have
been reported (Brugerolle et al. 1996; Pereira-Neves
et al 2007). However, treatment with CytoD
decreased the cellcell adhesion and to a lesser
extent the cytopathogenicity. It is possible that
microfilaments are important for firm attachment, but
less so for cytotoxicity.

Cytolysis by mechanical damage

The capability of T. vaginalis to kill and phagocytose
target cells could be correlated with the clinical
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observation that this parasite provokes vaginitis with
punctuated haemorrhages. Our findings also corre-
late with clinical findings that trichomonads are found
associated with necrotic cells (Nielsen and Nielsen,
1975; Rasmussen et al. 1986). Previous authors
(Krieger et al. 1983; Fiori et al. 1993, 1996, 1997)
investigated the mechanisms used by T. vaginalis to
damage cellular membranes using erythrocytes as
target cells and suggested the exist-ence of functional
pores in the target membrane, such as haemolysin.
We agree that cytolysis may be required to provide
nutrients to the parasites.

Here, we demonstrated that T. vaginalis is able
to mechanically stress the host cell in vitro by
pulling up microvilli until the plasma membrane
ruptures, which leads to cytoplasm leaking and cell
death by secondary necrosis. This type of
mechanical stress, resembling a ‘pinching-o ’ of the
microvilli of the target cells, has been similarly
described in amoebae (Martinez-Palomo et al.
1985) and in macrophages during ingestion of
tumour cells (Chambers and Weiser, 1969). Similar
observations have been reported in Acanthamoeba
castellanii and T. vagin-alis when in interaction with
MDCK cell mono-layers (Gonza’lez-Robles et al.
2006, 1995). However, as far as we know, this
work presents for the first time clear-cut images of
the subsequent stage, when trichomonads ingest
and digest cell organ-elles, nuclei and other less
distinguishable cellular fragments.

It is important to note that contact-independent
cytolytic mechanisms have been proposed and the
major cytolytic e ects have been attributed to sub-
stances secreted by the parasite in the culture me-
dium (Singh et al. 2004; Kummer et al. 2008).

Trichomonas phagocytoses the host cell

Here, we closely observed trichomonad behaviour
after cell adhesion i.e., the consequences of parasite
adhesion. We observed that the target cells were
detached from the substrate while dozens of tricho-
monads were clustered around them, inducing cell
death by apoptosis (condensed chromatin, mem-
brane blebbing) and necrosis (plasma membrane
rupture, organelle liberation). Organelles, nuclei and
other cellular debris were promptly phagocytosed by
the trichomonads. These events were observed in
cells grown either as monolayers or floating cells, and
with all parasite strains tested here, although the
cytopathic e ects were more pronounced with fresh
isolates, such as the FMV1 and T068 strains. In all
experiments, only fragments of necrotic cells were
ingested; never living or apoptotic cells. This could be
explained by the size of mammalian cells, which is
many times larger than the parasite, since previous
studies have shown that living or dead yeast (Pereira-
Neves and Benchimol, 2007) and bacteria
(Benchimol and De Souza, 1995; Francioli et al.
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Adherence of T. vaginalis on BOECs
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Fig. 11. (a) Kinetics of adherence of Trichomonas vaginalis JT and FMV1 strains on BOEC monolayers.

The experiments were performed at a parasite : BOEC ratio of 5: 1 with 60 mm cytochalasin D; controls did not receive
the drug. The number of adhered parasites was estimated by counting 100 random fields under scanning electron
microscopy. (b) Cytotoxicity levels of T. vaginalis strains JT and FMV1 on monolayers of bovine epithelial cells
(BOECs) with and without CytoD treatment. Spectrophotometric analyses were performed after crystal violet staining.
Plates were stained after parasite interaction with epithelial cells for di erent periods. The colour intensity reveals the
remaining host cells in the wells after the trichomonad interaction. Note that the FMV1 strain provoked greater damage
to BOECs than the JT strain. The values are the means of 2 independent experiments performed in triplicate.

1983) are promptly ingested by trichomonads. Other
cell surface elements might also be involved in cell
recognition since some bacterial strains are not in-
gested by T. vaginalis (Pereira-Neves and Benchimol,
unpublished observations) whereas in other cell
types, fibronectin, carbohydrates and other cell sur-
face molecules are important factors (Benchimol et al.
1986, 1990, 2008; Boniha et al. 1995). Thus, T.
vaginalis seems to act di erently from amoebae,
which are able to ingest epithelial cells regardless of
whether they have been previously lysed or not
(Martinez-Palomo et al. 1985). The haemolytic and
phagocytic activities of the parasites have been cor-
related with their virulence (Krieger et al. 1983; Dailey
et al. 1990; Burgess et al. 1990; Pereira-Neves and
Benchimol, 2007) although, it is important to point
out, soluble mediators at the vaginal mucosal surface
may modify the parasite phagocytic activity. Cytolysis
may be an important process that provides nutrients
to trichomonads.

In a biochemical study of the interaction between T.
vaginalis and CHO cells, the authors stated that the
parasite kills vertebrate cells without phagocyto-sis
(Krieger et al. 1985). Our results are in agreement
with this work in the following respects: (1) contact-
dependent interaction is needed and (2) trichomo-
nads kill target cells in culture by an extracellular

process. However, this group found that the parasite
kils vertebrate cells without phagocytosis, in con-
tradiction to our results. This discrepancy may be
explained by the fact that the Krieger group did not
follow up with electron microscopy the events after
the target cells interacted with the trichomonads.

No preferential site for phagocytosis

Although Brugerolle (1971) reported that phago-
cytosis of particles by T. vaginalis preferentially
occurs at the posterior two-thirds of the parasite
body, this polarization was not observed in any of
the phagocytosis assays used herein. Our data,
then, support the results obtained by Francioli et al.
(1983), Rendo’'n-Maldonado et al. (1998) and
Pereira Neves and Benchimol (2007), who were
unable to identify a preferential site for
phagocytosis by this parasite. In addition, we
observed that the same cell is able to phagocytose
multiple fragments of the host cells at di erent
regions of the cell surface at the same time.

Sorting to lysosomes

In order to investigate whether phagocytosed
BOEC fragments were sorted to lysosomes, acid
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phosphatase activity was determined before and after
interaction of trichomonads with target cells. BOEC
fragments were found in di erent stages of
degradation, thus confirming that the parasite digests
the internalized cell fragments. In addition, when the
host cells were labelled with ruthenium red before the
interaction, this material was found in tricho-monad
vacuoles, again verifying the ingestion of host cell
debris. Jesus et al. (2002) showed that T. vaginalis
releases acid phosphatase into the culture medium.
This observation could be attributed to the death of
some trichomonads that became necrotic and thus
leaked lysosomal enzymes or may be a strategy used
by trichomonads to attack target cells in order to
facilitate cell lysis.

The cytopathogenic action of T. vaginalis could
be divided into 4 stages: adhesion, cytolysis follow-
ing contact, phagocytosis and intracellular diges-
tion. T. vaginalis is considered as a non-ulcerative
STD. However, in acute symptomatic infections,
punctuated haemorrhagic spots on the vaginal and
cervical mucosa as well as pain during sexual
inter-course may suggest that this infection could
be, at least in some cases, an ulcerative infection.
If tri-chomonads are able to destroy and
phagocytose epithelial cells in vivo, they could
provoke lesions in the mucosal surface of the
urogenital tract, thus providing portals of entry for
pathogens such as HIV-1. In summary, we
conclude that T. vaginalis destroys cultured
epithelial cells using cytolytic mechanisms that
include  attachment, mechanical damage,
phagocytosis and later intracellular lysoso-mal
degradation. These findings open possibilities for
further research on the molecular mechanisms of
the parasite-host cell interaction, leading to a better
understanding of the pathogenicity of this parasite.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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