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REsSumoO

A diferenciacdo no desenvolvimento é um processo fundamental em organismos vivos. E
essencial em organismos multicelulares e comum entre procariotos e eucariotos
unicelulares. No caso de protozodarios parasitas, tal diferenciacdo € freqientemente um
processo obrigatério que distingue estagios do ciclo de vida sendo requerido para (i)
reproducdo sexual, (ii) transmissdo entre os hospedeiros mamiferos e vetores invertebrados,
ou para (iii) sobrevivéncia dentro de diferentes nichos no hospedeiro. Embora seja do
conhecimento que Toxoplasma gondii forma cistos preferencialmente no cérebro e na
musculatura esquelética, pouca atencao tem sido dada as células musculares esqueléticas
como um tipo celular para estudo da estagio-conversdo do parasito. A persisténcia na
musculatura esquelética é critica para a sua transmissao para humanos através da ingestao
de carne crua ou mal passada. Na presente tese, culturas priméarias de células musculares
esqueléticas (CME) foram altamente diferenciadas, apresentando miotubos que contraiam
espontaneamente e expressavam marcadores especificos, tais como Myf5, MyoD e
desmina. Com o objetivo de investigar in vitro a diferenciacdo do Toxoplasma, CME foram
infectadas com taquizoitos de Toxoplasma e a estagio-conversdo entre taquizoitos e
bradizoitos analisadas até seis dias apds infec¢do por imunofluorescéncia. A diferenciacéo
dos taquizoitos teve inicio espontaneamente apo6s 1 dia de infec¢cdo apresentando a
seguinte taxa de vacuolos contendo bradizoitos: 0 % (4h), 23,8 £3,4 % (1 dpi); 31,0 + 2,0 %
(2 dpi); 33,0 £3,5 % (4dpi) e 46,0 +3,5 % (6dpi). Apds 2 e 4 dias de infeccdo, vacuolos
contendo bradizoitos e rosetas de Toxoplasma em estagio conversdo assincronica foram
detectados. Com o0 objetivo de checar se o tipo celular é determinante neste intrigante
fendbmeno, os mesmos experimentos foram realizados em dois outros tipos de células
hospedeiras: linhagem de mioblasto (L6C10) de rato diferenciada in vitro em miotubos
maduros e em linhagem de fibroblasto de camundongo (L929). Altas taxas foram detectadas
na linhagem de mioblasto L6.C10: 35,2 + 4, 6 % (4 dpi) e 64% (6 dpi). Em contraste, na
linhagem de fibroblasto de rato (L929), a taxa de diferencia¢do do Toxoplasma n&o alcangou
20%. Além disso, quando analisados por RT-PCR em tempo real, 0 RNA total de culturas de
CMEs infectadas com taquizoitos de Toxoplasma continha quantidades crescentes de
transcritos de ENO1, um marcador especifico para o estagio bradizoita. Nos também
desenvolvemos experimentos de estagio conversdo induzida, aplicando condigbes de
estresse exdgenos, tais como pH alcalino e citocina. Nossos dados revelaram que altas
taxas de estagio conversdo do Toxoplasma ocorrem em CME, sem requerer fatores de
estresse exdgenos, tais como drogas, mudancas na temperatura ou pH. NOs acreditamos
gue CMEs possam apresentar um nicho apropriado para o Toxoplasma estabelecer a fase
crbnica da infeccdo e desta forma, ser um potente/modelo celular para o estudo do intrigante

processo de diferenciacdo de taquizoitos-bradizoitos in vitro.



ABSTRACT

Developmental differentiation is a fundamental process in living organisms. It is essential in
multicellular organisms and is common among prokaryotes and unicellular eukaryotes. In the
case of protozoan parasites, such differentiation most frequently is an obligatory process with
distinct life cycle stages being required for (i) sexual reproduction, (ii) for transmission
between mammalian hosts and invertebrates vectors, or (i) for survival within distinct niches
of the host. Although is already known that Toxoplasma gondii form cysts preferentially in the
brain and in the skeletal muscles, little attention has been paid to skeletal muscle cells as a
cell type to study Toxoplasma stage conversion. Persistence within muscle tissue is critical
for parasite transmission to humans via raw or undercooked meat. In the present thesis
work, primary cultures of skeletal muscle (SKMC) were highly differentiated, displaying
myotubes which contracted spontaneously in vitro and expressed markers specific to SKMC,
such as myf5, myoD and desmin. Owing to investigate in vitro differentiation of Toxoplasma,
SkMCs were infected with Toxoplasma tachyzoites and tachyzoite-bradyzoite stage
conversion analysed till 6 days post infection by immunofluorescence. The tachyzoite
differentiation started spontaneously at 1 day post infection, displaying the following rate of
vacuoles containing bradyzoites: 0 % (4h), 23.8 £3.4 % (1 dpi); 31.0 £ 2.0 % (2 dpi); 33.0 £
3.5 % (4 dpi) and 46.0 + 3.5 % (6 dpi). At 2 and 4 dpi, vacuoles containing bradyzoites and
rosettes of Toxoplasma in asynchronous stage conversion were detected. In order to check if
the host cell was determinant to this intriguing phenomenon, the same experiments were
carried in 2 others different host cell: a rat myoblast cell line (L6C10) differentiated in vitro
into mature myotubes and a mouse fibroblast cell line (L929). High rates were detected in the
L6.C10 myoblast cell line: 35.2 + 4.6 % (4 dpi) and 64% (6 dpi). In contrast, in mouse
fibroblast cell line (L929), the rate of Toxoplasma differentiation did not reach 20%. In
addition, when analysed by real time RT-PCR, total RNA from SkMC infected by Toxoplasma
tachyzoites contained increasing amounts of bradyzoite-specific ENO1 transcripts until 6 dpi.
We also carried experiment inducing the stage conversion, by applying exogenous stress
conditions, as alkaline medium and cytokine. Our data show that high rates of Toxoplasma
stage conversion takes place in SKMC, without exogenous stress factors being required as
drugs, changes in temperature or pH. We believe that SkKMC might be an appropriate niche
to the parasite to establish the chronic phase of the infection and therefore, a potent cell

model to study the intriguing process of tachyzoite to bradyzoite differentiation in vitro.
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l. INTRODUCAO

1. Toxoplasma gondii - 0 modelo Apicomplexa

Neste ano de 2008 comemora-se 0s 100 anos da descricdo do Toxoplasma
gondii por Nicolle e Manceaux, no norte da Africa, e por Splendore no Brasil. A
designacdo da espécie deste parasito provéem do nome de um roedor africano
(Ctenodactylus gondi) do qual este parasito foi originalmente isolado (Nicole e
Manceaux, 1909; Black e Boothroyd, 2000).

O T. gondii € um protozoario classificado como Coccideo, pertencente ao filo
Apicomplexa, que inclui um grande namero de parasitos de animais e de humanos,
responsaveis por doencas muito conhecidas, tais como maléaria, toxoplasmose,
coccidiose e criptosporidiose (Dubremetz e cols., 1993).

De todos os apicomplexas, o T. gondii € o mais accessivel experimentalmente,
uma vez que: (i) esses parasitos sdo capazes de infectar in vitro qualquer célula
nucleada; (ii) os estagios patogénicos sdo facilmente propagaveis em cultura,
produzindo-se quantidades satisfatorias de parasito para experimentacdo; (iii) o
modelo em camundongos € bem estabelecido; (iv) foi o primeiro protozoario
obrigatoriamente intracelular a ser transformado utilizando-se DNA exdgeno (Donald
e Roos, 1993; Kim e cols., 1993), possibilitando assim, o desenvolvimento de
ferramentas moleculares de genética reversa para a manipulacdo de seu genoma
(Boothroyd e cols., 1997; Soéte e cols., 1999), e ainda, (v) pelo fato de um novo
banco de dados das chamadas “expressed sequence tags” (EST), que séo etiquetas
de sequéncias expressas produzidas a partir de bibliotecas de cDNA, ter sido criado
para o T. gondii. Desta forma, por conta destas facilidades experimentais, o T. gondii
emerge como um dos mais importantes modelos para o estudo da biologia dos
apicomplexas, que incluem mais de 5000 espécies de parasitos (Wilson e cols.,
1996; Roos e cols., 1999; revisto em Black e Boothroyd 2000, e em Kim e Weiss,
2004). Ha significantes diferencas biologicas entre o Toxoplasma e 0s outros
parasitos deste filo, principalmente com relacdo ao ciclo de biolégico que néo foi
conservado em todas as espécies (Kim e Weiss, 2004). Este protozodrio tdo bem
adaptado é caracterizado por ser um parasito oportunista de ampla distribuicdo
geogréfica e por formar cistos teciduais freqlientemente encontrados no sistema

nervoso central e na musculatura esquelética de seus hospedeiros, onde persistem
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dormentes por longos periodos, levando a uma infeccdo de longo termo (Hoare,
1972, Gross e cols., 1997; Ellis e cols., 2004).

O estabelecimento de uma infeccdo persistente € uma das principais
caracteristicas deste parasito, sendo necessaria para manutencdo do seu ciclo de
vida. Este fato e a habilidade do T. gondii em infectar um amplo espectro de células
de vertebrados de sangue quente e de se desenvolver dentro de toda célula
nucleada estudada até o momento, faz com que seja um dos protozoarios mais bem
sucedidos dentre os parasitos obrigatoriamente intracelulares (Boothroyd e cols.,
1998).

2. Biologia do T. gondii

O Toxoplasma se caracteriza pela forma alongada, de meia lua crescente,
apresentando uma extremidade mais afilada na regido anterior do corpo e mede
cerca 7 pm de comprimento e 2 ym de largura, com pequenas variagdes entre as
trés formas infectivas (Harboe e Erichsen, 1954; Hogan e cols., 1960).

O T. gondii apresenta todas as estruturas tipicas de células eucariotas
(Esquema 1), sendo a presenca do complexo apical (formado pelo condide e anéis
apicais) um importante diferencial que caracteriza o filo apicomplexa (Esquema 2).
Além do complexo apical, o Toxoplasma possui organelas secretoras como roptrias,
micronemas e granulos densos que desempenham um importante papel na invaséao,
formacdo e manutencdo do vacuolo parasitéforo, garantindo a sua permanéncia na
célula hospedeira (Joiner e Roos, 2002; Martin e cols., 2007) (Esquema 1). O
condide mede cerca de 250 nm de diametro e 280-360 nm de comprimento, formado
basicamente por 6-8 microtibulos e um par central interno, assemelhando-se a uma
mola que pode se estender ou retrair dentro do anel polar apical (revisto em Dubey e
cols., 1998b; Morissete e Sibley, 2002) (Esquema 2).

O Toxoplasma é envolto por uma membrana trilaminar (Dubey e cols., 1998) e
contém um plastideo vestigial, chamado de plastideo apicomplexa ou apicoplasto,
indispensavel ao parasito e que vem recebendo atencao especial desde sua
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Esquema 1. Representagdo esquematica de um zoita, mostrando a ultra-estrutura do T.gondii.

descricao (Wilson e cols., 1995; McFadden e cols., 1996; Kohler e cols., 1997;
Waller e cols., 1998). Esta organela € envolta por multiplas membranas, indicando
ter sido adquirida por endossimbiose secundaria (Kohler e cols., 2006). A
endossimbiose primaria consiste na incorporagdo de um procarioto por um eucarioto
e os plastideos apresentam somente duas membranas. Por outro lado, na
endossimbiose secundaria, um eucarioto heterotrofico fagocita um eucarioto
fotossintético, gerado por uma endossimbiose primaria, e assim os plastideos
apresentam quatro membranas (Waller e cols., 1998).
Como o Toxoplasma apresentar enzimas glicoliticas homélogas as de plantas
e ndo a de animais, esta organela € uma forte candidata para o desenho de novas
abordagens terapéuticas (Kohler e cols., 1997; Ralph e cols., 2001; Seeber, 2003),
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além de ser objeto de estudos evolutivos (Willianson e cols., 1994; Egea e Lang-
Unasch, 1995; Dzierszsinki e cols., 1999).

A mitocondria do Toxoplasma também foi gerada por um processo
endossimbidtico e, assim como o apicoplasto, leva seu proprio genoma (Wilson e
cols., 1996).

Microtubulos internos Anel pré-conoidal anterior

Anel pré-conoidal posterior

Membrana plasmatica Microtubulos do anel apical

Complexo membranar interno

Microttbulos
subpeliculares

Reproduzido de Nichols & Chiappino (1987)
Esquema 2. Esquema detalhado da regido apical do T. gondii

Em termos ultra-estruturais ha grandes similaridades entre taquizoitos,
bradizoitos e esporozoitos de Toxoplasma, que apresentam organelas
caracteristicas e classicas dos parasitos apicomplexas (Esquema 1). No entanto,
apos estagio diferenciagéo, ha diferencas fisiolégicas marcantes entre as 3 formas
do parasito, incluindo altera¢cdes em sua superficie, metabolismo, além da inducéo
de genes associados a essas mudancas (Denton e cols., 1996; Ferguson, 2004,
Speer e Dubey, 2005). Diferencas também ocorrem no modo de divisdo dos
parasitos, e na velocidade com a qual se multiplicam. Os taquizoitos se multiplicam
rapidamente dentro do interior dos vacuolos parasitoforos (VP), formando rosetas,
lisando as células e posteriormente, infectando células vizinhas. Bradizoitos se
dividem lentamente, transformam a membrana do VP em uma parede cistica rica
em carboidratos e se mantém isolados no interior da célula por longos periodos

(Guimardes e cols., 2003). Essas variacdes morfologicas refletem diferencas
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metabdlicas entre os dois estagios (Smith, 1995; Zhang e Smith, 1995, Speer e
Dubey, 2005).

O Toxoplasma apresenta um ciclo de vida complexo com dois mecanismos de
transmissao: (i) ingestdo de oocistos produzidos durante o ciclo enteroepitelial do
parasito em gatos e, (ii) através do estagio de cisto tecidual presente na fase crbénica
da infeccdo dos hospedeiros intermediérios (Ferguson, 2004).

Este complexo ciclo de vida resulta em 4 estagios infecciosos: taquizoita,
bradizoita, merozoita e esporozoita, com papeis biol6gicos distintos. Formas
taquizoitas e merozoitas proliferam dentro de um hospedeiro, aumentando a
densidade de parasitos. A diferenca entre eles € que os taquizoitos passam por uma
proliferacdo indiscriminada em todas células hospedeira nucleadas e se disseminam
para todos os tecidos do corpo, enquanto a proliferacdo dos merozoitos se limita a
poucas geracdes (2-4) e exclusivamente no interior de enterécitos do intestino
delgado do gato (Ferguson, 2004). Além disso, a depender do estado do sistema
imune do hospedeiro, taquizoitos podem sofrer diferenciacdo para bradizoitos,
enquanto 0os merozoitos dardo origem aos estagios sexuais -microgametocitos e
macrogametocitos. Bradizoitos e esporozoitos tém em comum a transmissdo da
infeccdo entre hospedeiros, garantindo assim a sobrevivéncia ao rigor do ambiente
externo e/ou no trato digestivo de um novo hospedeiro.

No curso da evolugcdo, T. gondii desenvolveu vérias rotas potenciais de
transmissao (Esquema 3). No entanto, estes estudos nas ultimas trés décadas nédo
elucidaram qual (ou quais) a mais importante do ponto de vista epidemioldgico. A
transmissdo do T. gondii em humanos ocorre principalmente por: (i) exposi¢cédo
seguida de ingestao acidental de oocistos esporulados, (através de agua e/ou solo
contaminados com fezes de gatos), (ii) ingestdo de carne crua ou mal passada
contendo cistos de Toxoplasma e (iii) infec¢ao transplacentaria (Lopez e cols., 2000).
A disseminacédo da toxoplasmose pode ocorrer também por transplante de 6rgdos ou
medula éssea, pela doacdo de um 6érgédo infectado com o parasito a um receptor
susceptivel, ou pela reativacdo de uma infeccdo latente no préprio transplantado,
devido a tratamento imunossupressor (Jackson e Hutchison, 1989; Luft e cols., 1987,
Ho-Yen e cols., 1992).
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Esquema 3. Ciclo de vida do T. gondii mostrando as vias de transmissao entre os hospedeiros

intermediarios e definitvos.

Estudos que indicam que as infec¢Oes transmitidas pela ingestdo de oocistos
sdo mais graves que as induzidas por infeccdo por cisto (Benenson e cols., 1982;
Dubey e Beattie, 1988; Smith, 1993; Hill e Dubey, 2002). Atualmente ndo ha testes
gue possam discriminar entre ingestao de oocistos ou de cistos teciduais como fonte
de infeccdo, sendo as evidéncias da rota de infecgcdo conseguidas por inspecdes
epidemioldgicas (Bahia-Oliveira, 2003).

3. Toxoplasmose em humanos e tratamento

T. gondii é o protozoario mais freqlientemente encontrado em infeccdes
oportunistas, sendo especialmente importante em duas situacdes: durante a
gravidez podendo causar manifestacfes severas neurologicas e oftalmolégicas no
feto, quando adquirida no primeiro trimestre da gestacdo, e em pacientes
imunocomprometidos, como HIV positivos ou em tratamento pré-transplante de

orgaos (revisto em Joiner & Dubremetz, 1993; Sarciron & Gherardi, 2000).

Esporocisto

\ ESPOROZOITAS
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A toxoplasmose se caracteriza por uma fase aguda, seguida por uma fase
crbnica quando o0s parasitos estdo presentes em cistos teciduais,
predominantemente localizados no cérebro e na musculatura. Estes cistos podem
transmitir a infeccdo para outros hospedeiros intermediarios ou gatos quando
ingeridos (por carnivorismo). O maior problema no tratamento da toxoplasmose é
gue enquanto as drogas utilizadas podem eliminar taquizoitos, elas tém pouco efeito
sobre bradizoitos, que sdo mantidos como fonte recrudescente da infeccdo (Luft e
Remington, 1992; Montoya & Liesenfeld, 2004). Como resultado, a terapia com
drogas é mantida obrigatoriamente durante toda a vida do paciente, o que traz
grandes inconvenientes devido a toxicidade da associacdo da sulfadiazina com a
pirimetamina, associada ao uso prolongado das drogas.

A infeccao pelo T. gondii adquirida durante a gravidez pode causar danos intra-
uterinos e, atravessando a placenta, os parasitos podem infectar o feto levando a
fase aguda da doenca (Foulon e cols., 1999; Ferguson, 2002; 2004). Apesar das
consequUéncias devastadoras da toxoplasmose congénita serem bem conhecidas
como parte da sindrome do TORCH (acrénimo referente a infeccdo de um feto em
desenvolvimento ou recém nascido por qualquer grupo de agente infeccioso, que
apresente toxoplasmose, sifilis, rubéola, citomegalovirus e herpes) muitos aspectos
da toxoplasmose congénita continuam controversos, por conta de dados
incompletos quanto a prevaléncia da doenca e ao impacto do tratamento (Kim,
2006).

Muitos estudos focam a toxoplasmose congénita em humanos, como resultado
da transmisséao vertical do parasito durante a gravidez. No entanto, pouco se sabe
sobre a relativa importancia deste tipo de transmissdo bem como sobre os
reservatorios do parasito na natureza (Tenter e cols., 2000; Jones e cols., 2001).

Um fato interessante é que, estudos epidemiologicos recentes indicam que
agentes infecciosos podem contribuir para alguns casos de esquizofrenia (Torrey &
Yolken, 2003). Infeccbes com Toxoplasma em animais geraram alteracdo em
funcdes neurotransmissoras e comportamentais (Webster, 2007). Em humanos, a
infeccdo aguda pode produzir sintomas psicéticos similares aos apresentados por
pessoas esquizofrénicas. Além disso, ratos infectados por Toxoplasma parecem ser
menos neofébicos (medo persistente e anormal de qualquer coisa nova), levando a
diminuicdo da sua aversao natural ao odor de gatos (Berdoy e cols., 2000). De fato,
estudos realizados em 1979, demonstraram que o0 Toxoplasma prejudica o
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aprendizado e a memdria em camundongos, além de alterar mudan¢cas no
comportamento nestes animais e em ratos (Witting, 1979; Webster, 2007).

Nos dUltimos anos houve um progresso considerdvel em relagdo ao
desenvolvimento de vacinas contra toxoplasmose, baseada na cepa viva atenuada
S48, de uso veterinario (Stanley e cols., 2004). Vacinas sao caras, causam efeitos
colaterais e tem curto prazo de validade. Sendo vacinas preparadas a partir de
organismos vivos, elas podem sofrer reversao para cepas patogénicas e, portanto
ndo sdo aplicadveis a humanos. Além disso, os cistos ndo sdo estruturas estaticas;
eles regularmente se rompem ou rompem as células hospedeiras liberando parasitos
gue reinvadem outras células (Dubey, 1997; Dubey e cols., 1997) e podem dar inicio
a uma resposta inflamatoria, resultando na formacéo de nddulos gliais no cérebro do
hospedeiro (Weiss e Kim, 2000).

Alguns experimentos tém demonstrado que vacinas de DNA, que se baseiam
na injecdo de um plasmideo de DNA no hospedeiro, passando assim as células a
produzir a proteina codificada, poderdo vir a ser utilizadas em humanos de
(metodologia relativamente nova e que envolve a). Este tipo de vacina induz
resposta imune humoral e celular em modelos murinos (Dtugoriska e cols., 2007,
Menzies e cols., 2008). Imunizacdo de camundongos com plasmideo codificando o
gene SAGL1 (Pit SAG1) levou a uma protecao de 80-100% (Nielsen e cols., 1999). As
proximas vacinas de DNA deverdo considerar a regulagdo estagio-especifica da
imunidade contra o Toxoplasma para prevenir e/ou reduzir a formacao de cistos nos

hospedeiros intermediarios (revisto por Boophale, 2003).

4. T. gondii e a célula hospedeira: invasdo e formagdo do vacuol o
parasitéforo

Patdégenos obrigatoriamente intracelulares permanecem confinados num nicho
(vacuolo parasitéforo) dentro da célula hospedeira, que lhes assegura fonte de
nutrientes e protecdo, evitando contato com o sistema imune do hospedeiro.
(Coppens e cols., 2006).

Esta situacdo enigmatica de viver em um vacuolo que nao é interceptado pelo
sistema endocitico da célula hospedeira € a realidade do T. gondii. ApGs a invasao,
0 parasito exclui ativamente uma série de proteinas da membrana da célula
hospedeira, inserindo proteina secretadas pelas roptrias e pelos micronemas
formando uma membrana vacuolar hibrida (Joiner and Roos, 2002).
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Membros do filo Apicomplexa infectam células por processos que requerem
uma sequéncia coordenada de eventos moleculares durante a sua interagdo com a
célula hospedeira: ligagdo receptor-ligante, transducdo de sinais, mobilizacdo do
motor actina-miosina, regulagdo da exocitose das organelas secretoras e
modificacdo proteolitica das proteinas de superficie do parasito. Varios detalhes da
invasado diferem amplamente a depender do género, espécie, estagio evolutivo e
célula hospedeira, mas os mecanismos basicos sao provavelmente conservados no
filo (revisto em Carruthers e Blackman, 2005).

As etapas de adesao e invasdo na célula hospedeira sdo estratégias cruciais
para o T. gondii estabelecer a infeccdo. A penetracdo do parasito requer que seu
polo anterior (condide) entre em contato com a superficie da célula hospedeira para
desencadear a invaginacdo da membrana celular. A invaséo (15 - 17 segundos)
acontece de uma maneira muito mais rapida que a fagocitose (120 segundos), o que
sugere participacdo ativa do parasito neste processo (Nichols e cols., 1981). O
processo de entrada comeca com o deslizamento do parasito, que utiliza uma
adesao reversivel para migrar por sobre a superficie da membrana plasmatica,
estabelecendo assim uma intima associacdo com a célula hospedeira (Carruthers e
Sibley, 1997; Mordue e cols., 1999; Alexander e cols., 2005).

As proteinas adesivas dos micronemas em T. gondii (Wan e cols., 1997) em
conjunto com outras proteinas, formam complexos adesivos que contém diversas
moléculas semelhantes as integrinas, EGF, trombospondinas e lectinas que
reconhecem receptores na superficie de diversas células, como heparan sulfato,
proteoglicanas e lamininas (revisto em Tuckwell e Hamphries, 1993 e Haas e Plow,
1994). Cada complexo possui pelo menos uma proteina capaz de se ligar a
receptores da célula alvo. Parte a destes complexos funcionaria na movimentagao
do parasito através das barreiras teciduais, enquanto outros estariam envolvidos na
penetracdo dentro da célula hospedeira, possibilitando o reconhecimento pelo
parasito de uma variedade maior de receptores e amplificando assim sua gama de
hospedeiros (Carruthers, 2002).

Alexander e cols. (2005) descreveram a secre¢do coordenada das roptrias e
micronemas durante o processo de invasao, identificando um complexo de quatro
proteinas: TJAMA1, RON2, RON4 e a Ts4705. Pelo menos duas destas proteinas, a
TgAMA1l e a RON4, interagem no processo de entrada, localizando-se em uma

constricdo denominada juncdo moével (JM), uma estrutura em forma de anel, onde as
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membranas do parasito e do hospedeiro ficam em intimo contato (Alexander e cols.,
2005) (Esquema 4).

O modelo mais aceito € que o parasito entre em contato com o citoesqueleto da
célula hospedeira por esta JM, excluindo proteinas da membrana plasmatica da
mesma e dando inicio a formacdo da membrana do vacuolo parasitéforo (MVP)
(Mordue e cols., 1999; revisto em Boothroyd e Dubremetz, 2008).

A Unica circunstancia em que as roptrias liberam seu conteddo é durante o
processo de invasdo da célula hospedeira. Ainda ndo se sabe o que dispara tal
secrecdo, mas evidentemente este processo € dependente de um reconhecimento
direto entre a regido apical do parasito e moléculas da célula hospedeira. Essas
proteinas, uma vez secretadas, apresentam diversos destinos como: (i) localizacdo

na JM ou (ii) formacéo de vesiculas no [imen do VP.

AMA1

Nucleo

MPdo
hospedeiro

MVP

NMirrnnama

Conteudo
roptria

(Modificado por Gomes (2006) de Alexander e cols., 2005)

Esquema 4: Representacdo esquematica da invasdo do Toxoplasma: destaque para a
representacdo da jungdo movel (JM) e da membrana do vaculolo parasitéforo (MVP). A proteina
secretada pelos micronemas TgAMAL1 (verde) é liberada na superficie da célula hospedeira,
estabelecendo uma forte associagdo com a sua MP juntamente com a secrecao da RON4 (vermelho).
As RON4 constituintes das roptrias sdo detectaveis no vacuolo inicial j& no interior da célula
hospedeira. JM é entdo estabelecida e os micronemas cessam a secre¢do. As RON4 migram para a
porcao final posterior do parasito sob a forma de anel, juntamente com a constricdo da JM e somente
elas sdo encontradas no "ponto final” do estabelecimento da jungéo entre as membranas do vaculolo

parasitoforo e da célula hospedeira.
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5. Tropismo celular e estagio conversdo do  Toxoplasma

O T. gondii é reconhecido como um dos parasitos oportunistas mais comuns do
sistema nervoso e das fibras musculares esqueléticas em individuos contaminados
pelo virus HIV (Luft & Remington, 1992; Gherardi e cols., 1992; Biggs e cols., 1995).
Alguns autores consideram o Toxoplasma como um parasito neurotréfico, uma vez
qgue encefalites severas séo freqiientemente um sintoma clinico da doenca (Dubey,
1997). No entanto, até o0 momento o tropismo celular dos taquizoitos nao foi bem
caracterizado in vivo (revisto em Boothroyd e Dubremetz, 2008). Por outro lado, em
carneiros, ovelhas, porcos, cavalos e vacas, cistos teciduais sdo encontrados com
mais freqiéncia na musculatura esquelética do que no tecido nervoso (Dubey,
1980b, 1982, 1983, 1984, 1985; Thorne & Sharma, 1980; Dubey, Murrel & Fayer,
1984; Dubey e cols., 1986). E provavel que exista uma predilecdo por parte do
parasito em formar cistos no musculo estriado (Guimardes e cols., 2008) e no
sistema nervoso central, sendo estas células alvo na fase crénica da doenca (Dubey
e cols., 1998; Luder e cols., 1999).

A diferenciacdo é um processo fundamental em organismos vivos, sendo
essencial para organismos multicelulares e também comum em unicelulares, sendo
neste caso um fenémeno temporal sempre associado a alteragdes no meio ambiente
e envolvendo a passagem de um estagio para outro. No caso de parasitos
protozoérios, esta diferenciacdo € freqientemente um processo obrigatorio que
distingue estagios no ciclo de vida, requerido para multiplicacdo, transmissdo entre
hospedeiros e sobrevivéncia nos mesmos (Dziersszinski, 2004).

A diferenciagcdo das diversas formas infectivas durante o ciclo de vida do
Toxoplasma esta representada no Esquema 5. A diferenciacdo de formas taquizoitas
para bradizoitas é fundamental para o desenvolvimento de cistos teciduais e o
encistamento é um passo chave, que permite a manutencdo do parasito dentro do

hospedeiro por um longo periodo (Frenkel, 1973; Weiss e Kim, 2000).
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Esquema 5. Linhas possiveis de desenvolvimento e estagio dife renciacdo que podem
ocorrer entre as diversas formas infectivas durante o ciclo de vida do Toxoplasma . As setas
verdes mostram as possiveis conversdes, enquanto as setas em vermelho, direcdes de

conversdes que ndo parecem ser possiveis.

Pouco se sabe sobre os mecanismos que levam ao encistamento tecidual ou
sua reativacao, apesar dos cistos serem de grande importancia na fisiopatologia da
toxoplasmose. Estudos in vitro tém sido desenvolvidos demonstrando a cistogénese
em culturas celulares (Hoff e cols., 1977; Jones e cols., 1986; Dardé e cols., 1989;
Lindsay e cols., 1991; McHugh e cols., 1993; Lindsay e cols., 1993; Ricard e cols.,
1999; Guimardes, 2002). A maioria destes estudos tem sido realizada com
linhagens celulares e utilizando condicbes de estresse que objetivam mimetizar a
resposta imune do hospedeiro (Bohne, 1996), como pH alcalino, drogas, altas
temperaturas (Bohne e cols., 1993, 1994, Soéte e cols., 1994; Gross & Pohl, 1996,
Ferreira-Da-Silva e cols., 2008) e possibilitam a analise da interconversdo entre
bradizoitos e taquizoitos (Soéte e cols., 1993; Bohne e cols., 1994; Soéte e cols.,
1996; Lane cols., 1996; Guimaraes e cols., 2008).

Ha consideraveis mudancas no Toxoplasma durante o processo de estagio
diferenciacao, referente a: (i) alteracdes na superficie do parasito, (ii) alteracdes no

metabolismo do parasito e (iii) inducédo de genes associados a resposta de estresse



13

(revisto em Bohne e cols., 1999). Os antigenos de superficie SAG1 e SAG2

desaparecem ao longo da diferenciacdo, ndo sendo muito clara a funcdo biolégica

destas alteragBes na expressdo de moléculas de superficie do parasito. A mudanca

da forma replicativa rapida dos taquizoitos, que requer alto consumo de energia,

para bradizoitos que se multiplicam lentamente também é acompanhada por uma

alteracao no metabolismo do parasito, ocorrendo um armazenamento de energia sob

forma de grénulos de amilopectina, numerosos em bradizoitos e muitas vezes

ausentes em taquizoitos (revisto em Bohne e cols., 1999).
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Esquema 6: Comparagédo esquematica ultra-estrutural das formas
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(Reproduzido e adaptado de Dubey e cols., 1998)
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milopectina. Por outro lado,
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6. A célula muscular esquelética

6.1. Biologia celular e molecular da miogénese

Os masculos esqueléticos sdo 6rgaos especializados na producgéo de forca e
que consistem em uma populacdo heterogénea de células multinucleadas e
miofibras estriadas envolvidas por um tecido conectivo (Willians e cols., 1989,
Tortora e cols., 2003). As fibras musculares esqueléticas sdo células altamente
diferenciadas, formadas em varias regides do corpo, tendo como precursor celular
0s mioblastos (Buckingham, 1994). Estes se fundem e formam longos e
multinucleados miotubos, que se organizam em miofibras (Esquema 7) produzindo
proteinas musculo-especificas, envolvidas com a organizacdo de organelas e da
membrana plasmatica dos mioblastos (Lu e cols., 2001). O musculo esquelético é
altamente vascularizado com o objetivo de fornecer os nutrientes essenciais para as

funcdes musculares (revisto em Sophie e cols., 2003).

Um grupo de fatores transcricionais, os chamados fatores reguladores
miogénicos (MRFs), s&o criticos para a determinagdo e diferenciacdo terminal do
musculo esquelético. Os MRFs sdo a MyoD1 (diferenciagdo miogénica 1), Myf5
(fator miogénico 5), miogenina e MRF4 (também conhecido como Myf6, fator
miogénico 6), que juntos com proteinas da familia MEF2 coordenam a expressao de
genes durante a miogénese. Cada um desses genes regula a expressado do outro.
Em aves, o primeiro gene a ser expresso em células precursoras é o myoD, seguida
da expressdo de myf-5. No entanto, em mamiferos, ocorre o contrario, sendo a
expressao de myf-5 anterior a expressdo de myoD (Pownall e cols., 2002; revisto
em Berkes e Tapscott, 2005). Estes fatores reguladores juntamente com outros,
denominados estimuladores (fatores de crescimento), ativam a migracao celular e o
programa de diferenciacdo (Esquema 5) através da inducado da transcricdo de genes
musculo-especificos, tanto regulatérios quanto estruturais (Buckingham e cols.,
2003).

A expressdao de MyoD e Myf5 é uma etapa fundamental e resulta no

comprometimento de células do somito em linhagens miogénicas, enquanto a
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miogenina desempenha importante papel na diferenciacdo de mioblastos (revisto por
Berkes e Tapscott, 2005) (Esquema 8).

Mioblasto quiescente
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Modificado de Sanger e cols., 2006.

Esquema 7 : Miogénese: Desenvolvimento inicial do masculo esquelético a partir de
células mioblastos que ap6s ativacdo, multiplicam-se e fusionam-se dando origem a
miotubos jovens. Miocitos (mioblastos aptos a fusdo) continuam se fusionando ao

miotubo inicial, formando miotubos maduros e posteriormente miofibras.
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Esquema 8 : Representagéo esquematica da miogénese em embrides. Direcionamento
de progenitores da célula muscular esquelética no programa miogénico com expressao

de Myf5 e MyoD, genes de determinacdo miogénica.

6.2. Cultura Primaria de Células Musculares Esqueléticas

O cultivo priméario de células musculares esqueléticas em monocamadas foi
iniciado no inicio da década de 60 utilizando embrides de pinto (Konigsberg, 1963;
revisto em Yaffe,1973). Células musculares esqueléticas podem ser cultivadas a
partir de uma grande variedade de espécies de insetos, aves e de mamiferos.
Culturas primérias de tecidos embrionarios sdo obtidas por dissociagbes mecanicas,

enzimaticas ou pela conjugacdo de ambas as técnicas (Konigsberg e cols., 1978) e
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cultivadas em meio suplementado com soro (soro de cavalo, fetal bovino, extrato
embrionério). Esses agentes sdo indutores da atividade mitética, facilitam a adesao
celular as superficies e sao estimuladores da fusdo de membranas (De Haan, 1965;
De Lucca, 1966). A adicdo de calcio no meio de cultura é fundamental para o inicio
do processo de fusado celular (Shainberg e cols., 1969).

Durante a dissociacdo enzimatica do tecido muscular, sdo isolados pelo menos
trés tipos celulares mononucleados: fibroblastos, mioblastos e miofibroblastos.
Algumas manobras séo utilizadas ao longo do cultivo objetivando enriquecer a
populacdo de mioblastos e diminuir a de fibroblastos. A sequéncia de eventos
morfofuncionais caracteristicos da miogénese esquelética é: mioblastos, mioblastos
competentes para fusdao (midcitos), miotubos jovens, miotubos maduros e miofibra
(revisto em Inestrosa, 1982). O musculo diferenciado é caracterizado pela presenca
de células multinucleadas nao divisiveis (miotubos e miofibras) formadas pela fuséo
dos mioblastos. Tem sido demonstrado que a fusdo é dependente da composicdo do
meio e da densidade celular (Linkhart e cols., 1981), ocorrendo num periodo de 5-6
h apés o plaqueamento e somente entre 0s mioblastos que ja tenham passado pelas
mudancas especificas do desenvolvimento, in vitro.

Linhagens celulares de mioblastos tém sido obtidas a partir de tecido muscular
de rato (L6 e L8) e camundongo (C12). Esses mioblastos, ap6s um periodo de
multiplicacao in vitro requerem uma mudanca de concentracdo de soro em seu meio
e para que ocorra o disparo da diferenciagdo miogéncia e consequente formacgéo de
miotubos (Yaffe, 1968; Yaffe e Saxel, 1977).

A escolha do modelo de células musculares esqueléticas (CME), proposto por
Nnosso grupo durante o estudo da interacdo do T. gondii-célula hospedeira (Monteiro-
Leal e cols., 1998; Andrade e cols., 1998; Andrade e cols., 1999; Barbosa e
cols.,1998, 1999, 2000; Andrade e cols., 2001; Barbosa e cols., 2001; Guimaraes,
2002; Rodrigues e cols., 2001; Barbosa e cols., 2005; Guimarées e cols., 2008) e
utilizado na presente tese, baseia-se em dados iniciais in vivo, 0s quais
demonstraram que a cistogénese é prevalente nos tecidos neurais e musculares,
tanto cardiaco quanto esquelético (Jacobs, 1967; Mehlhorn e Frenkel, 1980; Dubey,
1988; Frenkel, 1990). Além disso, esta escolha se justifica: (i) pela importancia das
CME como uma das células alvo, onde o parasito se aloja durante a fase crénica da
doenca, havendo evidéncias do isolamento de cistos em necropsias de musculo
esquelético em humanos (Remington & Cavanaugh, 1965), (ii) pelos relatos de

toxoplasmose muscular em pacientes com HIV demonstrando por técnicas de



18

imunocitoquimica e microscopia eletrénica a presenga do parasito nesse tecido
(Gherardi e cols., 1992); (iii) por considerarmos que a caracterizagdo e a
identificagdo de moléculas presentes na superficie de células transformadas e seu
comportamento frente ao parasito, podem nao refletr as mesmas interacoes
moleculares que ocorrem naturalmente durante o desenvolvimento da doenga, in
vivo; (iv) pelos nossos recentes resultados, demonstrando a ocorréncia de
cistogénese espontanea na célula muscular esquelética, possibilitando uma anélise
molecular da conversédo de bradizoitos e reativagdo de cistos, sem a interferéncia de
agentes quimicos ou fisicos (Guimaraes e cols., 2002; Guimaraes e cols., 2008), (v)
pelo muasculo infectado representar uma das principais vias de transmissdo da

infeccdo nos humanos, durante a ingestao de carne crua ou mal cozida.



OBJETIVOS



19

I OBJETIVOS
1. OBJETIVO GERAL
Estudar a conversao taquizoito-bradizoito durante a interacdo de T. gondii em

células musculares esqueléticas e em linhagens celulares.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1. Estabeler a miogénese de culturas primarias de CME in vitro, analisando a

expressdo génica de proteinas musculo especifico;

2.2. Monitorar comparativamente a conversao de taquizoitos para bradizoitos de
T. gondii em CME e em linhagens celulares de musculo e de fibroblastos;

2.3. Analisar a transcricdo génica de bradizoitos durante a infec¢do de T. gondii

em CME através de ensaios por gRT-PCR.



MATERIAIS E METODOS
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lll Materiais e métodos

Todos o0s experimentos foram executados de acordo com as Normas de
Seguranca estabelecidas pelo Comité de Etica para Uso de Animais da FIOCRUZ,
resolucdo 242/99, licenga sob o numero 0229-04 e pelas Normas Internacionais dos

cuidados na manipulacao de animais e agentes infecciosos.

1. Isolamento e cultura de células musculares esque léticas (Barbosa e
cols., 2000).

Fémeas de camundongos NMRI gravidas com 18 a 20 dias de gestacao foram
eutanasiadas por deslocamento cervical e em camara mortuaria contendo CO,,
seguido dos procedimentos cirlrgicos.

As fémeas foram colocadas em posicao ventral, o0 abdémen aberto e exposto o
atero contendo os embrides que foram retirados com auxilio de pincas e tesouras
estéreis e mantidos em solu¢cdo de Ringer (154 mM NaCl, 56 mM KCL, 17 mM
Na;HPO4 em solucédo aquosa) no gelo. Em seguida, as coxas dos embrides foram
retiradas e a pele que envolvia 0 membro posterior, assim como o tecido 6sseo e o
cartilaginoso, foram separados do material muscular de interesse.

Os musculos isolados foram transferidos para uma nova placa estéril
descartavel contendo solugdo de Ringer. O tecido muscular foi fragmentado (~ 5
mm?®) com auxilio de um bisturi e mantido em solucdo de Ringer e no gelo. Os
fragmentos foram transferidos para um Erlenmeyer de 50 ml contendo Ringer e os
musculos foram dissociados enzimética e mecanicamente de 5 a 7 vezes, 5 minutos
cada, em solucdo de PBS contendo 0,05% tripsina e 0,01% EDTA. A cada
dissociacdo, uma aliquota da solucdo foi monitorada ao microscopio 6ptico,
objetivando avaliar o efeito da tripsinizacdo sobre o tecido, o numero de células
isoladas, sua refringéncia e viabilidade celular.

A dissociacao do tecido foi interrompida pela adicdo de 10% soro fetal bovino
em meio modificado Dulbecco (DMEM) a 4C. A solu¢do contendo células isoladas
foi centrifugada e ressuspensa em meio com 15% de soro de cavalo, 2% de soro
fetal bovino, 1 mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina e 100 ug/ml estreptomicina. As
células foram plaqueadas em garrafa de cultivo celular, incubadas por 30 min a 37C
em atmosfera de 5% de CO,. A seguir foi utilizado o plagueamento sequencial,

visando diminuir o nimero de fibroblastos do pool final de células e enriquecer a
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cultura de mioblastos. Esta manobra se baseia no fato de que os fibroblastos
apresentam uma velocidade de adesdo ao substrato mais rapida do que os
mioblastos, facilitando entéo, a purificacdo da cultura. Apés 30 min, o sobrenadante
rico em mioblastos foi recolhido e centrifugado novamente e cultivado em placas.
Para andlise das amostras por imunofluorescéncia 3 x 10* mioblastos foram
cultivados em placas de 24 poc¢os, enquanto para 0s ensaios de extracdo de RNA,
10 x 10%/poco de mioblastos foram cultivados em placas de 6 pocos.

Visando manter as células bem aderidas as superficies de cultivo e a obtencéo
de culturas de longo termo, as superficies plaqueadas foram previamente revestidas
“overnight” com 0,5 mg/ml poli-ornitina em solugdo de 150 mM tampé&o borato de
sédio, pH 8,3 e entdo revestidas com 15 pg/ml de laminina em PBS por pelo menos
6 horas. As culturas foram mantidas a 37T por 4-5 dias para permitir a miogénese.

2. Manutencdo e diferenciagdo de linhagem de miobla sto de rato
(L6.C10)

A linhagem de mioblasto de rato L6.C10 foi obtida da Colecdo Européia de
Culturas de Células Animais (European Collection of Animal Cell Cultures, Salisbury,
UK). Os mioblastos foram mantidos subconfluentes cultivando 2 x 10° células em
garrafas de 75 cm® em DMEM com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibiéticos.

Quatro diferentes meios foram testados para analisar a capacidade de indugao
miogénica da linhagem de mioblastos (processo de fusao e formacédo de miotubos):
() DMEM,; (i) DMEM + 2% SFB; (iii) DMEM + 2% soro de cavalo e, (iv) DMEM +
10% SFB. As culturas foram analisadas ao longo do tempo, com inicio apés as
primeiras 24 h de cultivo celular até o 10° dia de plaqueamento, monitoradas ao
microscopio de contraste de fase considerando-se a evolucdo da diferenciacdo
miogénica. As imagens foram capturadas utilizando o programa Axion Vision 4.5
(Zeiss).

3. Cultura de linhagem de fibroblasto de camundongo (L929)
Fibroblastos de camundongo da linhagem L929 foram mantidos regularmente

em placas de 6 pocos e cultivados em DMEM contendo 10% SFB, 1 mM de piruvato

de sodio, aminoacidos ndo essenciais, penicilina e estreptomicina. As células foram
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plagueadas em placas de 24 pocos para realizacdo dos ensaios de estagio-
conversao.

4. Cultivo do Toxoplasma e infeccao das células

Taquizoitos da cepa NTE avirulenta tipo Il de T. gondii foram mantidos em
células L929 como células hospedeiras. A co-cultura foi cultivada em meio RPMI
contendo 1% SFB e 1% de antibidtico, e os parasitos foram coletados logo apds a
iniciacdo do processo de lise dos fibroblastos. Para infec¢do das células musculares
e dos fibroblastos, o sobrenadante das culturas de células L929 rico em taquizoitos
foi coletado e centrifugado a 35 x g por 5 min para isolar possiveis debris celulares.
O sobrenadante foi entdo centrifugado a 1350 x g por 10 min, ressuspenso em meio
DMEM suplementado com 10% SFB e 1% de estreptominicina/ penicilina.

Cultura primaria de células musculares esqueléticas, cultura de linhagem de
mioblasto L6.C10 e os fibroblastos foram infectados com taquizoitos de T. gondii
numa razdo parasita-célula hospedeira de 1:1 e mantidos em seus respectivos

meios de cultura.

5. Ensaios de immunofluorescéncia

5.1. Monitoramento da diferenciacdo das células mus  culares in vitro

Com o objetivo de identificar proteinas musculo especificas e a formacao de
miotubos multinucleados ao longo do processo de diferenciagdo muscular in vitro,
células musculares esqueléticas foram cultivadas em laminulas de vidro,
previamente revestidas por laminina, e fixadas por 5 minutos com uma solugéao de
4% paraformaldeido em 0.1 M de solucdo tampéo cacodilato de sédio apos 1, 2, 4 e
6 dias de cultivo. Em seguida, as culturas foram lavadas por 10 min em solucao 50
mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e permeabilizadas com 0,1 mg/ml saponina em PBS
contendo 1% albumina bovina de soro (BSA) 3 vezes por 10 min. As células foram
incubadas com 2 e 5 pg/ml de anticorpo anti-desmina e anti-MyoD (BD Biosciences,
Heidelberg, Alemanha) por 1 h a 25T ou entdo ou “overnight” a 4C, lavadas 3x
novamente com solucdo de 0,1 mg/ml saponina em PBS e entdo incubada com
anticorpo secundario Cy3. As laminulas contendo monocamada de células

musculares foram montadas em 10 pl/ml Mowiol e analisadas com um microscépio
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confocal a laser (Modelo TCS SP2, Leica, Heidelberg). Controles negativos foram

realizados para cada um dos marcadores.

5.2. Monitoramento da diferenciagdo dos parasitosi  n vitro

Visando acompanhar a estagio conversdo de taquizoitos em bradizoitos ao
longo de uma cinética, células infectadas com T. gondii foram fixadas com uma
solucdo de 4% paraformaldeido em 0,1 M de solucdo tampé&o cacodilato de sodio.
As células foram lavadas por 10 min em solugcédo de 50 mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e
entdo permeabilizadas por 1 h em solucdo de PBS contendo 0,1 mg/ml saponina e
1% albumina de soro bovino (BSA). ApGs esta etapa, as células foram incubadas
simultaneamente com o anticorpo monoclonal CC2 produzido em rato, que
reconhece bradizoitos (Gross e cols., 1995) e com um anticorpo policlonal anti-
Toxoplasma feito em coelho, por 1 hora. Em seguida as células foram lavadas 3x
novamente com solucdo de 0,1 mg/ml saponina em PBS e incubadas
simultaneamente com o anticorpo secundario Cy2 anti-rato e Cy3 anti-coelho. As
monocamadas de células foram montadas em Mowiol, analisadas por um
microscopio confocal de varredura a laser e o percentual de vacuolos contendo
bradizoitos foi determinado contando-se aleatoriamente 100 vacuolos parasitoforos
por laminula em um microscopio de fluorescéncia (Modelo DM R, Leica, Heidelberg).

6. Andlises por PCR quantitativo e semiquantitativo (q RT-PCR)

6.1. Da expressao genes-musculo especificos

Com o objetivo de determinar a diferenciacdo miogénica das células
musculares esqueléticas in vitro, 0 RNA de total de culturas priméarias de musculo
esquelético foi isolado apés 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 10 dias de cultivo. Dez nanogramas de
cDNA por amostra foram usados como “template” para realizacdo do PCR semi
guantitativo (Termociclador modelo T3, Biometra, Géttingen), utilizando os pares de
primers musculo-especifico para Myf-5 e MyoD, e {8 actina como house keeping
gene, listados na Tabela 1. Cada produto de PCR foi misturado a um tampéao de
corrida (98% formamida, 10mM EDTA, 0,05% azul de bromofenol e
0,05%xilenocianol), separado em gel em 1% agarose e visualizados utilizando
brometo de etidio. Em todas as reacdes de PCR foram utilizados controle negativo,

constituido por todos os reagentes presentes na reacdo e isento de DNA.
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6.2. De genes-estagio especifico do Toxoplasma

Para andlise da expressdo de genes estagio-especificos do Toxoplasma, RNA
total foi isolado das culturas infectadas utilizando o kit GenElute Miniprep (Sigma,
Deisenhofen, Alemanha). ApOs transcricdo reversa, diluicbes seriadas de cDNA
foram amplificadas por PCR quantitativo em tempo real em um LightCycler com
SYBR Green FastStart DNA Master™ s (Roche, Mannheim, Alemanha) utilizando os
primers especificos de T. gondii, ENO2 e ENOLI, e a tubulina como house keeping
gene. Em todas as reacgdes de PCR foram utilizados controle negativo, constituido
por todos os reagentes presentes na reacao e isento de DNA.

Os dados foram analisados utilizando-se o programa REST-MCS 2006 (Pfaffl e
cols., 2002). A expressdao relativa dos genes foi calculada entre as cinéticas de 4 h
de infeccdo (controle) e 1 dia, 2, 4 e 6 dias apds infeccdo (amostras), utilizando a
seguinte férmula matematica:

Raz&0 = (Egene aIVO)ACPalvo(controle-amostra) J(Egene de referéncia)ACPref(controle-amostra)

onde, o gene de referéncia foi 0 gene para tubulina e os genes alvos foram o
ENO1 (bradizoito especifico) e o0 ENO2 (taquizoito especifico). AC é referente aos
valores de “crossing point” dos tempos 1, 2, 4 e 6 dias apos infec¢do (amostras) em
relagéo ao tempo de 4 h (controle).

TABELA 1: Tabela de sequéncias de “primers”

SEQUENCIAS DOS PRIMERS

a tubulina forward 5-CGCCACGGCCGCTACCTGACT-3;

a tubulina reverse 5-TACGCGCCTTCCTCTGCACCC -3
ENO2 forward 5-AGCGGCGCATCCACTGGCATCTAC-3';
ENO2 reverse 5-AACGGGACGGGCATTACCATCTTG-3';
ENO1 forward 5-CGAGGGGTGGCTGAAAAAGTATCC-3;
ENOL1 reverse 5-CAGCGAAGGCCCACGACAAG-3..

Myf5 forward 5-TGAGGGAACAGGTGGAGAAC-3

Myf5 reverse 5-AGCTGGACACGGAGCTTTTA-3
MyoD1 forward 5-TACCCAAGGTGGAGATCCTG-3
MyoD1 reverse 5-CATCATGCCATCAGAGCAGT-3

B actina forward 5-GATGACCCAGATCATGTTTGAGAC-3’

B actina reverse 5-TGCTCGAAGTCTAGAGCAACATAG-3
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7. Estagio conversao do Toxoplasma induzido por est resse exogeno

7.1. Inducdo da estagio conversao por aumento do pH e ausénciade CO

CMEs e linhagem de mioblasto de rato (L6.C10) foram cultivadas em placas de
24 pocos, infectadas numa relacdo 1:1 célula hospdeira-parasita e mantidas em
meio de diferenciacéo para toxoplasma, em meio ajustado para pH 8,1, pH 7,8 e pH
7,6 (utilizando pHmetro Modelo 766, Calimatic, Knick, Berlin). As culturas foram
mantidas em estufa a 37°C na auséncia de CO ; e apds 24 e 48 h de interagédo foram
fixadas por 5 minutos com uma solucdo de 4% paraformaldeido em 0.1 M de
solucdo tampdo cacodilato de sédio apds 1, 2, 4 e 6 dias de cultivo. As culturas
foram lavadas por 10 min em solugdo 50 mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e
permeabilizadas com 0,1 mg/ml saponina em PBS contendo 1% BSA 3 vezes por 10
min. Apds esta etapa, as células foram incubadas simultaneamente com o anticorpo
monoclonal CC2 produzido em rato, que reconhece bradizoitos (Gross e cols., 1995)
e com um anticorpo policlonal anti-Toxoplasma feito em coelho, por 1 hora. Em
seguida as células foram lavadas novamente 3 vezes com solucdo de 0,1 mg/ml
saponina em PBS e incubadas simultdneamente com o anticorpo secundario Cy2
anti-rato e Cy3 anti-coelho, montadas em 10 pl/ml Mowiol e analisadas com um
microscoépio confocal a laser (Modelo TCS SP2, Leica, Heidelberg).

7.2. Inducao do estagio conversdo com IFN gama em  presenca de LPS

Para o estudo da acdo de citocinas na inducdo da diferenciagdo do
Toxoplasma, CMEs foram infectadas e mantidas em meio de cultura contendo
100U/ml IFN-gama em presenca de 1 pg/ml. As culturas foram infectadas numa
relacdo 1:1 (célula hospedeira-parasita), fixadas apos 4 h, 1, 2, 4 e 6 dpi, lavadas
por 10 min em solugcdo 50 mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e permeabilizadas com 0,1
mg/ml saponina em PBS contendo 1% BSA 3 vezes por 10 min. Em seguida, as
células foram processadas como descrito anteriormente: incubadas
simultaneamente com o anticorpo monoclonal CC2 produzido em rato, que
reconhece bradizoitos (Gross e cols., 1995) e com um anticorpo policlonal anti-
Toxoplasma feito em coelho, por 1 hora, lavadas novamente 3 vezes com solugao
de 0,1 mg/ml saponina em PBS e incubadas simultaneamente com o anticorpo
secundario Cy2 anti-rato e Cy3 anti-coelho, montadas em 10 pl/ml Mowiol e
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analisadas com um microscopio confocal a laser (Modelo TCS SP2, Leica,
Heidelberg).



RESULTADOS
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IV. Resultados
1. Estabelecimento da miogénese de culturas primari  as de CME.

1.1. ApGs analise por microscopia de contraste de f  ase

A diferenciagdo miogénica de mioblastos obtidos de embribes de
camundongos NMRI foi observada apés o cultivo das células em meio condicionado
para cultura primaria de células musculares. O referido meio tem a suplementacgéo
de 15% de soro de cavalo e 2% soro fetal bovino, induzindo altera¢des morfologicas
caracteristicas da diferenciacdo, reveladas por microscopia de contraste de fase
(Fig. 1a-b). Inicialmente (2-3 dias), observa-se a adesao das células ao substrato e
um alto percentual de células bipolares, tipica morfologia de mioblastos (Fig. 1a-b).
Neste periodo é evidente a atividade proliferativa dos mioblastos (Fig. 1b). Com o
aumento do numero de células, ap6s 3-4 dias ha alinhamento progressivo dos
mioblastos, tendo inicio a fusdo de miocitos, com a formagdo de miotubos jovens
contendo 2-3 nucleos (Fig. 2a). A figura 2b mostra miotubos maduros,
multinucleados, de diversos tamanhos e calibres dispostos paralelamente, apds 6-7
dias de cultivo. Além disso, contracbes espontaneas dos sincicios foram

regularmente observadas e documentadas por videomicroscopia.

1.2. Por microscopia de fluorescéncia

O monitoramento da expressado da génica de MyoD (proteina especifica do
musculo) permitiu observar marcagdo positiva logo apos 24 h de plagueamento,
estando presente no nucleo de células mononucleadas (Fig. 3a). A expressdo de
desmina foi visualizada em células ainda arredondadas no mesmo periodo de
cultivo, distribuida na periferia das células e em torno do nuacleo (Fig. 3b). A
diferenciacdo miogénica plena (4-5 dias) foi observada pela presenca de multiplos
miotubos maduros com 10-20 nucleos por sincicio apresentando uma forte reacao
nos nucleos para o fator de transcricdo MyoD (Fig. 3c). Culturas apos 4-5 dias de
plagueamento, expressavam desmina em seu citoplasma com maior concentracao

nas extremidades das células e em torno do nucleo (Fig. 3d).

1.3. Monitoramento da expressao génica de proteinas musculo
especifico de culturas primarias de CME  por RT-PCR.

A andlise por RT-PCR de RNA total de culturas primarias mostrou a cinética
da expressdo de genes especificos que desempenham um papel crucial na



Figura 1: Imagens de culturas de células musculares por microscopia de contraste
de fase mostrando estagios iniciais da miogénese.

A: CME apés 2 dias de plagueamento nota-se o espalhamento dos mioblastos,
adquirindo a forma bipolar e inicio de alinhamento celular. Barra: 100um

B: Ap6s 3 dias de cultivo observa-se o0 processo de adesdo dos mioblastos ao
substrato, intensa atividade proliferativa dos mioblastos e inicio de fusdo dos

midcitos. Barra: 200um
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Figura 2: Imagens de culturas de células musculares por microscopia de contraste

de fase mostrando a miogénese.

A: Diferentes aspectos da cultural mostrando no quadrante superior direito uma
monocamada de células alinhadas e no quadrante central células diferenciadas
formando miotubos jovens (2-3 nucleos). Barra: 100um

B: Cultura muscular de longo termo, altamente diferenciada, mostrando varios feixes

de miotubos paralelos e organizados. Barra: 200um
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Figura 3: Culturas de células musculares expressando MyoD e desmina proteinas-

musculo-especificas ao longo da miogénese, por microscopia confocal a laser.

A: Reacédo positiva para MyoD logo apés 24 h de plagueamento, estando presente

no nucleo de células mononucleadas.

B: Reacdo positiva para desmina visualizada em células ainda arredondadas, no

mesmo periodo de cultivo, distribuida na periferia das células e em torno do nucleo.
C: Diferenciagdo miogénica plena (4-5 dias) observada pela presenca de multiplos
miotubos maduros com 10-20 nucleos por sincicio apresentando uma forte reacao
nos nucleos para o fator de transcricdo MyoD.

D: Expressao de desmina apds 4-5 dias de plagueamento, no citoplasma de CME,
mostrando uma maior concentracdo nas extremidades das células e em torno do
nacleo.

E: Controle negativo da reacao para MyOD.

F: Controle negativo da reag&o para desmina.
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diferenciacdo de mioblastos a miotubos. Myf5 foi expresso apos 2 dias de cultivo
celular até 10 dias de monitoramento (Fig. 4). A expressdao de MyoD foi mais
acentuada entre os dias 5 e 6 dias com concomitante baixa regulacdo de Myf5
durante a miogenése, indicando claramente que o sistema estabelecido in vitro de
diferenciacdo de células musculares esqueléticas foi estabelecido com sucesso (Fig.
4). A expressdo génica da proteina B-actina foi utilizada como padrdo (controle
interno) e se mostrou constante ao longo do 10 dias de analise (Fig. 4).

2. Estégio conversdo taquizoito-bradizoito de  T. gondii em CME

2.1 Monitoramento da conversdo do Toxolasma por imunofluorescéncia

A infeccdo de células musculares esqueléticas com taquizoitos de T. gondii,
seu desenvolvimento intracelular e sua diferenciacdo foram monitorados a partir de
4h até o 6° dia pos-infeccdo. A analise foi feita p or imunofluorescéncia indireta
utilizando-se anticorpos antitoxoplasma (reconhece taquizoitos) e anti-CC2
(bradizoitos especificos). T. gondii se mostrou capaz de infectar as células
musculares esqueléticas, a julgar pela presenca de parasitos intracelulares apos 4 h
de infeccéo (Fig. 5a-c) e sua replicacdo foi observada ao longo das 24 h iniciais (Fig.
5d-f). No ponto inicial da infec¢do, os parasitos ndao reagiram com o anticorpo CC2
gue marcam especificamente vacuolos parasitéforos contendo bradizoitos, mas néo
taquizoitos (Fig. 5a). A incubacdo das células com o anticorpo policlonal anti-
Toxoplasma mostrou taquizoitos fortemente positivos (Fig. 5b). De forma notéavel,
apos 24 h de infeccdo, multiplos vacuolos contendo Toxoplasma foram reativos para
o anticorpo CC2 (Fig. 5d) indicando desse modo, o inicio da estagio converséo para
bradizoita (Fig. 5d-f).

Apds 24 h de infecgdo foram observados vacuolos parasitoforos adjacentes a
vacuolos contendo bradizoitos que ndo apresentavam qualquer reacdo e outros
pouco reativos ao anticorpo anti-CC2 (Fig. 5e-f). Este fato mostrou que estagio-
conversdo de T. gondii dentro de uma mesma célula hospedeira é um processo néo
sincronizado. Mais surpreendentemente, uma reacao heterogénea ao CC2 também
foi observada dentro de um anico vacuolo parasitéforo (VP) indicando que a cinética
de estagio conversdo também nao é sincrbnica no micro-ambiente da matriz
vacuolar (Fig. 5g-i).

Dois dias apo0s a infeccdo, a divisdo dos parasitos foi mantida e vacuolos

contendo 4 a 16 parasitas foram detectados dentro das células musculares



Figura 4: Analise da expressao dos genes myf5 e myoD por PCR semiquantitativo.
Visualizagéo por eletroforese dos produtos de PCR separados em gel de agarose e
visualizados pelo brometo de etideo. Expressdo de marcadores especificos para
célula muscular foram observados desde o 2°dia de cultivo celular até o 10° dia,
indicando claramente que o sistema in vitro de diferenciacdo de células musculares
esqueléticas foi estabelecido com sucesso. Atencdo para a expressao de myf5
prévia a de myoD, caracteristico do programa miogénico em mamiferos. M

(marcador de 100pb) e B-actina como house keeping gene. Controle negativo (CN).
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Figura 5: Estagio conversdo espontanea do T. gondii em culturas primarias de CME
na auséncia de fatores externos de estresse. Imagens mostrando o desenvolvimento
intracelular e a diferenciagdo dos parasitos, que foram monitorados desde as 4h até
0 6°dia pos-infeccao.

A-C: T. gondii se mostrou capaz de infectar as células musculares esqueléticas, a
julgar pela presenca de parasitos intracelulares apds 4 h de infec¢do. Os parasitos
ndo reagiram com o anticorpo CC2 que marcam especificamente vacuolos

parasitoforos contendo bradizoitos.

D-F: Apés 24 horas de infeccdo, multiplos vacuolos contendo Toxoplasma ja haviam
se tornado reativos para o anticorpo CC2 (Fig. 3d), indicando inicio de estagio

conversao para o estagio bradizoita (Fig. 3d-f).

G-I: Vacuolo parasitéforo com reacdo dupla para anticorpo anti-CC2 e para
Toxoplasma (Taquizoitos) demonstrando a presenca de vacuolos mistos.

J-O: Alta reatividade ao anticorpo CC2 com a matriz do VP contendo bradizoitos
dentro das células musculares esqueléticas, apds 4 dias (j-1) e 6 dias (m-0).
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esqueléticas (Fig. 5g-i) e a reatividade ao anticorpo CC2 com a matriz do VP
contendo bradizoitos foi bastante aparente (Fig. 5g,i), envolvendo um numero
crescente de vacuolos positivos. A quantificacdo de VP de Toxoplasma em células
musculares esqueléticas revelou um aumento proeminente do percentual de
vacuolos reativos ao anticorpo anti-CC2, ao longo do periodo de observacéo de 24 h
até o 6°dia. Apos 24 h de interacédo, 23,8 + 3,4% d os vacuolos foram CC2 positivos.
A conversao dos parasitos seguiu aumentando para 31,0 + 2,3%, apds 48h, 33,7 +
3,5% apds 96 h, alcancando 46,0 + 3,5% apos 144 h de infecgéo (Fig. 6).

2.2. Monitoramento da expressdo de genes Toxoplasma -estagio por
qRT-PCR.

Objetivando confirmar os dados obtidos de que o Toxoplasma prontamente se
diferencia para o estagio bradizoito em células musculares esqueléticas, a nivel
molecular, transcritos dos genes estagio especifico ENO1 e ENO2 foram
guantificados por RT-PCR em tempo real. A expressdao de ambos os genes foi
calculada relativa a expressdo do “house-keeping gene” o-tubulina visando
considerar o aumento de mMRNA devido a replicagdo do T. gondii ao longo do
tempo, além de considerar possiveis diferencas no isolamento de mRNA entre
diferentes amostras.

A expressao relativa do gene ENO2, especifico para o estagio taquizoita, ndo
alterou significantemente desde o primeiro dia de infeccdo até o sexto dia em
culturas priméarias de células musculares esqueléticas (Fig. 7). Em contraste, os
niveis de transcritos de ENOL1, especifico para o estagio bradizoita, continuaram a
crescer desde as 4 horas até o final da observacdo com o aumento mais
proeminente sendo observado aos 4°e 6°dia da infe c¢éo corrente (Fig. 7).

3. Monitoramento da diferenciacéo de células de lin  hagem de mioblasto
de rato

As células de linhagem de mioblasto de rato necessitam de um estimulo
transiente: meio de cultivo rico para um meio de cultivo com reducao de nutrientes,
desencadeando entdo, o processo de diferenciacdo celular. Uma andlise geral de
todos os meios e o0s parametros analisados para eleger o melhor meio de
diferenciacdo da linhagem de mioblastos pode ser vista na Tabela 2. Foram



Figura 6: Estagio conversao espontanea do T. gondii em culturas primarias de CME
na auséncia de fatores externos de estresse.

Quantificacdo de vacuolos contendo bradizoitos apos 4 até 144 horas de infeccao.
As barras representam a média dos experimentos com o desvio padrdo. Apés 24 h
de interacdo 23,8 + 3,4% dos vacuolos foram CC2 positivos. A conversdo dos
parasitos foi crescente 31,0 + 2,3%, apds 48h, 33,7 + 3,5% ap0ds 96 h, alcancando
46,0 £ 3,5% apos 144 h de infeccao
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Figura 7: Monitoramento da expressdo dos genes ENO1 e ENOZ2, Toxoplasma-
estagio especifico, por RT-PCR em tempo real.

A expressdo relativa do gene ENO2, taquizoito especifico, ndo alterou
significantemente desde o primeiro dia de infec¢do até o sexto dia em CME. J& os
niveis de transcritos de ENOL1, bradizoito especifico, continuaram a crescer desde as
4 horas até o final da observacdo. Aumento mais proeminente foi observado nos 4°
e 6° dias da infeccdo. A expressdo de ambos os genes foi calculada relativa a

expressao do “house-keeping gene” a-tubulina.
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Tabela 2: Analise geral das culturas apos 7 dias de incubacdo com meio
DMEM suplementado ou ndo com soro. Andlise do comportamento das cuilturas
segundo os parametros: proliferacao, viabilidade e diferenciagao celular.



Tabela 2: Meios de diferencia ¢ao utilizados para miogénese da linhagem L6.C10

37

Meio de cultivo 0% SFB 2% SFB 2% SC 10% FCS
Parametros
analisados
Proliferacéo + + + + + + + +
Viablidade celular + +++ +++ +4++
Diferenciacéo celular +4++ +++ ++ +

+=baixo; ++ = satifastoério; +++=ideal
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consideradas a proliferacdo, viabilidade e diferenciacdo celular. Apdés 2 dias de
cultura, os mioblastos mantidos somente em meio Dulbecco apresentaram alta
perda celular. Por outro lado, a formacdo de miotubos jovens mostrou-se imediata
nestas condi¢cdes apds 2 (Fig. 8a) e 4 dias (Fig. 8b) de inducédo da diferenciacao.
Apoés 7 dias, foi possivel observar o longo de toda superficie plagueada, miotubos
ainda jovens, em alinhamento celular e muitos mioblastos ainda sem entrar no
programa miogénico (Fig. 8c).

Os mioblastos mantidos em meio suplementado com 2% SFB apresentou,
apos 2 dias de cultivo nestas condi¢cdes, uma proliferacdo celular notavelmente
melhor que as mantidas em meio simples (Fig. 9a). Este fato proporcionou uma
maior proximidade das células e formacao de miotubos jovens (cerca de 2-3 nucleos
por sincicio) (Fig. 9b) e miotubos maduros, robustos de ramificados, apos 7 dias de
cultivo (Fig. 9¢).

A suplementacdo do meio Dullbecco com 2% soro de cavalo apresentou
também uma diminuicdo da multiplicacdo celular (Fig. 10a) e formacdo de poucos
miotubos apéds 4 dias inducdo da diferenciacdo (Fig. 10b). No 7°dia, as culturas ndo
apresentaram mudancas significativas, mantendo o nimero reduzido de miotubos
(Fig. 10c).

Os mioblastos mantidos em Dulbecco suplementado com 10% SFB, meio
padrao aplicado para manutencdo de rotina dos mioblastos, proporcionou uma
intensa atividade proliferativa das culturas ao longo de toda cinética ao longo dos 7
dias de observacao (Fig. 11a). Raros miotubos foram visualizados revelando uma
baixa miogénese (Fig. 11b). A intensa multiplicagéo celular levou a formacéo de
culturas densas, com alto percentual de mioblastos/midcitos, inapropriadas para a
proposta de nossos ensaios (Fig. 11c).

4. Monitoramento da conversdo de taquizoito-bradizoito de T. gondii em
linhagens celulares de musculo (L6C10) e de fibrob  lasto (L929)

Alta taxa de conversédo para o estagio bradizoito do T. gondii foi observada
apos infeccdo da linhagem de mioblasto de rato L6.C10 (Fig. 12a-0), que apresentou
cerca 26,1 + 3,5% de diferenciacdo taquizoito-bradizoito, apds as primeiras 24 h de
infeccdo (Fig. 14). Em contraste, células da linhagem de fibroblasto de camundongo
L929 infectadas pelo T. gondii, proporcionaram neste mesmo periodo de infec¢céo
somente 3,2 + 0,8% de estagio conversao de taquizoitas de Toxoplasma (Fig. 13e-f),

ndo ultrapassando o percentual de 20% apds 144 h de infeccdo (Fig. 14).



Figura 8: Analise da miogénese de células de linhagem de mioblasto de rato
(L6.C10) mantidas em meio Dulbecco por microscopia de contraste de fase.

A: Culturas mostrando, apos 2 dias de cultura, formacao de miotubos jovens (seta),
apesar da alta perda celular, e/ou inibicdo da proliferacao, e/ou baixa adeséo celular.

B: Imagens mostrando formagéao de miotubos jovens (seta) (4 dias).

C: Imagem mostrando alinhamento celular e com predominéancia de fusao entre
miotubos (*) (7 dias).
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Figura 9: Andlise da miogénese de células de linhagem de mioblasto (L6.C10) por
microscopia de contraste de fase mantidas em DMEM suplementado com 2% SFB.

A: Proliferacao celular notavelmente melhor que as mantidas em meio simples, apos
2 dias de cultivo,

B: Formacao de miotubos jovens (cerca de 2-3 nucleos por sincicio) (seta) (4dias).

C: Miotubos maduros, robustos e ramificados, apés 7 dias de cultivo (seta) indicando
inducéo da diferenciacdo de células de linhagem de mioblasto.
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Figura 10: Andlise da miogénese de células de linhagem de mioblasto (L6.C10) por
microscopia de contraste de fase em meio DMEM suplementado com 2% soro de
cavalo.

A: Imagem mostrando multiplicacéo celular reduzida.

B: Miotubos jovens formados na cultura.

C: ApOs 7 dias de cultivo, as culturas apresentaram baixa fusdo entre miotubos.
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Figura 11: Andalise da miogénese de células de linhagem de mioblasto (L6.C10) por

microscopia de contraste de fase em DMEM suplementado com 10% SFB.

A: Intensa atividade proliferativa dos mioblastos

B: Imagem mostrando raros miotubos formados apés 4 dias de cultivo em meio de
diferenciacao.

C: Intensa multiplicacdo celular com manutencdo de alto nUmero de midcitos e baixa

fusdo celular.
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Figura 12: Est4gio conversdo espontanea do T. gondii em culturas diferenciadas de
linhagens celulares de mioblasto (L6C10). O monitoramento da conversao de

taquizoito-bradizoito de T. gondii desde 4h até 144 horas de infec¢ao.
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Figura 13: Monitoramento por microscopia confocal a laser da conversdo de
taquizoito-bradizoito de T. gondii em linhagens de fibroblasto (L929). O
monitoramento da conversao de taquizoito-bradizoito de T. gondii desde 4h até 144

horas de infeccao.
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Figura 14: Grafico mostrando comparativamente as taxas de conversdo do
Toxoplasma em culturas primarias de CME (azul), em células diferenciadas de
linhagem de mioblasto (rosa), em linhagem de fibroblasto (vermelho). Gréafico mostra
altas taxas de estdgio conversdo em CME. Observa-se que CME infectadas pelo T.
gondii e em presenca de IFN gama e LPS (verde) ndo foram capazes de induzir a
conversdo dos taquizoitos para bradizoitos. As barras representam a média dos

experimentos com o desvio padrao.
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5. Inducéo da estagio converséo

5.1 Aumento do pH e auséncia de CO ,em cultura primaria de CME

O ensaio do estagio conversdo do Toxoplasma através da indugdo com meio
alcalino (pH 8.1) prejudicou fortemente a viabilidade celular. Com o objetivo de
contornar a morte celular, o meio foi adicificado para pHs mais baixos - 7.8 e 7.6 -,

Seém SuUCessO.

5.2 Inducéo do estagio conversdo com IFN-gama em presenca de LPS

A estagio conversdo do T. gondii, mediada por IFN-gama na presenca de
LPS, apresentou baixas taxas de diferenciacdo do parasito: 0 %, 8,0+2,1 %; 11,
2+1,0%, 7,0+1,0% e 4,1+1,4%, ap6s 4 h, 1, 2, 4 e 6 dpi, respectivamente (Fig. 15).



Figura 15: Monitoramento por microscopia confocal a laser da conversdo de
taquizoito-bradizoito de T. gondii. em cultura primaria de CME em presenca de IFN
gama e LPS. Apesar da baixa taxa de estagio conversdo, alguns poucos parasitos

foram reativos ao anticorpo que reage com bradizoitos, visualizados em verde.



mAbCC2
IFN-y + LPS

IFN-y + LPS

pAb Anti -Toxoplasma

Figura 15

Sobreposi ¢ao

47



DISCUSSAO



48

V DISCUSSAO

A presente tese abordou aspectos biolégicos de culturas primarias de células
musculares esqueléticas in vitro através da revelacdo da expressdo génica de
fatores reguladores da miogénese. Em uma outra vertente, foi analisada a converséo
de taquizoitos-bradizoitos de T. gondii da cepa NTE na auséncia de fatores de
estresse exdgenos em diferentes tipos celulares: (i) culturas priméarias de musculo
esquelético (CME), (ii) linhagem de mioblasto de rato (L6.C10) e, (iii) linhagem de
fibroblasto (L929). Adicionalmente, estudos preliminares de estagio-conversado
induzida por interferon na presenca de lipopolissacarideo em CME também foram
realizados.

Nossos resultados sugerem fortemente que a interconversdo de taquizoitos
em bradizoitos seja modulada pela célula hospedeira, diante da evidenciacdo de
conversdo espontanea em células musculares esqueléticas quando comparada com
0s outros tipos celulares testados.

Estagio-conversdo, formacao cistica e resposta celular tém sido estudados
em tecidos do cérebro de camundongos e de ratos infectados in vivo (Gazzineli e
cols., 1992; Scliter e cols., 2001; 2003). No entanto, nenhuma ou pouca atencgéo
tem sido dada, até 0 momento para o estudo deste fenbmeno em células musculares
esqueléticas, embora esta seja uma das células alvo na fase cronica da
toxoplasmose (Andrade e cols., 1998, 1999, 2001; Monteiro-Leal e cols., 1998;
Barbosa e cols., 1999, 2005; Guimaraes e cols., 2008). Outro aspecto de igual
relevancia € o papel da interconversdo como uma das mais importantes vias de
transmissdo do parasito em humanos, através da ingestdo de carne crua ou mal
passada contendo cistos do parasito (Frenkel, 1973; revisto em Weiss e Kim, 2000 e
em Tenter e cols., 2000).

O conjunto de resultados obtidos na presente tese gerou um manuscrito
submetido & publicacdo. Com base nos ensaios desenvolvidos para a geracdo
desse artigo, foram acumuladas experiéncias que possibilitaram a redagédo de um
artigo de revisdo com discussao em profundidade das principais condi¢bes de
estresse celular utilizadas para inducdo da conversdo do Toxoplasma entre os
estagios taquizoita e bradizoita em culturas in vitro. Esta revisédo traz em destaque
as células musculares esqueléticas como um modelo eficiente para o estudo do

fendmeno da diferenciagdo espontanea do parasito.
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Estudos anteriores in vivo indicam a predilecdo pelo T. gondii em formar cistos
nas musculaturas cardiaca e esquelética e no sistema nervoso central (Jacobs,
1967; Mehlhorn e Frenkel, 1980; Dubey, 1988; Frenkel, 1990; Dubey e cols., 1998).
Recentemente, foi postulada a hipotese que relaciona o papel protetor da
neuroglobulina e mioglobulina frente ao efeito toxoplasmicida do 6xido nitrico
(Ascenzi e cols., 2005), também observado durante a infeccdo com Trypanosoma
cruzi em cardiomiécitos e Plasmodium falciparum em eritrécitos (Taylor-Robinson,
1998; Ascenzi e cols., 2001). Neste contexto, o efeito protetor dessas proteinas
poderia justificar a permanéncia por longo tempo do T. gondii como cisto tecidual, na
retina e nos masculos cardiaco e esquelético. Na presente tese, nés utilizamos como
modelo de estudo da conversdo taquizoito-bradizoito, células musculares
esqueléticas obtidas de cultura priméaria e linhagens de mioblastos e de fibroblastos,
sem a introducdo de estresse exdgeno, objetivando-se analisar se o tipo celular era
determinante neste processo. Previamente nds descrevemos a cistogénese do T.
gondii em CME in vitro através da infeccdo com bradizoitos (Guimardes e cols.,
2008). Nossos estudos mostraram pela primeira vez, independente de estimulos
exogenos, altas taxas de diferenciacdo de taquizoitos-bradizoitos de T. gondii em
células musculares (CME w linhagem L6.C10). Em contrapartida, 0os ensaios com
linhagem L929 mostraram, apos 48 horas de infec¢cdo com taquizoitos, um baixo
percentual de vacuolos contendo bradizoitos.

A alta relevancia de CME para investigar a diferenciagdo de taquizoitos em
bradizoitos de Toxoplasma exigiu o estabelecimento de culturas de longo termo.
Esta metodologia foi adaptada da literatura e muito bem estabelecida pelo nosso
grupo (Barbosa e cols., 2000). O estabelecimento de culturas de longo termo, soé foi
possivel em fungcdo do revestimento prévio das laminulas de vidro e das garrafas
plasticas com poli-ornitina e laminina, o que representou uma etapa crucial para
manutenc¢do das culturas, assegurando: (i) adesédo ao substrato por longos periodos;
(i) contracdo espontanea dos miotubos; e, (iii) permanéncia da monocamada
infectada por periodos de até dez dias. A laminina € uma proteina de matriz
extracelular muito utilizada para cultivo de células musculares, auxiliando inclusive
no alinhamento das células e sua diferenciagdo (Mechan, 1991). A caracterizacao
da miogénese mostrou a diferenciacdo das culturas, através do elevado niumero de
miotubos formados in vitro e da expressao de fatores reguladores da miogénese
como Myf5 e MyoD, ratificando o que tem sido descrito em outros sistemas (revisto

em Yablonka-Reuveni e cols., 2008 e em Sterwart e Rittweger, 2006). Além disso, as
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culturas se caracterizavam fenotipicamente por conter miotubos altamente
diferenciados, de diversos tamanhos e calibres, que muitas vezes atravessam toda
extensdo da superficie plagueada. Estes miotubos, que apresentavam cerca de 10 a
20 ndcleos, se contraiam espontaneamente, como documentado por video
microscopia.

Modelos celulares in vitro empregados para o0 estudo da diferenciacédo de
taquizoita para bradizoita de T. gondii tém sido estabelecidos, empregando
geralmente linhagens celulares e condi¢cdes de estresse que objetivam mimetizar a
resposta imune do hospedeiro (Bohne, 1996). O desenvolvimento de bradizoitos in
vitro, até o momento, tem sido apontado como um estimulo mediado por estresse
que leva a adaptacdes metabdlicas e morfolégicas do parasito. Estas condi¢cdes
incluem tratamento com interferon gama (Bohne e cols., 1993), inibidores de
mitocondria (Bohne e cols., 1994), pH alcalino (Soéte e cols., 1993), altas
temperaturas (Soéte e cols.,1994), estresse de nutrientes (Fox e cols., 2004) e
drogas que limitam a multiplicacdo do parasito (Bohne e cols., 1993; Gross & Pohl,
1996). Condicbes de estresse como pH alto, por exemplo, facilitam
consideravelmente a analise do processo de cistogénese. Este sistema artificial,
porém, pode ndo necessariamente refletir os requerimentos da estagio-conversao
durante o curso natural da infecgdo a, tornando-se assim uma estratégia bastante
questionavel quando se investiga a conversdo do parasito. O desenvolvimento de
bradizoitos deve compartilhar aspectos comuns a processos de diferenciacdo de
outros microorganismos, induzidos por estresse, como por exemplo, privagcdo de
nutrientes (Weiss e Kim, 2000). Sendo um parasito obrigatériamente intracelular, é
bem provavel que a diferenciacdo do T. gondii dependa parcial ou
predominantemente de fatores reguladores diferentes dos observados em
organismos comensais ou de vida livre. Assim, descobertas recentes, apdiam a idéia
de que a formacdo de bradizoitos deve ser fisiologicamente regulada por outros
fatores que ndo o estresse (Payne e cols., 2003; Sinai e cols., 2004; Molestina e
Sinai, 2005; Radke e cols., Radke e cols., 2006). Uma outra variavel que deve ser
considerada é o tipo de cepa do parasito, uma vez que cepas avirulentas do tipo Il e
[l geralmente se diferenciam em altas mais taxas do que as virulentas do tipo |
(Bohne e cols., 1994; McHugh e cols.,1994; Radke e cols., 2005). Além disso, o
estagio infectivo do Toxoplasma também deve ser critico para a conversdo do
parasito, uma vez que uma alta frequéncia de desenvolvimento de bradizoitos a

partir de taquizoitos foi observada apos inoculacédo de esporozoitos (Jerome e cols,
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1998; Radke e cols., 2003). Assim, o0 desenho experimental empregado na
presente tese incluiu cepa do T. gondii tipo Il avirulenta com alta capacidade de
inducdo da conversdo e formacdo de cistos e formas taquizoitos como estédgio
infectivo.

Uma das questdes também propostas na presente tese foi esclarecer se, a
variavel “tipo celular” se somaria a variavel “estresse aplicado”, provocando um
diferencial na taxa de estagio-conversdo e ainda, se o0 parasito responde
diretamente ao estresse ou as mudancas na célula hospedeira provocadas por este
estimulo. Na verdade, parece existir um consenso de que seria uma combinacao
dos dois eventos, considerando-se que parasitos submetidos as condi¢cdes de
estresse, na auséncia de célula hospedeira, também apresentam altas taxas de
diferenciacdo quando comparados aos parasitos submetidos em condi¢gbes normais
de cultura (pH 7.2) (Yahiaoui e cols., 1999). Na nossa experiéncia e nas condi¢cdes
experimentais empregadas, a tentativa de manipulacdo do meio de cultura pela
aplicacdo de diferentes valores de pH (7,6-8.2), visando induzir o estagio-conversao
de T. gondii em células musculares, ndo obteve sucesso, diferentemente do que tem
sido descrito em outros tipos celulares (Soéte e cols., 1993, 1994). As células,
principalmente CMEs, ndo suportavam tal agresséo, sofrendo alteracdo morfoldgica,
incompativel com o fenétipo das células controle, com destacamento da superficie
plaqueada, inviabilizando a realizacdo de experimentos variando o pH do meio.

A estagio-conversdo de T. gondii foi acompanhada por periodos de 4 h até 6
dias pés-infeccdo. Uma das ferramentas utilizadas para acompanhamento da
conversdo taquizoita-bradizoita, foi a imunocitoquimica empregando anticorpos
estagio especificos. Em estudos anteriores foi demonstrado por imunofluorescéncia
e citoquimica ultra-estrutural, que o anticorpo CC2 marca a parede de cistos
teciduais de camundongos em fase cronica da infecgcdo, isto €, estruturas
caracteristicas de cistos teciduais maduros de Toxoplasma (Gross e cols., 1995;
Ferguson, 2004). Apesar de ainda faltar um marcador antigénico definitivo para este
tipo de cisto (Tomavo e Weiss, 2007), a predominancia de marcacdo CC2 positiva
(Fig. 3m-0) indica que se trata de vacuolos parasitoforos contendo bradizoitos
maduros. Recentemente, demonstramos por abordagens ultra-estruturais que a
cistogénese do T. gondii em CME se completa 96 h apos infeccdo por bradizoitos,
resultando na formacdo de parede cistica (Guimardres e cols., 2008). Se o tipo
célula hospedeira é um fator determinante para a conversao taquizoita-bradizoita do

parasito € ainda uma questdo controversa. As CME obviamente proporcionam um
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ambiente propicio que sustenta o desenvolvimento de bradizoitos e, pelo menos até
um certo ponto, a maturagdo dos cistos teciduais, sem a necessidade de estresse
exégeno. Desta forma, nés propomos que em contexto molecular e celular
adequados, altos niveis de diferenciacdo para bradizoitos de T. gondii ocorra
espontaneamente, particularmente em células musculares esqueléticas.

Taquizoitos de Toxoplasma se mostraram capazes de infectar as células
musculares como previamente descrito (Andrade e cols., 2001; Barbosa e cols.,
2005). T. gondii apresenta uma ativa invasdo em virtualmente todos os tipos de
células de mamiferos (Dobrowolski e Sibley, 1996) invasédo esta, direcionada pelo
glideosomo do parasito (Keely e Soldati, 2004). Apdés 24 h de infeccdo, CMEs
apresentavam parasitos no interior de vacuolos e marcados pelo anticorpo CC2.
Vacuolos parcialmente marcados por CC2 indicaram que nagquelas culturas, nao
houve sincronizagdo do estagio-conversdo, em concordancia com a descricdo em
outros modelos celulares (Tomavo e cols., 1991; Bohne e cols., 1993b; Soéte e
cols., 1993; 1994; Weiss e cols., 1995). Além disso, em diferentes tipos celulares
infectados com formas taquizoitas e/ou bradizoitas de T. gondii tém sido
identificados dentro de um mesmo vacuolo parasitos expressando antigenos
especificos para as duas formas infectivas. Assim, considerando-se que todos o0s
parasitos dentro de um vacuolo parasitéforo sejam derivados de um Unico parasito,
isso indica que o disparo da conversao taquizoito<>bradizoito ndo seja sincronizado,
como j& proposto por outros autores (Dardé e cols., 1989; Bohne e cols.,1993b;
Soéte e cols., 1993). Entdo, parasitos provenientes de uma populagdo homogénea
(cistos obtidos de cérebro ou taquizoitos obtidos da cavidade peritoneal) nas
mesmas condi¢cdes de cultura podem se desenvolver por diferentes vias, resultando
em uma heterogeneidade de estagios ha mesma célula e até mesmo em um Unico
vacuolo parasitéforo. O percentual de vacuolos reativos para CC2 foi mantido nos 2°
e 4°dias pos-infec¢do, aumentando ao longo da ciné tica e culminando no 6°dia com
aproximadamente 50% de reatividade. A mesma cinética foi realizada com células
de linhagem de mioblasto e mostraram também contribuir com um percentual de
mais de 40% de estagio-conversdo no 2°dia de infec ¢do. Ao longo do periodo de
observacdo a partir do 3° dia ocorreu uma queda no numero de bradizoitos
intracelulares e progressivamente um aumento de taquizoitos, decorrente da
reativagdo do processo de estagio-conversdo, levando a re-diferenciacdo em
taquizoitos. Como era previsto, 0s taquizoitos rapidamente se multiplicaram,

estabelecendo o ciclo litico do T. gondii e levando a lise das células hospedeiras.
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Nessas condi¢Bes, ocorreu a liberacdo tanto das formas taquizoitas quanto de
bradizoitas. Eventualmente, foi possivel verificar em algumas culturas que a
diferenciacdo se manteve, chegando a atingir cerca de 64% de vacuolos contendo
bradizoitos no 6° dia. Os resultados obtidos com linhagem de fibroblasto foram
acentuadamente diferentes, mostrando um percentual bem baixo apés o primeiro dia
de infecgdo, se mantendo assim ao longo do experimento, ndo atingindo 20% de
reatividade no 6°dia. Os resultados descritos até 0 momento sugerem que durante a
conversao in vitro taquizoito <> bradizoito de T. gondii, fatores intrinsecos fisicos
e/ou bioquimicos determinados pelo modelo celular, possam estabelecer o destino
intracelular do parasito. Dessa forma, reproduziria 0 que ocorre no sistema in vivo,
com o estabelecimento de cistos que levardo a fase cronica da doenca, de
fundamental importancia para a sua manutencdo no hospedeiro. A evidenciagéao de
gue a conversao para bradizoitos foi consideravelmente maior em CME do que em
fibroblastos, reforca a idéia de que a célula hospedeira impacta drasticamente a
diferenciacdo do T. gondii para o estagio de vida latente.

Recentemente, Radke e cols. (2006) demonstraram um papel funcional do
autoantigeno-1 humano de divisdo celular (CDA-1) em bradizoitos em
desenvolvimento em fibroblastos humanos. Enquanto isso, em CME, bradizoitos se
desenvolveram espontaneamente, indicando que estas células proporcionam um
nicho que promove o estagio-conversao do parasito. Isso nos permite especular que
esta conversao pode ser dependente da expressado constitutiva de CDA-1. Esta é
uma questdo ainda em aberto, como sugerido por Radke e cols. (2006). JA que os
miotubos aqui empregados sdo produtos da progresséo do ciclo celular (Sabourin
and Rudnicki, 2000), reguladores negativos do ciclo da célula hospedeira, como por
exemplo, o CDA -1, sdo possiveis candidatos que poderiam promover um sinal para
o comprometimento do desenvolvimento de bradizoitos de T. gondii em CMEs. Se,
ou em que extensdo o ambiente especifico do musculo estriado (Wiendl e cols.,
2005) regula a persisténcia in vivo por longo tempo de cistos de T. gondii, € um
ponto que necessita ser elucidado.

Direcionar o processo da estagio-conversdo ao estresse nutricional ocasionado
pela morte das células por apoptose ou qualquer outro mecanismo, nao se aplica
uma vez que: (i) o meio para cultura primaria de muasculo é muito mais rico em
nutrientes quando comparado ao meio empregado para linhagens celulares; (ii) os
eventos de estagio-conversao foram monitorados no minimo em ftriplicata; (iii) as

culturas eram checadas diariamente e o meio trocado a cada dois dias; (iv) apoptose
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gerando assim a lei da vantagem para a sobrevivéncia do parasito, garantindo sua
multiplicacdo e permanéncia por longo tempo no hospedeiro; (v) a cistogénese in
vitro pode ser acompanhada por até 31 dias em CME com excelente preservacao
celular (Guimarées e cols., 2008)

Com base nos estudos iniciais de Bohne e cols (1993, 1994) e de Soéte (1994)
que utilizaram como a adi¢cdo de drogas como estimulo para a diferenciacéo, existe
o dogma de que este processo ocorre apenas em resposta a fatores exdgenos. Em
nossos estudos de estagio-conversdo nao foi utilizada qualquer manobra
experimental de ordem fisica ou quimica e altos indices de diferenciacdo foram
observados, o que favorece a hiptese de que a conversao espontanea, nas nossas
condi¢cdes de manutencao das culturas, advém de outros fatores que ndo a resposta
a estresse exégeno. Alguns autores tém sugerido, a partir de ensaios com diferentes
linhagens celulares, que o tipo celular ndo contribui de forma importante para a
formacdo de bradizoitos (Dubey e cols, 1999; Lindsay e cols, 1991; McHugh e cols,
1994). No entanto, € importante ressaltar que esta questdo nunca foi comparada
guantitativamente associado ainda, a falta de modelos celulares “naturais” onde de
fato ocorre o processo de diferenciacdo do parasito desencadeando a cistogénese,
por exemplo, o modelo de células musculares esqueléticas. O Unico artigo que
levanta a questdo da influéncia da célula hospedeira nesse processo foi de Jones e
cols. (1986), utilizando cultura primaria de astrécitos, sem contudo ser conclusivo,
por falta de estratégias que pudessem apoiar essa hipotese. Assim, se ha fatores
intrinsecos da célula que possam direcionar o destino intracelular do parasito, esse é
um processo inerente ao sistema bioldgico natural que ndo podemos controlar, nem
mesmo no sistema in vivo. A obtencdo da conversdo espontanea de T. gondii em
CME como descrita na presente tese, fortemente possibilita inferir que o tipo celular
possa ser um dos fatores indutores desse processo, como devera ser discutido
melhor mais a frente.

Os nossos dados mostraram que na presenca de IFN-gama e LPS, as células
musculares esqueléticas foram capazes de inibir a conversdo de taquizoitas em
bradizoitas. Inicialmente, acreditava-se que IFN-gama contribuisse para inducao
desta converséo, no entanto, descobriu-se que esta citocina atuava na inibicdo do
estagio proliferativo do parasito e ndo no processo de estagio-conversdo (Jones

cols., 1975). Utilizando-se culturas primarias de astrécitos, Jones e cols. (1986)
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reforcam que a presenca de IFN-gama definitivamente ndo induz a formacgédo de
cistos em cultura, mas sim que esta citocina preveniu a lise celular pelas formas
multiplicativas rapidas do Toxoplasma, permitindo desta forma a persisténcia do
parasito em cultura por periodos mais longos. Apesar da imunidade humoral também
ter um papel importante na infeccdo, a resposta celular IFN-dependente também é
crucial na resisténcia do hospedeiro contra o parasito (Suzuki, 2002). O IFN-gama
tem a capacidade de ativar macréfagos in vitro (Murray e cols., 1985; Black e cols.,
1987) e in vivo (McCabe e cols., 1984) e macrofagos humanos inibem ou matam o
parasito (Nathan e cols., 1985; Black e cols, 1987), tendo um papel importantissimo
na defesa do hospedeiro (Suzuki e cols., 1988). Estudos mais aprofundados devem
ser desenvolvidos para o entendimento desta participacdo desempenhada pelas
CME ativadas por LPS, em presenca de IFN-gama exdgeno, inibindo a conversao do
Toxoplasma. Interessante seria avaliar a atividade toxoplasmacida pela CME,
quantificando a proliferacdo do parasito nestas condi¢des. Além disso, avaliar a
producdo de IFN enddgeno pela CME e o balango desta citocina antes e depois da
infeccdo em presenca de IFN exdgeno, seria um dos primeiros passos para inferir o
papel desta citocina na protecdo das células musculares, impedindo a converséo e,
consequentemente, o estabelecimento de uma infeccdo cronica pelo parasito.
Apesar dos nossos dados referentes a conversao do Toxoplasma em presenca de
IFN exdgeno, serem ainda preliminares, eles apontam para sua modulacao negativa
sobre a célula muscular na conversado do parasito e reforcam ainda mais a nossa
hipétese de que o intrigante processo de diferenciacdo ndo deve ser uma resposta a
estresses exdgenos, e sim diretamente relacionada a célula hospedeira.

Os taquizoitos sao os estagios do Toxoplasma mais extensivamente estudados
e numerosos marcadores estdo disponiveis. Como exemplo de moléculas
especificamente expressas por taquizoitos podemos citar as isoenzimas ENO2 e
LDH1, enquanto os bradizoitos expressam exclusivamente ENO1 e LDH2. Um
anticorpo adicional, além dos ja citados, foi também CC2 que reconhece uma
proteina da parede do cisto (Ferguson, 2004). Uma outra abordagem metodoldgica
utilizada na presente tese foi a técnica de RT-PCR em tempo real nas CMEs para
avaliacdo da expressdo relativa de genes especificos para cada estagio do
Toxoplasma. A técnica de RT-PCR em tempo real é o método mais adequado para
deteccdo e quantificacdo de niveis de expressdo génica oferecendo alta
sensibilidade e reprodutibilidade (Pfaffl e cols., 2001). A expressao relativa dos

genes ENO1 (especifico de bradizoitos) e ENO2 (especifico de taquizoitos) foi
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baseada na expressao relativa para o gene para tubulina, com o objetivo de se
considerar o aumento de mRNA devido a multiplicacdo do parasito ao longo da
cinética e/ou por qualquer diferenca relativa a isolamento de mRNA de amostras
individuais. O gene ENO2 néo apresentou grandes alteracdes durante a cinética de
infeccdo. Em compensacdo, o0s niveis relativos a expressdo do gene ENOL1
aumentou continuamente ao longo dos seis dias de infec¢éo, o que ratifica os altos
niveis de estagio-conversdo espontanea observados nas CMEs por
imunofluorescéncia.

Cistos teciduais de T. gondii sdo preferencialmente encontrados no sistema
nervoso central incluindo a retina e a musculatura esquelética de animais infectados
(Dubey e col., 1998; Dzierszinski e cols., 2007). Um tropismo celular deste tipo deve
resultar em parte de uma resposta antiparasitica inadequada ou reduzida nestes
orgaos. O numero de cistos no cérebro de camundongos depende da carga genética
do MHC (Brown e McLeod, 1990), confirmando seu papel do MHC nos mecanismos
de defesa imune na regulacdo do desenvolvimento dos cistos no cérebro. No
entanto, fatores que determinam uma sobrevivéncia de longo termo do T. gondii no
tecido muscular ainda nao foi delineado. Nossos dados sugerem que deva existir
um fator de impacto consideravel tipo célula-especifico, pelo menos como pré-
requisito para a persisténcia do parasito, isto €, de bradizoitos na musculatura
esquelética. Estudos mais aprofundados devem ser estabelecidos para se conhecer
a extensdo com que fatores imunoldgicos também regulam o nuamero de cistos
formados na musculatura esquelética. Em conclusdo, células musculares
esqueléticas proporcionam um nicho que dispara prontamente o desenvolvimento de
bradizoitos sem a necessidade de estimulos de fatores de estresse externos. Nossa
hipétese é que este fato explicaria, pelo menos em parte, a persisténcia preferencial
nos tecidos de musculatura esquelética, in vivo.

Esse modelo celular podera contribuir para uma melhor compreensao da
biologia celular e molecular da conversdo e da cistogénese do Toxoplasma,
fornecendo subsidios: (i) que possam direcionar vias alternativas para uma
quimioterapia de pacientes com toxoplasmose e, (ii) que levem a interrupcdo de uma
das principais vias de transmisséo do parasito através da ingestdo de carne crua ou
mal cozida entre os humanos.

O artigo de revisao intitulado “Stress-related and spontaneous stage
differentiation of Toxoplasma gondi” (Anexo 2), teve como referéncia os

experimentos empregando uma grande diversidade de tipos celulares, que
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exploraram as condi¢des de inducdo da diferenciagdo: (i) através da manutencao
das culturas em pH alcalino, (i) pela adicdo de citocinas as culturas, (iii) sob
condicdes de estresse nutricional. Os dados foram tabulados, considerando-se as
condicles de estresses mais conhecidas e destacando, por outro lado, os contrastes
resultantes do sucesso e da efetividade de cada sistema em formar bradizoitos in
vitro. O principal foco da revisdo foi discutir a questdo do papel das células
hospedeiras na contribuicdo ou na interferéncia do processo de diferenciacdo do
parasito e finalmente resgatar a questdo de que o tipo celular também possa ser um

fator determinante importante neste intrigante processo.
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VI. CONCLUSOES

A expressao de proteinas muasculo-especificas, tais como, Myf5, MyoD e
desmina em CME sé&o coincidentes com os diferentes estagios da miogénese
reproduzidos in vitro, a partir de mioblastos isolados de embrides de
camundongos;

Altas taxas de diferenciacdo de taquizoitos-bradizoitos de T. gondii ocorrem
espontaneamente em CMEs oriundas de cultura primaria ou de linhagem
celular indicando que a estagio-conversdo do Toxoplasma ocorre
independente de estimulos exdgenos;

O aumento da expressao de ENO1 (uma enolase especifica ao estagio
bradizoita do Toxoplasma) em culturas infectadas por taquizoitos de T. gondii
em associacdo com a expressao de proteina bradizoito especifico por
imunofluorescéncia corroboram a sugestdo de que a estagi-conversao
espontanea ocorra em CME;

Células de linhagem de fibroblasto mostraram um baixo percentual de
vacuolos contendo bradizoitos de Toxoplasma, a partir de infeccdo com
taquizoitos indicando que o tipo celular é determinante para disparar a
conversao em bradizoitos;

CMEs infectadas com taquizoitos de T. gondii e incubadas com IFN gama
exodgeno em presencga de LPS ndo induziram a conversdo dos parasitos em
bradizoitos sugerindo que essa estratégia ndo se aplica em CME;

Em resumo, as evidéncias de que a diferenciacdo para bradizoitos a partir de
taquizoitos ndo necessita de fatores externos de estresse em CME, sugere
que: (i) a estagio-conversdo do Toxoplasma ndo seja uma resposta a fatores
de estresse, e sim esteja relacionada ao tipo celular em que o parasito se
encontra para desenvolver seu ciclo, e que (ii) fatores intrinsecos inerentes do
tipo celular podem ser um pré-requisito para a conversao e/ou persisténcia do

parasito no tecido muscular.
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Abstract

Toxaplosma gondii 1s one of the most common eukaryotic parasites and an important
opportunistic pathogen of humans. The interconversion from proliferative tachyzoites imto
quiescent encysted bradyzeoites plays pivotal roles in the lifelong persistence of I gondii in its
host and the pathopenesis of toxoplasmosis. Stage conversion and persistence m skeletal muscle
tissue may be particularly important for the food-borne transmission of . gondif to hamans via
raw of undercocked meat products. Here we have followed the transition of tachyzoites to
bradyzoites after infection of skeletal muscle cells (SEMC). Primary murine myoblasts were
differentiated to mmltinucleated synevtial myotubes that displayed regular contractions in vitro
and expressed myogenic markers My and MyoDd Tachyzoites of T gondii mvaded SKEMC
within 4 hours of infection and started to replicate within 24 hours of infecticn. Remarkably,
intracellular tachyzoites readily differentiated to bradyzoites in SEMC without the need of
exogenons siress factors. Double imnunofluorescence labelling revealed significantly higher
percentages of bradyzoite-containing vacueles in SkMC than i rmrine fibroblasts at 24 hours
uniil 6 days after infertion Furthermere, transenipt levels of bradyzoite-specific ENO1 but not
tachyzoite-specific ENO? strongly increased in I gondii-infected SkWMC until 6 days of
infection. These findings indicate that the commitment of I~ gondif to differentiate to

bradyzoites in SkMC does not require exogensus stress factors but could be rather regulated by

cell-type specific factors.

Key words- Toxoplasma gondii, skeletal muscle cell, stage conversion; bradyzoite; parasite

persistence.
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Introduction

The differentiation of fast-replicating tachyzoites of the intracellular protozoan parasite
Toxoplasma gondii into the dormant bradyzoite stage plays pivotal roles in the formation of
tissue cysts, the life-long persistence of viable parasites in the host, and the transmission between
mammalian and avian hosts mchiding humans {Tenter et 21, 2000). It 15 also a major prerequisite
for life-threatening diseases due to I’ gondii, e g reactivated toxoplasmosis in
immmmocompromized patients (Montoya and Liesenfeld, 2004 The early events of the stape
conversion are thoupht to be of critical importance, during which the expression of tachyzoite-
specific genes is switched off and that of bradyzoite-specific ones starts to be upregulated
{Tomavo and Weaiss, 2007). In vitro models of the tachyzoite-bradyzoite differentiation have
been established using a variety of siress conditions including treatment of host cells with
gamma interferon or mitochondrial inhibitors {Bohne et al, 1994}, or by employing alkaline pH
or high temperature {Soéte et al., 1994). Although the employment of artificial stress conditions,
&g alkaline pH considerably facilitated analyses of the process of Foxopfasma stage conversion
and underlying mechanismes, we, nevertheless, have to admit that it may net minic those
conditions required for stage conversion during the natwal course of infection

Tissue cysts containing bradyzeites of T gondii are found in mlhple organs of the host tat
appear to preferentially develop in neural and muscular tissue (Dubey et al., 1908). The prefermed
distribution of tissue cysts 1n brain and rmiscle may be facilitated by Limited or nen-canonical
immmme responses in these bssues (Streilein, 1995; Wiendl et al |, 2005). Alternatively, organ or
cell bype-specific factors which appropriately trigper high levels of stage conversion and tissue
cyst fermation in some organs but not in others night also be mvelved. Stage conversion, tissue
cyst fermation, and host respenses have been extensively smdied in the brains of mfected nmice
and rats 1 vive and in neural cells in vitro. In contrast, the requiremnents that regulate the
development of bradyzoites and tissue cysts in muscle tdssue have not yet been mvestigated.

However, this iss0¢ 15 a matter of major concem since cysts in nouscle tissue are the prerequusite
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for transmdssion of T gondii via the consumption of 1aw or undercooked meat products to
humans. Characterizing the stage conversion of I gondii within myocytes may thus not only
further our Iimowledge on the mechanisms which determine parasite persistence in a
physiological type of cell but might also lead to nowvel strategies to reduce the risk of food-borne
transmission to humans. We, therefore, established primary skeletal muscle cells as a model to
study the development of I” gondii in vitro (Barbosa et al | 2000, Guimaraes et al., 2008).
Herein we demensirate that I gondii tachyzoites readily convert to bradyzoites in skeletal
muscle cells without the need of exogenons stress factors. This suppests cell rype-specific
mechanisms which may be responsible for the preferential tissue cyst formarien of T gondiif 1n

muscular tissue.

Materials and methods

Isolation and culture of skeletal muscle cells

Thigh nmscles of 18-20 days old NMRI mouse embryos were minced in Ringer solutien and
incubated 5-7 times for 5 min each in PBS centaining 0.05% trypsin and 0.01% EDTA. Tissue
digestion was stopped by the addition of 10%: fetal bovine sermm in Dulbecce's modified Eagle
medium {OMEW) at 4°C. After centrifugation, cells were incubated for 30 min in DMEM
supplemented with 15% herse semm, 2% fetal calf serum, 1 mb L-glutamine, 100 Uiml
penicillin and 100 pe/ml streptomycin. Thereafter, non-adherent cells enniched for myoblasts
were seeded at 3 » 10%well in 24-well plates containing coverslips for immunoflucrescence
analysis and 1 » 10" /well in 6-well plates for BNA extraction. In order to assure long term
attachment of skeletal muscle cells, the culmre plates had been previously incubated overnight
with 0.5 mg/ml poly-L-omithine hydrobromide in 150 mb boric acid-NaOH, pH 3.3 and then

coated with 13 pg/ml mouse laminin for several hours. Cultires were maintained for 4-5 days in
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order to allow mvogenic differentiation {Barbosa et 2l | 2000). As controls, L9202 murine
fibroblasts were cultivated in DAWEM contamning 10% FC5, 1 mM sodium pyruvate, non-

essential aming acids, and antibiotics.

Toxoplasma parasites and infection

Tachyzoites of the monse-avinulent I gowdif type I strain NTE were propagated in 16920
fibroblasts as host cells. For infection of skeletal nuscle cells, tachyzoites were harvested from
1.02% cocultures after initiation of host cell 1ysis. Briefly, contaminating host cells were pelleted
by centrifugation at 35 x g for 5 min The supematant was then centrifuged at 1350 = g for 10
min, the parasites were washed once and resuspended in DMEM supplemented with 10% FCS
and antibiotics. Skeletal nmscle cells and control fibroblasts were infected with I~ gondii

tachyzoites at a parasite to host cell ratio of 1:1.

Immunofloorescence staining

In order to determine tachyzoite-bradvzoite interconversion, I gondii-infected cells were fixed
at different time points after infection using 4% parafermaldebyde in 0.1 M sedium cacedylate
buffer. Cells were quenched for 10 min in 30 mM NH,C1 in PBS, pH 7.4 and were then
permeabilized for 1 hour with 0.1 mg/ml saponin in PBS containing 1% bovine sernmm albumin
(BSA). Thereafter, cells were incubated simultaneously with CC2 rat monaclonal antibody
recognizing bradyzoite-containing but net tachyzeite-containing PVs {Gross et al | 1995) along
with polyclenal rabbit anti- Toxoplamme serum for 1 howr. Inmune complexes were visualized
using Cy2-conjugated donkey F{ab™), frapments anti-rat IgG and Cy3-conjupated donkey F{ab™
fragments anti-rabbit [gG. Cells were mounted in Mowiol and analysed by confbeal laser
scanning microscopy. In erder to determine myogenic differentiation, non-infected pomary

skeletal mmscle cells were fixted and processed as desciibed above. Cells were labelled with 5
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pg/ml monse anti-hyolr (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) and Cy3 -conjugated denkey

F{ab™ fragments anti-mouse Ig(.

Quanitative and semi-guantitative RT-PCR analyses

Total RINA was isolated using the GenFlute Miniprep ldt (Sipma, Deisenhofen, Gerniany).
Following reverse transcription, serial dilutions of cDNA were amplified by quantitative real-
time PCR in a LightCycler with the SYBR Green FastStart DNA Master ™ Set {Roche,
Mammheim Germany) using the following I gomdii-specific primer pawrs: tubulin forward: 5°-
CGCCACGGUOGCTACCTGACT-37; tubulin reverse: 5'-TACGCGOCTTOCTCTGCACCC -
37, ENO?2 forward: 5™ AGCGGCGCATCOCACTGGCATCTAC-37;, ENO2 reverse: -
AACGGCACGGGCATTACCATCTTG-3' ENO1 forwand: 5°-
CGAGGGGTGGCTGAAAAAGTATCC-3°; ENO]1 reverse 57-
CAGCGAAGGCCCACGACAAG-3". Data were analyzed using the REST-MCS 2006 software
(Pfaffl et al, 2002). Briefly, the relative gene expression levels were calculated as the fold
change between 4 hours after infection (control) and later time peints (sample) using the forrmla
Ratio = (Egge) - RrEeticoaml-ample); p yaCPreficonalamle) here the reference gene was tubulin
and the target genes were ENO1 (bradyzoite-specific) and ENO?Z (tachyzoite-specific).

In order to determine myogenic differentiation of skeletal nmscle cells in vitro, total RNA was
isolated from nen-infected cells at 2 days until 10 days after seeding. Ten nanograms of cDINA
per sample were used as template for semi-quantitative PCE. using the following primers: Myfa
forward: 5°-TGAGGGAACAGGTGGAGAAC-3"; MyI5 reverse: 5°-
AGCTGGACACGGAGCTTTTA-3; MyoD1 forward: 3’-TACOCAAGGTGGAGATCCTG-3;
MyoD1 reverse: 3 -CATCATGCCATCAGAGCAGT-3; B-actin forward 5°-
GATGACCCAGATCATGTTTGAGAC-3", B-actin reverse: 5°-
TGCTCGAAGTCTAGAGCAACATAG-3. PCR products were separated in 1% aparose and

visnalized using ethidium bremide.
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Statistical analysis

Results are expressed as means = S EM of at least three independent experiments unless
otherwise indicated. Significant differences between mean values were identified by Student’s -
test. In order to avoid false positive results due to mmltiple compansens, P-values were
multiplied with the mumber of comparisons (Benferroni comection). Corrected P valoes of less

than 0.05 were considered significant.

Resulés and discussion

In order to determine the snitability of primary embryonic skeletal muscle cells for investigating
the development and stage conversion of 7. gondii in ouscular tissue, we characterized
myopenic differentiation after cultivation of satellite cells from thigh ronscles in medium
containing 15% horse serum and 2% fetal calf serumn. Phase contrast microscopy revealed fusion
of myocytes and formation of mamire nryotubes starting at 4 until 5 days after seeding with
considerable numbers of highly elongated myotubes being present at § days after seeding (Fipg.
1A}, Sustained myopenic differentiation was confirmed by the presence of rmltiple matiure
myotubes with 10-20 noclel per syncytium expressing the basic helix-loop-helix ranscnption
factor MyoDl} (Fig. 1C). In addition, regular contractions of surh myotubes were observed and
recorded by time-lapse video microscopy (data not shown). The kinetics of the expression of
specific genes that play pivotal roles in the differentiation and commitment of nrvoblasts to
myotubes revealed that Myf5 was expressed as early as 2 days after seeding until the end of the
observation period {Fig. 1B). In contrast, the expression of MyoD) was up-regulated at 4-6 days
thus acting downstream of MyfS during myogenesis {Tajbakhsh et al | 1997). Together, these
data indicated that in vitro differentiated primary skeletal rmscle cells represented a valuable

model to study the interaction of T gondii with mahwe myotubes.
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The infection of skeletal muscle cells with T gondii tachyzoites, i.e. fast-replicating
disseminating parasites which are present during acute toxoplasmosis and their subsequent
intracellular development and differentiation was followed from 4 howrs until & days after
infection. Immunofluorescence staining and confocal laser scanning microscopy revealed that T
gondii readily infected skeletal mmscle cells as judged by intracellular parasites at 4 howrs and
subsequent replication (Fig. 2A). A productive infection of mmnine skeletal muscle cells by T
Eondii tachyzoites was expected due to the active invasion of virtually any mammalian cell type
(Dobrowolsid and Sibley, 19967 At this early time point follewing infection, parasites did not
react with monoclonal antibody CC2 that specifically label bradyzoite Ps tut not tachyzoite
PVs (Gross et al | 1995, Ferguson, 2004). Instead, they were strongly positive after
counterstaining with polyclonal anti- Toxoplasma serum (Tig. 2A; a-c). At 24 hours after
infection, multiple favaplosma vacuoles had already become OC2-reactive (Fig 2A; d), thereby,
indicating onset of conversion to the bradyzoite stage. This is remarkable, since tachyzoites in
skeletal mmscle cells converted spontaneously to bradyzoites, ie. in the absence of exogenous
stress factors. To date, the development of 7. gondi bradyzoites has been mainly recognized as a
stress-mediated differentiation that leads to metabolic 2nd morphological adaptations of the
parasite. This view 15 indeed sustained by results from various studies showing that stage
conversion can be mduced in vitre by applying temperature or pH stress {Soéte et al, 1994,
proinflammatory cytolones or mitochondnal inhibiters (Behne et al | 1994), or nuirient stress
(Fox et al | 2004). Furthermere, bradyzoite development in vive has been predeminantly
recognized 2 to 3 weeks after infection, 1.2 after induction of 2 robust anti- Foxoplasewa
immmity (Ferguson and Hutchinson, 1887). However, in primary skeletal mmscle cells which
had been differentiated to mature myotubes, T gondii tachyznite-to-bradyzeite differentiation
occurred ndependently of an exogenous stress stummlus. This clearty showed that stape
conversion can be triggered by other factors than cellular stress. We also noted that PVs adjacent

to bradvzoite-containing vacuoles remained partially non-reactive with mAb CC2 (Fig. 2A; ).
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Stape conversion of T gondii within skeletal muscle cells was thus a non-synchronized process
as previously reported for other host cell types (Bohne et al, 1993; Soéte et al., 19093). This
further arpued against cellular stress encountered by T° gondii a5 a major prerequisite Tor stage
conversion in skeletal mmscle cells since the environment for different parasites within a single
cell is assumed to be similar. Two days after infection, parasite division had proceeded and
vacuoles containing four to sixteen parasites were detected within skeletal nmscle cells. From
this time point onwards, the reactivity of the CC2 antibody with the matrix of omltiple
bradyzoite-containing PV rather than the parasite itself also became apparent (Fig_ 2A; g.1). The
CC2-reactivity of an increasing number of vacuoles further increased subsequently (Fig. 24
J,m. In addition, a predeminant immunolabelling of material destined for and incorporated mto
the cyst wall was also clearly visible until 6 days after infection (Fig. 24 j.m). Using
immmoflusrescence and immmmoelectron microscopy, the CC2 antibody was previously shown
to preferentially label the wall of tissue cysts fiom chronically infected mouse brains, i2. a
characteristic structure of mature Foxoplasma tissue cysts (Gross et al., 1905, Ferguson, 2004).
Although a definitive antigenic marker for mahore tissue cysts is still lacking (Tomavo and
Weiss, 2007 the predominant CC2-labelling of 2 cyst wall-like structure at & days after infection
(Fig. 2A; m) argued for considerable matwation of the bradyzoite PVs in primary skeletal
muscle cells. Recently, we demonsirated ultrastructuralty that the cystogenesis of I gondii in
skeletal mmscle cells is completed within 96 hours after infection with bradyzoites {Guimaraes et
al.. 2008). These cells thus obviously provide a suitable cellular environment that sustains
development of bradyzoites and — at l2ast to a certain extent — tissue Cyst maturation without the
need of an exopenous siress shmulus.

Mlost importantly, gquantification of the Toxoplasma PVs in skeletal nmscle cells revealed a
prominent increase of the percentages of CC2-reactive, L e. bradyzoite-containing vacuoles
within the first day of infection (23.8 + 3 4; Fig. 2B). The increase at this early time point

following infection excluded the possibility that it resulted from a loss of CC2-nepatve vacuoles



234

235

236

237

238

230

240

241

242

243

244

245

244

247

248

240

250

251

252

253

254

255

256

257

258

250

10

due te hest cell Lysis by rapidly dividing tachyzoites rather than enhanced numbers of
bradyzoite-containing vacuoles. Tachvzoites of the T goud?i NTE strain that we used herein
require 48-60 hours before host cell lysis oocurs to a significant extent. Tikewise, host cell Iysis
leading to significant oumbers of extracellular parasites was not observed until 4 days after
infectien of skeletal rmiscle cells {data not shown). The conversion of T gowdii to the bradyzoite
stage steadily increased daring prolonped intracellular infection with 44 = 3.5% of the vacuoles
being CC2-reactive zt 6 days (Fig. 2B). We also cbserved high rates of I gondii transition to the
bradyzoite stage after tachyzoite infection of L6 C10 rat myoblast cells that were differentiated
to mature myotubes (data not shown). In order to determine cell-tvpe specific differences in the
conversion of T gondii to the bradvzoite stage, 1929 munne fibroblasts were infected with
tachyzoites of the NTE strain in parallel and stage conversion assessed as descnibed above. The
results showed that the percentapes of CC2-reactive vacuoles were significantly lower in murine
fitroblasts as compared to skeletal muscle cells (P<0.01; Student’s #~test) and did not exceed
20 (Fig. 2B). This strongly supported the view that the host cell type critically impacts the
differentiation of I. gowndif to a dormant life stage.

In order to further suppert the finding that I gondii readily converts to the bradyzoite stage
within skeletal muscle cells at the molecular level, transcripts of the stage-specifically expressed
genes ENO1 and ENO2 {Dzierszinski et al, 20017 were quantified by real-time RT-PCR.
Expression of both genes was calculated relative to the expression of the house-keeping gene I
Fondii tubulin in erder to take into account the increase of mENA due to replication of the
parasite over time and differences in the isolation of mENA among indrvidual samples. The
relative expression of the tachyzoite-specific gene ENO?2 did not change significantly from 1 to &
days after infection of pnimary skeletal muscle cells as compared to the ranscript level at 4 hours
(Fig. 2Cy. In contrast, the relatrve levels of T gondii ENC1 transcripts continuonsly increased
frem 4 hours after infection until the end of observation with the most prominent increases being

observed at 4 and 6 days following infection (Fig 2C). These results clearly confirmed the view
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of a high level of spontanecus conversion of T” gondif tachyzoites to bradyzoites in skeletal
muscle cells.

Tissue cysts of - gondii are preferentially found in the central nervous system including the
retina and in striated muscles of infected animals (Dubey et 2l | 1998). Such tissue tropism may
partially result from reduced or inadequate anti-parasitic inmune responses in these organs. Cyst
numbers in the brains of mice differ depending on the MHC genetic baclground (Brown and
MrLeod, 1290, mdeed confirming a rale for immme-mediated mechanisms in the regulation of
tissue cyst develspment within the brain. However, here we have shown for the first ime that
initial prerequisites of parasite persistence, 1.e. invasion of suitable host cells by T gondii
tachyzoites and their transition to bradyzeites readily ocour i primary skeletal nmscle cells.
Importantly, such stage cenversion in skeletal mmscle cells occmrred independently of exogenous
stress factors and was clearly more efficient than in fibroblasts mdicating that it is critically
influenced by cell type-specific factors. Recently, Radke et al (2006) demonsirated a crtical role
of the mman cell division amtoantigen-1 (CDA-17 in bradyzoite development in hnman
fibroblasts. In those cells, parasite differentiztion depended on trisubstiated pyrrole-mggered de
novo host cell transeniption of CDA-1, 1 e a dmie-induced cellular envirenment that sustains
bradyzoite formation (Radke et a1, 2006). It 15 thus tempting to speculate that spontaneons stape
conversion in skeletal mmscle cells depends on a consttutive expression of CDA-1, or on one of
the other genes encoding prowth regulators of mammalian cells, the expression of which
correlated with bradyzoite formation (Radke et al | 2006). Since myotubes as emploved herein
are withdrawn from cell cycle progression {Sabourin and Rudnickd, 20000, negative regulators of
the host cell cycle as CDA-1 {Chai et al , 2001; Tu et a1, 2007) are mdeed possible candidates
which could provide an adequate sipnal for the conmnitment of F. gowndif to bradyzoite
development i skeletal nuscle cells. Whether and te what extent the specific immmmnelogical
environment of striated mmscle (Wiend! et al_, 2003) repulates lonp-term persistence of I gondii

cysts In vivo awaits fiture clarification
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In conclusion, skeletal muscle cells previde a host niche that readily trigeers bradyzoite
development without the need of exegenous stress stinmili. We hypothesize that this at least
partially explains the preferential persistence of I gondif in muscle tissues in vive. It may,
thereby, provide the molecular basis for one of the major routes of ransmissien of an important
zoonotic parasite to bumans, 1.2 ingestion of raw or undercooked tissue cyst-contamning meat

products from infected livestock.
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Legends to illusirations

Fipg. 1. Characterization of murine primary skeletal rmscle cells dunng myopenesis. Satellite
cells were isolated from thigh muscles of mouse embryos and were differentiated to mature
myotubes in vitro. {A) Phase contrast micrographs of multiplicative myoblasts at 2 days after
iselation {2) and multiple matre rryotubes 4 days later (b; arrows). (B) Expressien of Myf-5,
MyoD) and f-actin transcripts duning myogenesis in primary skeletal moscle cells from 2 o 10
days after isolation of the cells. Transcripts were reverse transcribed and cDINAs amplified by
PCR using specific primer pairs. Amplification of P-actin was used as an internal standard to
nomalize the amounts of cDMNAs among different samples, non-template contrels were nin in
parallel {nc). (C) Immmneflusrescence staining of nmltinucleated skeletal mmscle cells at 6 days
after isolation from mouse embryos. Cells were immunolabelled with anti-MyoD) and Cy-3

conjupated secondary antibodies.

Fie. 2. Intracellular development and transition of T gondii to bradyzoites in skeletal nouscle

cells. Primary skeletal mmscle cells from mouse embryos were differentiated in vitro for 4-5 days



386

387

358

3RO

I

k]

32

33

304

I

396

o7

308

390

401

403

16

and were then infected with T gondii tachyzeites for 4 hours to 6 days as indicated. 1924 murine
fibroblasts infected with I~ gowndif were used as control cells (B, open symbols). Parasites were
visualized by indirect double immmnofluorescence staining with OC2 monoclonal antibody
recognizing bradyzoite-containing PVs (preen fluorescence) and polyclonal anti- Toxoplasma
serum (red fluorescence). (A) Images of each labelling were simmiltanecusly obiained by
conforal 1aser scanning microscopy and were superimposed {merge); micrographs are
representative for the parasite development as observed in three independent experiments. (B)
The percentages of CC2-reactive bradyzoite-containing PVs in primary skeletal muscle cells
{closed symbols) or fibroblasts (open symbols) were determined microscopically by counting at
least 100 parasitophorons vacuoles per sample. Bars represent means + 3 F M. fiom three
independent experiments; significant differences between stage conversion in both cell types
were identified by Student’s #tast (**P<0.01). {C) Alternatively, RNA was isolated from
skeletal mmsele cells at different time points after infection or from minfected contrals, and
analysed by guantitative real-time RT-PCE using primers which specifically amplify tachyzoite-
specific ENOC?, bradyzoite-specific ENOI1, or constimtively expressed Foroplasmg mbulin. The
relatrve gene expression levels of ENG 1 and ENOZ2 were calculated as the fold chanpe between
4 hours after infection and later time peints with tubulin 25 an internal standard in order to

normalize the ameunt of cDMWA present in each sample. Data are presented as log 2 ratios +

SEM and derive from bwo independent experiments.
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Stress-related and spontaneous stage differentiation of Toxoplasma
eondii
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Toxopiasma gondii 15 an obligatory intraccllular parasitic protozoan that infects a variety of avian
and mammalian hosts including up to one third of the human population worldwide. Developmental
differentiation hetween distinct stages, e sporozoites, tachyzoites and bradyzoites is fundamental for
the paraste life cvcle and for transmission between hosts. It is akeo interconnected with the
pathogenesis of overt toxoplasmosts and makes T gordii an important opportunistic pathogen af
hursans. In onder to delineate the wnderdying roechanisms, several cell culture differentiation systemns
have heen developed which mimic the tmnsition from fast-replicating tachyzoites to sowly
proliferating hrmadyzoites in wire. Since exogenous stress Factors, i.e. alkaline pH, IFN-y and other
proinflammatony cytokines, chemicals or drugs, heat shock, and deprivation of nutrients have boen
shown to increase the efficacy of bradyzoite development e vitrs, Toxoplesmia stage differentiation is
largely viewed as a stress-related response to hostile emvironmental conditions. However, tachyzoite
to bradyzoite differentiation also oocurs spontaneonsy in viteo and this raises questinns about the
mportance of stress conditions for triggering stage comversion. High Frequencies of spantaneous
bradyzoite development in primary and permanent skeletal mcle cells ie. cells that preferentially
harbour hradyzoite-comaning tissne cysts in vive suggest that the host cell type may he critical.
Furthermore, the host cell tramscriptance, ncluding the expression of distinct host cell genes, has
recently hoen shown to trigger bradyzraite development and cyst formation. Together, these results
strongly indicate that the complex cellular envirormaent, besides exogenous stress factors, may govern
the developmental differentiation of T. gondii.

Inirod wetion yotes, Differentiation in single-celled organisms & a ternporal

. . . . phenomenon that is often associated with altered environmen-
Developmental differentiation is a fundamental process in tal conditions and involves the switching from one develop-
living organisms. It is essential in multieclilar organisms: i) gt pe to another. Tn the case of protozoan parasites,
and 1= common among prokaryotes and anicelhlar eukar- such differentiation is most frequently an ohligatary proccss
with distinet lite cycle stages being required for sexual repro-
duction, for transmission hetween mammalian hosts and
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also & critical factor in the pathogenesis of several protoscan
diseazes.

Tovopleme gomdlf it an obligatory intracellular perasite of
avian and mammalian hosts induding humans. b is congid-
cred te be oo of the most uhiquitcusly distibated and
widespread parasites with & seroprevalence in lumans of up
to 30% wordwide * Fortunately, infecton of IO e
temt hasts iz mostly asymptomatc of bemgno, hoaswer T
gomdlf i a0 impoTam opportunistc pathopen of immune-
ocompromized patents, fe. thoes with AIDS, and the fetusse of
Tecently infected pregnent women

The bfe cyck of T gomdd mvolves the developmental
switching between three infectious stapes: tachyzoites, trady-
anites, and sporoenites. Infection by Toswplesmne is typcally
acquired by the inpesten of underocoked meat from infacted
hosts which chronically harbor bradysoite-containing tiesue
cystg, of through the accidental ingsstion of sporcecits-coo-
taining oocysts which arc shed inte the covirooment with the
froez of cats ithe definitive boety ™ In additon, fdlowing
prmary maternal infection during pregoancy, T gomd!f tachy-
#oites can be vertically transmitted to fetuses by transplacental
migration . >* Differentia oo from the tachyzoite to the trady-
it stage of Fooophesene iz crucial for the development of
tiggue cysts and, thus for the porsistence of the parasic for
loog time in the host. 5 Consoquently, it & a main prerequisite
for paragite tramsmisdon” as well as the pathopeness of
Teactivated texoplasmosis®

Congidering the importance of cysiegenesiz of T gondlf in
the paragite life cycle and the pathogenesis of disease, there has
been an intense focus oo the devdopoent of methods to stody
tachyzoite-bradyzoite differentiation. Although the cocirence
of wadyzoite-contaimng tane cysts fr wine was noported
more than 45 years ago,” the maecnlar besiz for the develop-
memal switch and the preciss factors that momote this
important event are only recently begiming to cmerge -2
The development of in riro gystems o study the ioter-comyer-
gion of tachyeoites and bradyzoites has opeped doors to
analyer the prcse mechanisme that regulate developmentsl
differentiation in T. gondl. Optimized culture conditons have
bem applied in order to maximize bradyenite differentation
and to analyze this phenomenon at the malemlar level and for
exended pericds of dme fr wero."

This review will focus on the Foxepiumna tachyzoite trady-
anite differentia ion and promete 8 dismussion oo the impact of
exegenous stress conditions 1o different ocl] types to Dduee
stage comversion M vitro. We will alzo raise the question of
whether spontanenis stage conversion io eertain ol types, &.4.
gkrletal musck oells of Deurons might comtribute to the
development of Foxoplasmae tzne cysts to 8 considerable
extent, therely promoting transmission of an important zoo-
Dotk perasgite to bumans whe raw or underoocoked meat from
infacted Hvestock and to otber hogts.

Stage conversion of T, Gondii in vitro and in vive

After mpestion by intermediate hoste, &4 humans or livestock
animals, lwadyzoites of sporoecites rapidly differentiate inte
tachymeites, . fast multiplica ting parasites which disseminate
within the host and kead to the acute phaze of nfection > In

immmeoempetent hosts, the innate and ensuing adapive oclk
mediated immups responsss are capeble of contolling the
tachymeite stage Howewer, the parasite & Dot completely
climmated and tachyeoites partially differentiate intoe slowly
reflicating bradyzoites. Such stage conversion s accompaniod
by the rcorgamzaton of the parasitophorous vacuok iote
tizme cysts which may contain undreds of individual para-
sites and persia for extended pericds of time o distinetive
tiesnes in immunooompstemt hosts. They are particularly pre-
valemt in pewral and muscular tizssue and characterize the
chronic phass of infection. Since tradyzoites—during experi-
mental toxoplasmosis 0 mice of other laboratory ammal
s—are first recognized after the onset of an efficient anti-
parasitic immunity, it has been propossd thatthe stress exerted
by the host's Immune respong: may toges the transtion from
the tachyenite to the tradyzoite stape " Thisviewis supported
by the fact that during latent iofecton, twadyzoites can
recomvert to replicative tachyrodtes M sowerely immumocom-
promizd hosts, sventually giviog rfse to Decrotizing lesions
and life-threatening Teactivated toxoplasmosis® Thiz might
indicate that ant-paragitic immumty at Jesst statdlizes the
latent form of the paraste D immuDocompetent hosts.
Whether it iz also the main trigeer for the trangton of
tachyroites to wadyzoitcs, however, iz Dot yet koown, It is
agresd that Wwadyzoite-comtaimng tenw cysts are Dot static
structures, instead they regarly treak down and rupture host
ccllz with & few parasites reinvading new host cclls '-12

Studics fr wire have shown that immimolesical factors are
Dot necezearily required for cyst formation. Several fv Wiro
models have indeed been developed and may thus be sujtabde
to siudy the molkoular mechanisms of the intercomversion of
tachyznites to tlwadyeodtes in the aheenos of 8 complex hosts
resgenz. " Furthermore, fn eitro-developed tismue cysts
ultragtructurally resembled thoss which formed fr vivo after
the infection of mice ™ However, T. gomd!f stage converzicon is
& beterogeneous process leading to mixed parasite populations
comprised of hoth tachyzedtes and tradyzoites. "% 1o order to
increass the officacy of parasite transition to the bradyacite
stage the application of scveral stres conditions started 15
years ago when it was observed that parasites expressing
bradyenite proteins wers morne athmdant io cel] cultures grown
under deletericns conditons. Baged on that ocpericnes, the
effect of different culture conditions on the differentiation of T
gondd has been mvestigated applying mainly five different
stress factors alkaline pH; 1FM-y and other pro-infia mms tory
cytokines or agemts; high temperature; chemicals of drugs; and
the depletion of mudents. Thes: have helped to define mole
cular prerequisites for Tooxmpimne stage cooversion and may
opin Dew avenues toewands the devdopoent of nowel ap
proaches to ultimate]ly defeat the infection®

Stress conditions to induce bradyzoite development
Alkaline pH—the “shift medium’

The induction of cooversion from the tachymoite to the
bradyznite stage o increasng the pH of the culture medium
to pH 8082 & the mod ocommon siratery to study
Toxopiesme differentiation i vére{Table 1) 2" Bradyeoite

2| Mol Giokyst, 2006, &, 1-11
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differentiation appesrs to be more frequent and oconsistent
under alkaline culture conditions than after treatment with
pro-inflammatory cytokines ™ Marcover, parasites shifted
towards the bmdyzoite stage using alkaline pH represmt the
mwst defined bradyzoite phenotype that can be achicved in
tiemue culture * It has to be streseed, Bowever, that alkaline pH
dosz not reprsent & physiclogica) stress condition that mimdcs
the thiggering of stage conversion fn win.

The girategy that is mostly applied iz to nfect the host cclls
with T gomdd under physclogical pH (pH 7 2-7.4) for soveral
hoursin coder to allow host cell invagion by the parasite After
that time, the paragte-mfected ccll culture is maintained in an
allmline medim mEevicusly adjusted to pH 3.0-82 using
KOH. T. gondii-infected cells in 'shift medium® are generally
cultured i0 &0 atmosphere without exogenous OO0, D order to
avoid pH varation and to mamtam the alkaline condition

over the expenments] peried ¥ Unforunately, alkalie pH
haz oftcn not pamitted analysis of Toxoplesre bradysoite
development for extended periods of time becanse host cells
are geverely injured by the cultur cooditions. It has been
nevertheless pooven te be highly offective I inducing cyst
development in the Fowoplesne mouse-vimlent BH strain
(Teble 132 Likewize, 3 to 4 days after infection of buman
fitwohlasts with the mousesvindlent ME49 strain and main-
tananes at alkmline pH, devdopment of thick-waled, dectron
lucenmt  vamuoks Thecame  apparent,  thus, rescmibling
Toxoplamme tisse cysts (Tabke 10.% Such oystldike vamolks
often contained odd numbers of parasites, indicating asyo-
chromous perasite replication. Importantly, sopession of the
bradyzoite-gpecific protein BACG-1 was apparent uging western
blotting and further increased from day 3 to day 627 The
reanlts weTe cormoborated by immunofinorescenos microsonpy
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demwnstrating that the parasites exprssed BAGH] it oot
2AG-1, thus, confirming that bradysoite-specific but ot
tachyendte-specific antigens were v.'.xprca:sv.'.rli.r'r Bradyzoite for-
mation and cyst developmem induced by alkaline pH was
recently extended to other Foxoplasmna strams. Ioterestingly,
defects in the oral transmission of some ‘exotic parasite
sirains correlated with an impaired capacity to differentiate
from tachyroite to radyzoites and to form cyatJike stnetures
(Table 1), therehy, highlighting the importance of stage con-
vergion for paragite wansmission 1o new hosts ™

Interestingly, tradyeoite development can alkee be induced
by expoaire of extracelular techyeodtes to alkaline pH for
caly one hour prieT to ifection of the host oells and coltive-
ton at physiclogical pH (Table 1) 3 Thizavoids igury of the
host cellz by the deleterions ffect of high pH and may allow
the falow-up of stage cooversion and cyst formation for
extended pericds of time. Most importantly, it suggess that
commitment of T gond¥ to differentate to the bradyzoite
stage can ooour rapidly and as & direct response of the parasite
to streesfin] conditionz. 1t has to be mentoned, however, that
the rate of stage cooversion after the short exposure of
extracellular parasites to alkaline pH was considerably ower™
than that after contimied cultivation of parasite-infected host
celk at hich pH,za although & direct comperizen of this isme
haz not been undertaken. Therefors, a combEnation of both a
direct response of T gondd to hamofil conditions and an
indirect paragite response to bost ool changes iodueced by
stress might trigeer stage conversion.

T. gondit hradyroites induced fr v¥ro 0 human fibrohlasts
uang alkaline pH were alse used to oonstruct DA litraries
and to analyss thiz developmental stage geoetically ™! Com-
parisen of expresesd soquence tag (EST) frequencies or sedal
analysis of gene expression (SAGE) tage from both tachyzoite-
and twadyzaite-derived litrarics identificd many stage-gpecifi-
cally expressed genes and was therehy indisprnsahle o the
further characteraton of the developmental differentiation
of T gondy #3142

Brzcently, alkaline pH was uged to identify autofluorszoence
8z 8 novel characteristic of T gomd bradyzoites and cysts
after cxdtation with UY light of 330-385 om ** This finding
ool be usseful for the rapid detecton and quantification of T
gomdi! cysts in compex samples of te increase our knowledge
on the strctural features of tesue cysts.?* Whether it also
applics to tissne cysts that bave been gencrated b ovdro by
other means thao alkaline pH or that have developed fn v
remaing to be elucidated.

Interferon—y sowd nther proindammatory cytokines—approsches
to e the Immune system

In vive, IFM-y & abedutely required for resistance against T
gomd! 3 In concert with other proinfiammatory cytelines it
indueces zeveral effector mechanismz including the ceadative
urst, roeduction of nitrie cedde (M09 by the inducible nitte
wdde syothase (INOS), Typtophan starvation, sqpresgon of
P47 GTPaz= and others which may limit parasite replication
or cven K1 T gondt > Fr vitro models of the tachyeodtc—bra-
dyenite differentis tion that employ the anti-parasitic offect of
prinflammatory cytokines have the intention of partially

mimicking the stress for the parasite exerted by the host's
immime respenze ® The role of IFM- in tn witro cultured cells
infected with T. gomdi has been investipated for more thao 20
yearg, **-3#3T JFMy hag congistemly been shown to imi
parasite Teplication fr witne®™ B3¢ gheress #ta impact on
stage oomversion i kss clear. Discrepandies in the effect on
togEeTine stage convemion may be largely related to the usape
of different cel types, parasite straine of host species. 1o 1IFH-y
treated mouss mamophages, the oprestion of bhmdyeoie
specific proteing was efficiently wiggered (Tablk 137 How-
ever, in T. gomdif-infected mutne astrocytes or rat neum] cells
cultured in the presence of 1FM-y, bradyecdte differentiation
and cyst formation was not enhanced (Table 1314 Likewis,
1FM-y waz alse mefficient in induciog stage conversion of the
virkent Foow pérsme BH strain or the avimlent ¥EG straio io
HFF o1k (Table 132 Together, thess smdies mply that
1FM-7 iz ooly effective in indweing stages comversion in certain
cell types andfor host species, but that it i required to mi
paragite replication, to Eevent exoessive host ocll lysis and
therehy, to pemmit bradyeoite differemtiation and cyst devel
opment, "2

Analyses of the rae of IFMN-y oo bradyroite differentation
in Toxoplesmre-infected mnmine macrophages identified mitde
ade (MOY 8z & mtative trigeer™ Consequenily, the MO
dooor sodiun mtroprussde (SMP) aleo induced bradyzoite
formation in mmine macrophages, Tat brain oels and human
fitroblagts (Table 1) 2%34 Hogewer gince MO acts oo
cmeymes of the regpratory chain containing iron-sulfur ceo-
ters, this effect may be rather indirect; acting on the parasite
and iy alec the host ocll mitochondrial ekctron trans-
poct. 2 1t should be noted that finding MO az a trigeer of
sta ge conversion might explain the differences o the induction
of twadyzoites iy 1FM-y between host species and/or czl] types
since the role of MO, for campk io man cclls, s contro-
versial

1FH-y was ako corrdated to the recomversion of trady-
zoites to tachyzoites fn wiro, Bradyzoite to tachysoite differ-
entintion iz particularly redevamt during the pathoepenesis of
overt and life-threatening teeoplasmosis in chronically io-
focted individusls upon immumosuppression, which eften
leads to Toxoplesete encephalitis. This reactivation of latent
infection has Dot been extengively studied o wiro, it it iz
generally asumed that abroga ting the stress nsnaly leads to &
rapid resumption of paragite multiplication, repression of
bradyzoitc-specific genes and expression of tachyaodite-specific
oes® Jopes ef of. estahlished boptem fr Wi murine
astrocyte cultures which had been infected with bram-derived
Foxopdsene cyets." Treatment of these multures with 1FBEy
starting from 40 days after iofecton (pi.) imited parasite
replication it did not promots cyst developEnent (goz above ).
Importantly, howewer, when 1IFN-y was removed at 120 days
p1 cyst rupture with many surrounding tachyzoites hecame
apparent within one week and after an additions] twe wecks
the astrocyte cultures were heavily infected with parasites of
different stages, it with & predominance of tachyeoites. "
Thege oheervations sugmesed that re-conversion of
Toxoplasrre tradyeoites to tachyzoites could be prevented fn
viro when 1PNy was presemt io the mediume It can be
hypotherized that 1FM-y stabilims Tovopiesme cysts by
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prmotng the toxoplasmastatic activity of astrocytes, therety
kecping mature bmdyroites in 8 Gy arrested ocl] oycke stage *
Upon removal of 1FM-y by contrast, el oycle re<ntry and
recrudegoences of 80 onpoing tachywoite oel] cycle may ocour.*?

Begide 1FM-y, the effect of other proinfis mma tory cytoknes
on Toxopirme tadyeoite differemtiation haz been deter-
mined. Interlenkin (JL}-6 which iz produced by various Iym-
phoid and noodymphoid ocll types diriog ioflammatocy
responses, and which induces an amite phase response, in-
creasad the number of Toxoplesene cysts that formed fe wiroin
uman fibroblasts (Table 192 Eeomarkably, ne synergiam of
1FM-y and 1L-6 in tradyzoite formation was moognized in
bhuman fitrohasts, again supportng the view that IFMN-y is
ineffective in inducing stage comversion in thess celz® 1o
contrast, in murine macrophages ipopolysaccharde (LPS)
induced tumor necrosis factor (TMFRe sscretion, topether
with low conocmtratons of 1PNy, sypermisically induced
the trangiticn of tachyseites to tradyzoites (Table 1. Max-
imal activation of the macrophages by high lewds of both
IFM-y and LPS again abrogated bradyzoite development,
gince parasite replication was completely abolished 2 1t there-
fore appears thet sub-maximal activation of murioe maomo-
phages is required to allow a low leve] of parasite replicatiom,
o at least cell oyl progression to reach & premitotc ol cycle
checkpoint that peamits oty Dto & meodified bradyzcite
differentiaticn l:nthwa}'.“ In contrast, complcte iohitition of
parasite replication may prevent the parasite reaching a phy-
siclogical state that is appropriate for starting stage conver-
oo,

Drugs avd chemicals

Most of the shidies that have analyzed the activity of anti-
microthal agents oo Foxopesme fr vino ane restricted to the
effect oo paraste replication rather than on stage conversion.
Usage of different Toxopdase straing, different hos ool types
az well az different methods for determining the rate of mult-
plication and bradyzoite differentiation hamper direct com-
parisons. The chemwothera peutics that are most widely used are
pyrimethe mine, sulfadiazine, clndamycn, spiremyein, hydoo-
xynaphtbequinooes and new macrelides ** The comtination
of pyrimethamine and sulfadiarine iz routinzly used for the
therapy of uman texoplasmoss and has been shown to be
mast effective in the rednction of tachysoite replication fn e
and in wine. At the same time, however, pyrimethamine and
partially sulfadiasine also induce the expression of radyzoite-
gpedific antipens (Talle 13.*"* Likewise, the hydmoaphtho-
quinon:s atovaquons, which appears to have both ant-tachy-
moite and ant-bradyeoite activity™ alse dgnificanty reduecd
Foxoplamae replication but was even more effective in indu-
cing conversion towards the bradyzoite stage than pyrimetha-
mine and sulfadiazine (Tablk 1544 Thus, chemotberapentios
that decreass Toxopirsme replication and avoid cvert dimcal
digzase in infected patients may at the zame time promote
stage conversion and persistence of the parasite

1o addition tostidying the impact of anti-Fovoplesmne drugs
oo stage comvergion from & pharmacoogicasl peimt of view,
several chemica] compoimds have been used to ineresse the
efficacy of stage converdon fn viro and to analyse the mmder-

Iying mechanisme. Sodium arsenite was shown to cfficiently
induce the expression of wadyzoite-specfic antigens, but did
pot induce cyst formation (Table 1).2 This iz remarkable since
it uncoupks &t kast the initial events of twadyzoite differentia-
tion and cyst development, thus Ddicating that the formation
of matiwe Toxopiesne cysts is under contre] of more than one
checkpoint. Similady, inhibitors of mitochondral function,
f.e. digomycin, antimydo A, rotmone, myxothiaso] or the
chemotherapeutic agent atovaquens induced the expresdon of
bradyecite-specific protems although it iz imdear whether
thess parasites would inld mamre cysts (Table 1524 Az
glready indicated above, these findings link the i wire-in-
duced differentiation of T pirsme towards bradyzodtes with
mitochondrial function under certan conditions. Whether this
also applies to the proccss as oleerved frv vivo remaine uo-
knowm.

Recemly, a tomibaimted pyrok trmed compomd 1 was
shown 1o effeciently imit paraste replication, to induee trs-
dymnite differentiation and to lead to cyst development fn wino
in human fibroblasts (Table 133 Remarkatly, bradyzoite
development was shown to eritically depend on the induced
exmresgion of the cell division autcantigen-1 ty the host celz ¥
This indicated for the first tme that the drug-induced altera-
tion of tranceription of a disioet host oe gene ditectly tgger
Toxophasrn differentiation (zze below).

High temperature— the heat ek treatment

Another strategy to induce Fovoplamme stage comverson 1S to
apply Iigh temperatures. This Dvelves 8 me-treatment of the
ot cellz for 2 b at 43 °C to alow the acquisiton of thermio-
tderance ** After returning te 37 0, ocls arc infected with
Foxoplasrne tachyzoites for 2 i and then again heat-shocked at
431 °C for 1248 h Afterwardz, the infected cells are main-
tained at 37 °C unt] the end of the experimemnt. Thizapproach
effectively induced the development of bradysoites (Table 1).2
Prolonged beat treatment of the parasite-infected cellz for up
to 48 b resulted in the largest mumber of cyst-lke souctures,
which resembled mature cysts, purifed from the train of
chronically infected mice.® This shows that beat treatment
ApPeATE ApEOPHAts to mimic the complkte differentiation
from tachymoites to cysts o wWiro, Whether fever during acute
teeoeplasoogis e eeo al2e promotes stage cooverson has oot
yet been determined. lmportantly, heat shock mducss the
differentiation process io both mweuse-avindent and monse-
virknt Toxopesne strains, although differentiation is geo
eraly more efficient I avimlent pemasites.

Az in prokaryotes and other enkarpotes, beat shock and
several other giress conditions arc aleo aseociated in T gomdi
with the induction of heat shock proteing (HEPy 345 ginoe
many of thess agpents are alse linked with the tansition of
tachyzoites to twadyzoites b viro, the role of HSP: diming
gtage comvergon of Toropiamne heg been further determined.
Surprizingly, expression of the small HSP-elated b dyzodte-
gpecific HEP30/BAG-] was dispeozable for stage conversion
and teme cyst development fr wiro and fn vivo. "2 1o contrast,
inhibition of T. gomdd HSPT2 {proposd tobe 2 membsr of the
HAPTO family*®) and HAPM uging quercetin andjor geldans-
mydn, congsiderably supmessed tachymeite to bradysoite
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trangition fn v¥ro suggesting a rok io bradyzoite differentia-
ton ™ It bas te be stressed however, that expression of
H5PM trangiently also increasd during tradyzoite to tachy-
woite diferemtiation & wive.® Smiarly, pharmacdogical in-
hibitien of HEPM oot ooly impaired tachyzoite to bradymodte
development but alst that from tradyzoites to tachyzoites. ™!
Thess results ndicate that the rale of HEPT0 and HAPOD s not
restricted to stressinduced bradyeodte development it that
they rather generally regulate maimenance of protein strctiure
and function during developmental differentia ion of T gomdif.

Mutrlent stress—putting  Foxoplecme on & det

It iz obvicus that the rapdly proliferating tachyzoite form of
Toxopesme has 8 higher need for mitrients than the slow-
replicating dormam hradyseite stage Becently, i has indeed
beem shown that deprivation of the aming add arginine
efficiemly biocks paraste replication and wiggers the differ-
cotiation of tachynoites inte bradyzoites as wel ax the dewel-
opment of cystdike structures fr vitro (Table 135 T gomdif
lacks the ereymes required for de nove argimne bicgynthesiz
and thus reliss on arginine uptake from the host cell ™
Consequently, fommation of bradyzoitecontaining cyst-like
ghructires by arginine starvaton was highly officent o both
moussyirulent and mouss-avindent  Foxoplose  strains,
whereas the viahility of parasies was oot affected. The star-
ving of T gomdlf in & rdated metabolic pathway, fe. the
prrmidine de more hionynthesis and zalvage pathwey also
induees expresdon of bradysoie-gpedfic genes (Table 1). This
was convincingly demonstrated by culturing meouse-vimlent
BH pemsites that lack the wraci]l phosphoribesyltransferase
(Auprt) at ambient 0 conosntration (003%).5 T gomdii ha s
& fragmented pyrimidine salvage pathway that critically rlics
oa the 1pnt peme whereas OO0, is required for de movo syothesia
of the pyrimidine fing. Simutanscns inhikiten of the de aow
biosynthesis pathway and the salvage pathway, thercfore,
efficiently abrogated uraci monophosphate (UMP) symthesis,
fe. the precursor of all pyrimidines used by the parasite and
led to reduced parasite growth and transition towards the
bmdyeoite stage. Firthermore, even o wildtype parasites,
fe. in the pesmnos of the wprt peme, OO, starvation lod to
bmdyeoite differentiation and cyst-like vacuoles.' InhitEton
of the mrimidine & more bicsynthesic pathway may be
sufficient to lower the avalable UIMP pool to thoss leveds that
trigeer bradyroite differentiation. 1t has to be strezeed that the
levels of stage comversion mduced by amtsent OOz in wildtype
parasites clkarly differ hetazen sirains with much higher levels
heing chamrved in the mouss-avinent Prugmand strain' than
in the mouse-virnlent BH strain®™ Together, thess studics
indicate that limited availability of distinct mitrents regulate
stage differentiation and i a valusble novwd apmoach to
increase wadyroite formaton fe wiro and to further our
knowledps oo stage conversion of Tovopiamne.

Az an obligatory imracellular parasite, tempoTary axemc
oultivation may—among other factors—also deprive T g omdi
tachyzoites of ceeential mittients and growth factors. Twelve
hours in the shsenee of host cdls mdeed induced the expres-
sion of bradynite-specific genes and the farmation of cyst-like
vacunles after subesquent infection of HFF cells (Tahle 135

Importantly, thiz finding again demwonstrates that stress con
ditiong directly exerted oo the parasite can trigmer stage
converdon of T gomdi if the parasite iz subsquently paced
inte a suitable celular snviromment.

Cydic nudentldes—regulators of siressrelated bradyzolte
Tormation?

In a vanety of organims, stress and differentiation responses
are aszeociated with conserved cyclic nuclectide signaling
pethweys. Similarly, permoanently of trandently Dereasing
the levels of intracelluler oGMF and c AMF, respectively, has
been showo to induce tradyeoite differentiaton in T gomdlf
(Tate 1) 1o addition, inlibiters of downstream cAMP- and
cGMP-dependent protein kineses Jked to tachyroite-bradysodte
tmogition (Tablk 13 It iz worthy o Dote that the NO dooor
SMP, !.& one of the strege-related trigeers of stage conversion
(zc above) also trangiently increased iotracellular cAMP
levels 0 both host cells and paragites” Furthermere, eleva-
tion of the parasite cAMP level was critically aseociated with
the ability of T. gond!f to differentiate to the bradyzoite stape
gince it was only cheerved in the cyst-forming PLEK strain bt
Dot in the BH sirain which haz often 8 dimbished capadty to
form bradyzoites.™ These findings raiscs the interesting poe-
gitility that cAMP and oGMP gignalling am potentally
critical regulators of the stress-related differentiation proocss
in T. gomdif.

Spontaneows stage conversion of T. Gondi

Analyzss of Toxophesene stage conversion under giress condi-
tionz have doubtlezs Tweadenod our understanding of & critical
event of the parasite life cyde and oo the pathogencsis of
digeaze. The finding of varous stress factors inducing stage
converdon and cyst development has put formard the view
that hradyeodte diffementiation isa strees-related regponss of T,
gomd¥ to hostile environmental conditions, such agthe nflam-
matery regponse to the tachyroite stage. Bradyzoite develop
ment may indeed share featires common to other sress-
induced differentiation processes such as the deprivation of
nitrents and endespors furmaton io becilli, ghicose starva-
tivn and hyphae formation o fungi, or spore formation io
Dt vostethomt dacoldeme® Being an oblipatory intracelular
parazite that relics oo persistence withio its host, it appears
likely, howewer, that stage differentiation in Toxepliemna iz
partially or pedominantly regulated by other factors than
thoes oheerved in commensals or free-lving orga msme. Long-
standing chesrvatons as well as recent develoEnents Spport
the view that bradyenite formation might be physivlogically
regulated by other factors than strees,

Spontanens bmadyooite develnpment

Bradyeoites and cystike structures can develop in ol cuk
tures io the absmnos of cxopenous immune regulators, fe
proinflammatory cytokines "4 3242 11 5 Mlition, tachyenite
to bradyeoite frangition can cocur spontanocusly without
applying any stress factor, although mostly at a lower foe-
queocy  when  compared  te stressmduweed  condb
tipng 1-132LIT BRG] after jnnenlation of tachyeoites
dirctly inte the traing of mice, comversion to the bradymoite
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stage was evident within 2-3 days, .2 earlier than required lor
a mbust anti-parasitic mmune response** This suggested that
spontancons differentintion of tachyzaites o bradyzoites
might have ako ococurred in wive, The low frequency of
bmdyzoite formation that is normally observed in the atsence
ofexogenms stress factors in wiro may indeod suffice in vivo to
guarantee the formation of enough tissue cysts and therehy
parasite persistence and transmission to new hosts,

The rate of spontancous tachyzoile to bradyzoite differen-
tiation varies among Toxo ple s strains™ ™! with the mouse-
aviruknt type I1 or 111 strains generally switching at higher
rates than the mose-virnknt type 1 strains. Furthermore, the
infective stage of Tavepierme may also be critical zsince high
frequency of tachyzoite to bradyzoite development was ob-
served after inocnlation of sporozoites and scveral subsequent
rounds of rapid tachyzoite ]:lm:l]iFv:mtjll:rn.'E"l Interestingly, bra-
dyzoite formation was preceded by, and eritically depended
on, a parasite cell cyde shift towards slower growth. 4
Roduced parasite replication i= thus not only linked to

0 stress-induced hradyzoite development {zee above) but is alzo

crucial during spontaneous stage conversion. The importance
of a rednced parasite replication for spontancous stage con-
version has recently been extended to the tachyzoite-hrady-
zoite tramsition following the initial inocolation of mature
brdyzoite-containing cysts.’ Consequently, a change in the
premitatic period of the cell cycle with the occurrence of a
novel Golike phase that iz not present in rapidly dividing
tachyzoites has been associated with bradyzoite differentiation
of Taxeplasma® It will be interesting to soe whether the
ooonrrence of thiz novel Grlike cell cycle phase represents a
default pathway after several rounds of tachyzoite replication
or rather it iz a switch in the cell cycle progression that is
governed by envinmental conditions that are sensed at a
distinct cell cycle checkpoint.

Zdays

Impact of the host cell on bradyzoite develo pment aml cyst
Tormation

Whether the host cell type is a determinant for Tovaplasma
tachyzoite-bradyzoite conversion is a matter ol contraversy.
Mozt cell lines indeed support at least some degree of tissue
cyst formation and this has led to the conclusion that the cdl
type docs not contribute greatly to bradyzoite formation "%
It should be stressed, however, that this issue has never been
quantitatively compared, Furthermore, analyses of tachysoite
yiekls i vitro indicated profound differences depending on the
cell type™ Practical considerations, e.g. availahility, ease of
handling and maintenance, and robustness (the latter particu-
larly during stress-induced bradyzoite formation) have put
{orward the nse of human Abroblasts as a common host cell
type to study stage differentiation (For a lis of cell types nsod
for the analyses of bradyroite differentiation see rel. 4 and 631
In wive, however, it is well known that bradyzoite-containing
cysts of Toxoplasmae are predominantly found m brain and
misck tisstes® and within the brain, newrons appear to be the
major cell type for parasite persistence,® These indings have
raized doubts whether bradyzoite differentiation indeed ocours
independently ol the host cell type. Certainly, depending on
the host species, cyst formation also occurs n visceral organs
including liver and kidney.* The predominant localization of
tiEsue cysts in brain and moscles conld, therefore, just reflect
the longevity of peurans and rouscle celk or the immunologi-
cal environments i these tissues that would ensure the long
term persistence of the latent infecton. Conversely, it can also
he hypothesized that neurons and musclk cells {or the respec-
tive tissues) provide an appropriate cellular environment that
readily sustams tiesue cyat development. This view is sup-
ported by smdies on Toxepizme differentiation and develop-
ment that were carried out in primary rat CNS cells. The
remilts showed that bradyzoites developed spontaneously

T days

I fEerenion oen of LaC10 rat skebolal sayoblasdt ool novirs Tor gicbeeg el infocion with Tpandi LHC 10 oolls wens cullvaisd m DMEM

ity comtamang 10% ol call senen (FOSE Two days after sesdme and Rermation of & meerly conleenl menelayer, e oells were
chiflfenenbistad Lo snprtibes by ol Uvatien dn sed nem wath low serust codbent (2% FOSL Diflfensnioatis o ot decletal musele cells was judged
Ty U cvoter st oo e Lopde sy noylial mivoliles 2l 7 dayaalier ssading, In contrast, continwsd il ivation of LaC 10 contio] celk in medivm with
hagh st im coatent (10% FOR) prodearnantly sustatied ool] problfemiien. Scde bar weprosents 100 m.
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within rewronz, astrocytes and mdcroglia indicating that these
cell types may serve as :q'lnmprulr_' host cells for the initis l|
stepe ol tissne cyst u.'_'»dmm':r_'nt. Furthermore, Jones &
reported on a cell culture system which supported the dcw:l-
opmaent and long-term mamtenance of T gondii tissue cysts in
primary muring astrocytes over a period of 120 days'* which
may he dependent on the specific host cell type.

We have recently started to investigate hradyzoite Forma-
tion in skeletal mouscle cells. Although Toxoplasmae cysts havea
predilection for momacle tizsnes, ™™ little attention has been

mih CC2

4 hrs

24 hrs

2 days

6 days

Al andl- Toxopigams

miven to muscle celk as a host cell type to sdy
Toxoplasma-host ool interaction or stage differentiation. This
1= particularly surprizing, since persistence of Toxop lasme cysts
in skeletal rmscle tizzue iz of major relevance for the parasite
tmramission to humans viz raw or undercooked meat. Using
privaary skeletal mmscle cells that had been differentiated s
vitro to mature myotubes, we found a remarkahly high
Iequency of spontanepus tachyzoite to bradyzoite differentia-
tion until s days after tachyzoite infection {Ferrera-da-Silva
and Loder, unpublished). As an alternative option to study the
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interconversion of Toxopiesme in musds cellz in vitro e also
empleyed the rat myoblast ol line LEC10. The cdls were
maintained subcenfuent (in onder to preven spontanecus
differentiation) in Dulbecce's ME medinm supplemented with
10% PFCE and antibicotes and were regularly trysimezsd and
goeded at 1000-3000 cdls cm~?. 1o order to suppott the
differentiation of myoblasts after they had ust reached con-
fluence, they mere cultivated in DMEM with mdiced serum
content, f.e 2% FCS and myotube formation was confirmed
by phase contrast microecopy (Mg 1). Importantly, after
inpculation of such mncle ol cultures with T gomdid, sponta-
necus differentiation of tachyroites to bmdyzoites was readily
oheerved ag determined by differentia] immunofinorescence
microscopy. Bradyzoites developed at high frequencics during
the first two days of mfsction {Fig. 2) thus confirming results
from primary murine mugle cclls. Although bradysoite-con-
taining vacuoles were algo clearly detectabk at later time
points (Fig. 2, it has to be mentioned, however, that we were
unable to reproducibly oheerve high frequencics of tradyzoite-
oontainng vacudes during sustained cultivation perinds due
to the degeperation of the cel]l culture monolayers. Mever-
theless, high frequencies of tachyzoite—tradyzoite switching in
both primary and contnuous skeleta] muscle cellks support the
hypothesis that the cellular envirooment incuding the type of
host o]l may regulate Foxoplasene differentiation

Begides the hos cell type, the physology of the host ocll bas
recently been shown to have a major impact on bradyzoite
differentiation. Changes in gene transcription after treatment
of human fibroblasts with a trsubsttuted pyrools were accom-
pamied by rduced paragite replication and high frequencies of
bmdyzoite differentiation *® 1o fact, up-regulaticn of the -
man cell division autcantgen (CDA)-1 was shown to tgger
bmdyroite devclopment and cyat formaton as reveakd by
g BMA koockdown. Furthamor, owrexmesnon of CDA-L
sufficed to inhibit parasite growth and to indues opression of
bmdyzoite-specific antigens. ¥ This study degantly shomed
that the host cell transcriptome can directly infiuence
Toxopiesnne stage differentiation. 1t will be interesting to soc
whetber COA- is also a majer trigger for the commitment of
Tonoplasmne towards the bradyzoits stage during spootanecus
stage coOVersicn i0 certain ocll types, 4. DEUDODS oF musde
celle.

Conc lusions

Onr knowledge on the intiguing Eoccss of stage differentia-
tono io the cukaryoti peragite Foveplamsme gond!! has -
creaged considerably by using the a pproach of strezsindnced
bmdyroite formation b vire. Whether cellular ress exerted
by the best during infection i the major regulator of cyst
formation fr v, bowewer, remains uoknown Reecnot ad-
vances io the cdllular and molecular biclesy of stage conwer-
gion of Foxoplasmne point towards the type and the physiclogy
of the host cells as critical determinants. This alse puts
forward the view that spontanecis bradyroits development
in &0 appoopriate oclular covirooment may be mone ImpoT-
tant as previously thought. Certainly, we are stll far from a
complete poture of the repulaton of stage converson of T
gomd but we are, nevertheles, on 8 pood way to understand
the molecular hasz for bradyzodte differentiation and parasite

persistence. 1o further analyses, muscle cellsmay be a valuable
In viro mode] which will alow us—hbeside Dourons—te io-
vegtigate oo plasa stage conversion under conditicns that
mare doscdly ressmibles the physicegical covireoment o the
infected host.
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REsSumoO

A diferenciacdo no desenvolvimento é um processo fundamental em organismos vivos. E
essencial em organismos multicelulares e comum entre procariotos e eucariotos
unicelulares. No caso de protozodarios parasitas, tal diferenciacdo € freqientemente um
processo obrigatério que distingue estagios do ciclo de vida sendo requerido para (i)
reproducdo sexual, (ii) transmissdo entre os hospedeiros mamiferos e vetores invertebrados,
ou para (iii) sobrevivéncia dentro de diferentes nichos no hospedeiro. Embora seja do
conhecimento que Toxoplasma gondii forma cistos preferencialmente no cérebro e na
musculatura esquelética, pouca atencao tem sido dada as células musculares esqueléticas
como um tipo celular para estudo da estagio-conversdo do parasito. A persisténcia na
musculatura esquelética é critica para a sua transmissao para humanos através da ingestao
de carne crua ou mal passada. Na presente tese, culturas priméarias de células musculares
esqueléticas (CME) foram altamente diferenciadas, apresentando miotubos que contraiam
espontaneamente e expressavam marcadores especificos, tais como Myf5, MyoD e
desmina. Com o objetivo de investigar in vitro a diferenciacdo do Toxoplasma, CME foram
infectadas com taquizoitos de Toxoplasma e a estagio-conversdo entre taquizoitos e
bradizoitos analisadas até seis dias apds infec¢do por imunofluorescéncia. A diferenciacéo
dos taquizoitos teve inicio espontaneamente apo6s 1 dia de infec¢cdo apresentando a
seguinte taxa de vacuolos contendo bradizoitos: 0 % (4h), 23,8 £3,4 % (1 dpi); 31,0 + 2,0 %
(2 dpi); 33,0 £3,5 % (4dpi) e 46,0 +3,5 % (6dpi). Apds 2 e 4 dias de infeccdo, vacuolos
contendo bradizoitos e rosetas de Toxoplasma em estagio conversdo assincronica foram
detectados. Com o0 objetivo de checar se o tipo celular é determinante neste intrigante
fendbmeno, os mesmos experimentos foram realizados em dois outros tipos de células
hospedeiras: linhagem de mioblasto (L6C10) de rato diferenciada in vitro em miotubos
maduros e em linhagem de fibroblasto de camundongo (L929). Altas taxas foram detectadas
na linhagem de mioblasto L6.C10: 35,2 + 4, 6 % (4 dpi) e 64% (6 dpi). Em contraste, na
linhagem de fibroblasto de rato (L929), a taxa de diferencia¢do do Toxoplasma n&o alcangou
20%. Além disso, quando analisados por RT-PCR em tempo real, 0 RNA total de culturas de
CMEs infectadas com taquizoitos de Toxoplasma continha quantidades crescentes de
transcritos de ENO1, um marcador especifico para o estagio bradizoita. Nos também
desenvolvemos experimentos de estagio conversdo induzida, aplicando condigbes de
estresse exdgenos, tais como pH alcalino e citocina. Nossos dados revelaram que altas
taxas de estagio conversdo do Toxoplasma ocorrem em CME, sem requerer fatores de
estresse exdgenos, tais como drogas, mudancas na temperatura ou pH. NOs acreditamos
gue CMEs possam apresentar um nicho apropriado para o Toxoplasma estabelecer a fase
crbnica da infeccdo e desta forma, ser um potente/modelo celular para o estudo do intrigante

processo de diferenciacdo de taquizoitos-bradizoitos in vitro.



ABSTRACT

Developmental differentiation is a fundamental process in living organisms. It is essential in
multicellular organisms and is common among prokaryotes and unicellular eukaryotes. In the
case of protozoan parasites, such differentiation most frequently is an obligatory process with
distinct life cycle stages being required for (i) sexual reproduction, (ii) for transmission
between mammalian hosts and invertebrates vectors, or (i) for survival within distinct niches
of the host. Although is already known that Toxoplasma gondii form cysts preferentially in the
brain and in the skeletal muscles, little attention has been paid to skeletal muscle cells as a
cell type to study Toxoplasma stage conversion. Persistence within muscle tissue is critical
for parasite transmission to humans via raw or undercooked meat. In the present thesis
work, primary cultures of skeletal muscle (SKMC) were highly differentiated, displaying
myotubes which contracted spontaneously in vitro and expressed markers specific to SKMC,
such as myf5, myoD and desmin. Owing to investigate in vitro differentiation of Toxoplasma,
SkMCs were infected with Toxoplasma tachyzoites and tachyzoite-bradyzoite stage
conversion analysed till 6 days post infection by immunofluorescence. The tachyzoite
differentiation started spontaneously at 1 day post infection, displaying the following rate of
vacuoles containing bradyzoites: 0 % (4h), 23.8 £3.4 % (1 dpi); 31.0 £ 2.0 % (2 dpi); 33.0 £
3.5 % (4 dpi) and 46.0 + 3.5 % (6 dpi). At 2 and 4 dpi, vacuoles containing bradyzoites and
rosettes of Toxoplasma in asynchronous stage conversion were detected. In order to check if
the host cell was determinant to this intriguing phenomenon, the same experiments were
carried in 2 others different host cell: a rat myoblast cell line (L6C10) differentiated in vitro
into mature myotubes and a mouse fibroblast cell line (L929). High rates were detected in the
L6.C10 myoblast cell line: 35.2 + 4.6 % (4 dpi) and 64% (6 dpi). In contrast, in mouse
fibroblast cell line (L929), the rate of Toxoplasma differentiation did not reach 20%. In
addition, when analysed by real time RT-PCR, total RNA from SkMC infected by Toxoplasma
tachyzoites contained increasing amounts of bradyzoite-specific ENO1 transcripts until 6 dpi.
We also carried experiment inducing the stage conversion, by applying exogenous stress
conditions, as alkaline medium and cytokine. Our data show that high rates of Toxoplasma
stage conversion takes place in SKMC, without exogenous stress factors being required as
drugs, changes in temperature or pH. We believe that SkKMC might be an appropriate niche
to the parasite to establish the chronic phase of the infection and therefore, a potent cell

model to study the intriguing process of tachyzoite to bradyzoite differentiation in vitro.
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l. INTRODUCAO

1. Toxoplasma gondii - 0 modelo Apicomplexa

Neste ano de 2008 comemora-se 0s 100 anos da descricdo do Toxoplasma
gondii por Nicolle e Manceaux, no norte da Africa, e por Splendore no Brasil. A
designacdo da espécie deste parasito provéem do nome de um roedor africano
(Ctenodactylus gondi) do qual este parasito foi originalmente isolado (Nicole e
Manceaux, 1909; Black e Boothroyd, 2000).

O T. gondii € um protozoario classificado como Coccideo, pertencente ao filo
Apicomplexa, que inclui um grande namero de parasitos de animais e de humanos,
responsaveis por doencas muito conhecidas, tais como maléaria, toxoplasmose,
coccidiose e criptosporidiose (Dubremetz e cols., 1993).

De todos os apicomplexas, o T. gondii € o mais accessivel experimentalmente,
uma vez que: (i) esses parasitos sdo capazes de infectar in vitro qualquer célula
nucleada; (ii) os estagios patogénicos sdo facilmente propagaveis em cultura,
produzindo-se quantidades satisfatorias de parasito para experimentacdo; (iii) o
modelo em camundongos € bem estabelecido; (iv) foi o primeiro protozoario
obrigatoriamente intracelular a ser transformado utilizando-se DNA exdgeno (Donald
e Roos, 1993; Kim e cols., 1993), possibilitando assim, o desenvolvimento de
ferramentas moleculares de genética reversa para a manipulacdo de seu genoma
(Boothroyd e cols., 1997; Soéte e cols., 1999), e ainda, (v) pelo fato de um novo
banco de dados das chamadas “expressed sequence tags” (EST), que séo etiquetas
de sequéncias expressas produzidas a partir de bibliotecas de cDNA, ter sido criado
para o T. gondii. Desta forma, por conta destas facilidades experimentais, o T. gondii
emerge como um dos mais importantes modelos para o estudo da biologia dos
apicomplexas, que incluem mais de 5000 espécies de parasitos (Wilson e cols.,
1996; Roos e cols., 1999; revisto em Black e Boothroyd 2000, e em Kim e Weiss,
2004). Ha significantes diferencas biologicas entre o Toxoplasma e 0s outros
parasitos deste filo, principalmente com relacdo ao ciclo de biolégico que néo foi
conservado em todas as espécies (Kim e Weiss, 2004). Este protozodrio tdo bem
adaptado é caracterizado por ser um parasito oportunista de ampla distribuicdo
geogréfica e por formar cistos teciduais freqlientemente encontrados no sistema

nervoso central e na musculatura esquelética de seus hospedeiros, onde persistem
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dormentes por longos periodos, levando a uma infeccdo de longo termo (Hoare,
1972, Gross e cols., 1997; Ellis e cols., 2004).

O estabelecimento de uma infeccdo persistente € uma das principais
caracteristicas deste parasito, sendo necessaria para manutencdo do seu ciclo de
vida. Este fato e a habilidade do T. gondii em infectar um amplo espectro de células
de vertebrados de sangue quente e de se desenvolver dentro de toda célula
nucleada estudada até o momento, faz com que seja um dos protozoarios mais bem
sucedidos dentre os parasitos obrigatoriamente intracelulares (Boothroyd e cols.,
1998).

2. Biologia do T. gondii

O Toxoplasma se caracteriza pela forma alongada, de meia lua crescente,
apresentando uma extremidade mais afilada na regido anterior do corpo e mede
cerca 7 pm de comprimento e 2 ym de largura, com pequenas variagdes entre as
trés formas infectivas (Harboe e Erichsen, 1954; Hogan e cols., 1960).

O T. gondii apresenta todas as estruturas tipicas de células eucariotas
(Esquema 1), sendo a presenca do complexo apical (formado pelo condide e anéis
apicais) um importante diferencial que caracteriza o filo apicomplexa (Esquema 2).
Além do complexo apical, o Toxoplasma possui organelas secretoras como roptrias,
micronemas e granulos densos que desempenham um importante papel na invaséao,
formacdo e manutencdo do vacuolo parasitéforo, garantindo a sua permanéncia na
célula hospedeira (Joiner e Roos, 2002; Martin e cols., 2007) (Esquema 1). O
condide mede cerca de 250 nm de diametro e 280-360 nm de comprimento, formado
basicamente por 6-8 microtibulos e um par central interno, assemelhando-se a uma
mola que pode se estender ou retrair dentro do anel polar apical (revisto em Dubey e
cols., 1998b; Morissete e Sibley, 2002) (Esquema 2).

O Toxoplasma é envolto por uma membrana trilaminar (Dubey e cols., 1998) e
contém um plastideo vestigial, chamado de plastideo apicomplexa ou apicoplasto,
indispensavel ao parasito e que vem recebendo atencao especial desde sua
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Esquema 1. Representagdo esquematica de um zoita, mostrando a ultra-estrutura do T.gondii.

descricao (Wilson e cols., 1995; McFadden e cols., 1996; Kohler e cols., 1997;
Waller e cols., 1998). Esta organela € envolta por multiplas membranas, indicando
ter sido adquirida por endossimbiose secundaria (Kohler e cols., 2006). A
endossimbiose primaria consiste na incorporagdo de um procarioto por um eucarioto
e os plastideos apresentam somente duas membranas. Por outro lado, na
endossimbiose secundaria, um eucarioto heterotrofico fagocita um eucarioto
fotossintético, gerado por uma endossimbiose primaria, e assim os plastideos
apresentam quatro membranas (Waller e cols., 1998).
Como o Toxoplasma apresentar enzimas glicoliticas homélogas as de plantas
e ndo a de animais, esta organela € uma forte candidata para o desenho de novas
abordagens terapéuticas (Kohler e cols., 1997; Ralph e cols., 2001; Seeber, 2003),
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além de ser objeto de estudos evolutivos (Willianson e cols., 1994; Egea e Lang-
Unasch, 1995; Dzierszsinki e cols., 1999).

A mitocondria do Toxoplasma também foi gerada por um processo
endossimbidtico e, assim como o apicoplasto, leva seu proprio genoma (Wilson e
cols., 1996).

Microtubulos internos Anel pré-conoidal anterior

Anel pré-conoidal posterior

Membrana plasmatica Microtubulos do anel apical

Complexo membranar interno

Microttbulos
subpeliculares

Reproduzido de Nichols & Chiappino (1987)
Esquema 2. Esquema detalhado da regido apical do T. gondii

Em termos ultra-estruturais ha grandes similaridades entre taquizoitos,
bradizoitos e esporozoitos de Toxoplasma, que apresentam organelas
caracteristicas e classicas dos parasitos apicomplexas (Esquema 1). No entanto,
apos estagio diferenciagéo, ha diferencas fisiolégicas marcantes entre as 3 formas
do parasito, incluindo altera¢cdes em sua superficie, metabolismo, além da inducéo
de genes associados a essas mudancas (Denton e cols., 1996; Ferguson, 2004,
Speer e Dubey, 2005). Diferencas também ocorrem no modo de divisdo dos
parasitos, e na velocidade com a qual se multiplicam. Os taquizoitos se multiplicam
rapidamente dentro do interior dos vacuolos parasitoforos (VP), formando rosetas,
lisando as células e posteriormente, infectando células vizinhas. Bradizoitos se
dividem lentamente, transformam a membrana do VP em uma parede cistica rica
em carboidratos e se mantém isolados no interior da célula por longos periodos

(Guimardes e cols., 2003). Essas variacdes morfologicas refletem diferencas
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metabdlicas entre os dois estagios (Smith, 1995; Zhang e Smith, 1995, Speer e
Dubey, 2005).

O Toxoplasma apresenta um ciclo de vida complexo com dois mecanismos de
transmissao: (i) ingestdo de oocistos produzidos durante o ciclo enteroepitelial do
parasito em gatos e, (ii) através do estagio de cisto tecidual presente na fase crbénica
da infeccdo dos hospedeiros intermediérios (Ferguson, 2004).

Este complexo ciclo de vida resulta em 4 estagios infecciosos: taquizoita,
bradizoita, merozoita e esporozoita, com papeis biol6gicos distintos. Formas
taquizoitas e merozoitas proliferam dentro de um hospedeiro, aumentando a
densidade de parasitos. A diferenca entre eles € que os taquizoitos passam por uma
proliferacdo indiscriminada em todas células hospedeira nucleadas e se disseminam
para todos os tecidos do corpo, enquanto a proliferacdo dos merozoitos se limita a
poucas geracdes (2-4) e exclusivamente no interior de enterécitos do intestino
delgado do gato (Ferguson, 2004). Além disso, a depender do estado do sistema
imune do hospedeiro, taquizoitos podem sofrer diferenciacdo para bradizoitos,
enquanto 0os merozoitos dardo origem aos estagios sexuais -microgametocitos e
macrogametocitos. Bradizoitos e esporozoitos tém em comum a transmissdo da
infeccdo entre hospedeiros, garantindo assim a sobrevivéncia ao rigor do ambiente
externo e/ou no trato digestivo de um novo hospedeiro.

No curso da evolugcdo, T. gondii desenvolveu vérias rotas potenciais de
transmissao (Esquema 3). No entanto, estes estudos nas ultimas trés décadas nédo
elucidaram qual (ou quais) a mais importante do ponto de vista epidemioldgico. A
transmissdo do T. gondii em humanos ocorre principalmente por: (i) exposi¢cédo
seguida de ingestao acidental de oocistos esporulados, (através de agua e/ou solo
contaminados com fezes de gatos), (ii) ingestdo de carne crua ou mal passada
contendo cistos de Toxoplasma e (iii) infec¢ao transplacentaria (Lopez e cols., 2000).
A disseminacédo da toxoplasmose pode ocorrer também por transplante de 6rgdos ou
medula éssea, pela doacdo de um 6érgédo infectado com o parasito a um receptor
susceptivel, ou pela reativacdo de uma infeccdo latente no préprio transplantado,
devido a tratamento imunossupressor (Jackson e Hutchison, 1989; Luft e cols., 1987,
Ho-Yen e cols., 1992).
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Esquema 3. Ciclo de vida do T. gondii mostrando as vias de transmissao entre os hospedeiros

intermediarios e definitvos.

Estudos que indicam que as infec¢Oes transmitidas pela ingestdo de oocistos
sdo mais graves que as induzidas por infeccdo por cisto (Benenson e cols., 1982;
Dubey e Beattie, 1988; Smith, 1993; Hill e Dubey, 2002). Atualmente ndo ha testes
gue possam discriminar entre ingestao de oocistos ou de cistos teciduais como fonte
de infeccdo, sendo as evidéncias da rota de infecgcdo conseguidas por inspecdes
epidemioldgicas (Bahia-Oliveira, 2003).

3. Toxoplasmose em humanos e tratamento

T. gondii é o protozoario mais freqlientemente encontrado em infeccdes
oportunistas, sendo especialmente importante em duas situacdes: durante a
gravidez podendo causar manifestacfes severas neurologicas e oftalmolégicas no
feto, quando adquirida no primeiro trimestre da gestacdo, e em pacientes
imunocomprometidos, como HIV positivos ou em tratamento pré-transplante de

orgaos (revisto em Joiner & Dubremetz, 1993; Sarciron & Gherardi, 2000).

Esporocisto

\ ESPOROZOITAS
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A toxoplasmose se caracteriza por uma fase aguda, seguida por uma fase
crbnica quando o0s parasitos estdo presentes em cistos teciduais,
predominantemente localizados no cérebro e na musculatura. Estes cistos podem
transmitir a infeccdo para outros hospedeiros intermediarios ou gatos quando
ingeridos (por carnivorismo). O maior problema no tratamento da toxoplasmose é
gue enquanto as drogas utilizadas podem eliminar taquizoitos, elas tém pouco efeito
sobre bradizoitos, que sdo mantidos como fonte recrudescente da infeccdo (Luft e
Remington, 1992; Montoya & Liesenfeld, 2004). Como resultado, a terapia com
drogas é mantida obrigatoriamente durante toda a vida do paciente, o que traz
grandes inconvenientes devido a toxicidade da associacdo da sulfadiazina com a
pirimetamina, associada ao uso prolongado das drogas.

A infeccao pelo T. gondii adquirida durante a gravidez pode causar danos intra-
uterinos e, atravessando a placenta, os parasitos podem infectar o feto levando a
fase aguda da doenca (Foulon e cols., 1999; Ferguson, 2002; 2004). Apesar das
consequUéncias devastadoras da toxoplasmose congénita serem bem conhecidas
como parte da sindrome do TORCH (acrénimo referente a infeccdo de um feto em
desenvolvimento ou recém nascido por qualquer grupo de agente infeccioso, que
apresente toxoplasmose, sifilis, rubéola, citomegalovirus e herpes) muitos aspectos
da toxoplasmose congénita continuam controversos, por conta de dados
incompletos quanto a prevaléncia da doenca e ao impacto do tratamento (Kim,
2006).

Muitos estudos focam a toxoplasmose congénita em humanos, como resultado
da transmisséao vertical do parasito durante a gravidez. No entanto, pouco se sabe
sobre a relativa importancia deste tipo de transmissdo bem como sobre os
reservatorios do parasito na natureza (Tenter e cols., 2000; Jones e cols., 2001).

Um fato interessante é que, estudos epidemiologicos recentes indicam que
agentes infecciosos podem contribuir para alguns casos de esquizofrenia (Torrey &
Yolken, 2003). Infeccbes com Toxoplasma em animais geraram alteracdo em
funcdes neurotransmissoras e comportamentais (Webster, 2007). Em humanos, a
infeccdo aguda pode produzir sintomas psicéticos similares aos apresentados por
pessoas esquizofrénicas. Além disso, ratos infectados por Toxoplasma parecem ser
menos neofébicos (medo persistente e anormal de qualquer coisa nova), levando a
diminuicdo da sua aversao natural ao odor de gatos (Berdoy e cols., 2000). De fato,
estudos realizados em 1979, demonstraram que o0 Toxoplasma prejudica o
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aprendizado e a memdria em camundongos, além de alterar mudan¢cas no
comportamento nestes animais e em ratos (Witting, 1979; Webster, 2007).

Nos dUltimos anos houve um progresso considerdvel em relagdo ao
desenvolvimento de vacinas contra toxoplasmose, baseada na cepa viva atenuada
S48, de uso veterinario (Stanley e cols., 2004). Vacinas sao caras, causam efeitos
colaterais e tem curto prazo de validade. Sendo vacinas preparadas a partir de
organismos vivos, elas podem sofrer reversao para cepas patogénicas e, portanto
ndo sdo aplicadveis a humanos. Além disso, os cistos ndo sdo estruturas estaticas;
eles regularmente se rompem ou rompem as células hospedeiras liberando parasitos
gue reinvadem outras células (Dubey, 1997; Dubey e cols., 1997) e podem dar inicio
a uma resposta inflamatoria, resultando na formacéo de nddulos gliais no cérebro do
hospedeiro (Weiss e Kim, 2000).

Alguns experimentos tém demonstrado que vacinas de DNA, que se baseiam
na injecdo de um plasmideo de DNA no hospedeiro, passando assim as células a
produzir a proteina codificada, poderdo vir a ser utilizadas em humanos de
(metodologia relativamente nova e que envolve a). Este tipo de vacina induz
resposta imune humoral e celular em modelos murinos (Dtugoriska e cols., 2007,
Menzies e cols., 2008). Imunizacdo de camundongos com plasmideo codificando o
gene SAGL1 (Pit SAG1) levou a uma protecao de 80-100% (Nielsen e cols., 1999). As
proximas vacinas de DNA deverdo considerar a regulagdo estagio-especifica da
imunidade contra o Toxoplasma para prevenir e/ou reduzir a formacao de cistos nos

hospedeiros intermediarios (revisto por Boophale, 2003).

4. T. gondii e a célula hospedeira: invasdo e formagdo do vacuol o
parasitéforo

Patdégenos obrigatoriamente intracelulares permanecem confinados num nicho
(vacuolo parasitéforo) dentro da célula hospedeira, que lhes assegura fonte de
nutrientes e protecdo, evitando contato com o sistema imune do hospedeiro.
(Coppens e cols., 2006).

Esta situacdo enigmatica de viver em um vacuolo que nao é interceptado pelo
sistema endocitico da célula hospedeira € a realidade do T. gondii. ApGs a invasao,
0 parasito exclui ativamente uma série de proteinas da membrana da célula
hospedeira, inserindo proteina secretadas pelas roptrias e pelos micronemas
formando uma membrana vacuolar hibrida (Joiner and Roos, 2002).
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Membros do filo Apicomplexa infectam células por processos que requerem
uma sequéncia coordenada de eventos moleculares durante a sua interagdo com a
célula hospedeira: ligagdo receptor-ligante, transducdo de sinais, mobilizacdo do
motor actina-miosina, regulagdo da exocitose das organelas secretoras e
modificacdo proteolitica das proteinas de superficie do parasito. Varios detalhes da
invasado diferem amplamente a depender do género, espécie, estagio evolutivo e
célula hospedeira, mas os mecanismos basicos sao provavelmente conservados no
filo (revisto em Carruthers e Blackman, 2005).

As etapas de adesao e invasdo na célula hospedeira sdo estratégias cruciais
para o T. gondii estabelecer a infeccdo. A penetracdo do parasito requer que seu
polo anterior (condide) entre em contato com a superficie da célula hospedeira para
desencadear a invaginacdo da membrana celular. A invaséo (15 - 17 segundos)
acontece de uma maneira muito mais rapida que a fagocitose (120 segundos), o que
sugere participacdo ativa do parasito neste processo (Nichols e cols., 1981). O
processo de entrada comeca com o deslizamento do parasito, que utiliza uma
adesao reversivel para migrar por sobre a superficie da membrana plasmatica,
estabelecendo assim uma intima associacdo com a célula hospedeira (Carruthers e
Sibley, 1997; Mordue e cols., 1999; Alexander e cols., 2005).

As proteinas adesivas dos micronemas em T. gondii (Wan e cols., 1997) em
conjunto com outras proteinas, formam complexos adesivos que contém diversas
moléculas semelhantes as integrinas, EGF, trombospondinas e lectinas que
reconhecem receptores na superficie de diversas células, como heparan sulfato,
proteoglicanas e lamininas (revisto em Tuckwell e Hamphries, 1993 e Haas e Plow,
1994). Cada complexo possui pelo menos uma proteina capaz de se ligar a
receptores da célula alvo. Parte a destes complexos funcionaria na movimentagao
do parasito através das barreiras teciduais, enquanto outros estariam envolvidos na
penetracdo dentro da célula hospedeira, possibilitando o reconhecimento pelo
parasito de uma variedade maior de receptores e amplificando assim sua gama de
hospedeiros (Carruthers, 2002).

Alexander e cols. (2005) descreveram a secre¢do coordenada das roptrias e
micronemas durante o processo de invasao, identificando um complexo de quatro
proteinas: TJAMA1, RON2, RON4 e a Ts4705. Pelo menos duas destas proteinas, a
TgAMA1l e a RON4, interagem no processo de entrada, localizando-se em uma

constricdo denominada juncdo moével (JM), uma estrutura em forma de anel, onde as
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membranas do parasito e do hospedeiro ficam em intimo contato (Alexander e cols.,
2005) (Esquema 4).

O modelo mais aceito € que o parasito entre em contato com o citoesqueleto da
célula hospedeira por esta JM, excluindo proteinas da membrana plasmatica da
mesma e dando inicio a formacdo da membrana do vacuolo parasitéforo (MVP)
(Mordue e cols., 1999; revisto em Boothroyd e Dubremetz, 2008).

A Unica circunstancia em que as roptrias liberam seu conteddo é durante o
processo de invasdo da célula hospedeira. Ainda ndo se sabe o que dispara tal
secrecdo, mas evidentemente este processo € dependente de um reconhecimento
direto entre a regido apical do parasito e moléculas da célula hospedeira. Essas
proteinas, uma vez secretadas, apresentam diversos destinos como: (i) localizacdo

na JM ou (ii) formacéo de vesiculas no [imen do VP.

AMA1

Nucleo

MPdo
hospedeiro

MVP

NMirrnnama

Conteudo
roptria

(Modificado por Gomes (2006) de Alexander e cols., 2005)

Esquema 4: Representacdo esquematica da invasdo do Toxoplasma: destaque para a
representacdo da jungdo movel (JM) e da membrana do vaculolo parasitéforo (MVP). A proteina
secretada pelos micronemas TgAMAL1 (verde) é liberada na superficie da célula hospedeira,
estabelecendo uma forte associagdo com a sua MP juntamente com a secrecao da RON4 (vermelho).
As RON4 constituintes das roptrias sdo detectaveis no vacuolo inicial j& no interior da célula
hospedeira. JM é entdo estabelecida e os micronemas cessam a secre¢do. As RON4 migram para a
porcao final posterior do parasito sob a forma de anel, juntamente com a constricdo da JM e somente
elas sdo encontradas no "ponto final” do estabelecimento da jungéo entre as membranas do vaculolo

parasitoforo e da célula hospedeira.
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5. Tropismo celular e estagio conversdo do  Toxoplasma

O T. gondii é reconhecido como um dos parasitos oportunistas mais comuns do
sistema nervoso e das fibras musculares esqueléticas em individuos contaminados
pelo virus HIV (Luft & Remington, 1992; Gherardi e cols., 1992; Biggs e cols., 1995).
Alguns autores consideram o Toxoplasma como um parasito neurotréfico, uma vez
qgue encefalites severas séo freqiientemente um sintoma clinico da doenca (Dubey,
1997). No entanto, até o0 momento o tropismo celular dos taquizoitos nao foi bem
caracterizado in vivo (revisto em Boothroyd e Dubremetz, 2008). Por outro lado, em
carneiros, ovelhas, porcos, cavalos e vacas, cistos teciduais sdo encontrados com
mais freqiéncia na musculatura esquelética do que no tecido nervoso (Dubey,
1980b, 1982, 1983, 1984, 1985; Thorne & Sharma, 1980; Dubey, Murrel & Fayer,
1984; Dubey e cols., 1986). E provavel que exista uma predilecdo por parte do
parasito em formar cistos no musculo estriado (Guimardes e cols., 2008) e no
sistema nervoso central, sendo estas células alvo na fase crénica da doenca (Dubey
e cols., 1998; Luder e cols., 1999).

A diferenciacdo é um processo fundamental em organismos vivos, sendo
essencial para organismos multicelulares e também comum em unicelulares, sendo
neste caso um fenémeno temporal sempre associado a alteragdes no meio ambiente
e envolvendo a passagem de um estagio para outro. No caso de parasitos
protozoérios, esta diferenciacdo € freqientemente um processo obrigatorio que
distingue estagios no ciclo de vida, requerido para multiplicacdo, transmissdo entre
hospedeiros e sobrevivéncia nos mesmos (Dziersszinski, 2004).

A diferenciagcdo das diversas formas infectivas durante o ciclo de vida do
Toxoplasma esta representada no Esquema 5. A diferenciacdo de formas taquizoitas
para bradizoitas é fundamental para o desenvolvimento de cistos teciduais e o
encistamento é um passo chave, que permite a manutencdo do parasito dentro do

hospedeiro por um longo periodo (Frenkel, 1973; Weiss e Kim, 2000).



12

Taquizoita - *  Bradizoita

Merozoita

|

Estagios sexuais

}

'*'e Oocistos
\ |

Esporozoita

(Adaptado de Ferguson, 2004)

Esquema 5. Linhas possiveis de desenvolvimento e estagio dife renciacdo que podem
ocorrer entre as diversas formas infectivas durante o ciclo de vida do Toxoplasma . As setas
verdes mostram as possiveis conversdes, enquanto as setas em vermelho, direcdes de

conversdes que ndo parecem ser possiveis.

Pouco se sabe sobre os mecanismos que levam ao encistamento tecidual ou
sua reativacao, apesar dos cistos serem de grande importancia na fisiopatologia da
toxoplasmose. Estudos in vitro tém sido desenvolvidos demonstrando a cistogénese
em culturas celulares (Hoff e cols., 1977; Jones e cols., 1986; Dardé e cols., 1989;
Lindsay e cols., 1991; McHugh e cols., 1993; Lindsay e cols., 1993; Ricard e cols.,
1999; Guimardes, 2002). A maioria destes estudos tem sido realizada com
linhagens celulares e utilizando condicbes de estresse que objetivam mimetizar a
resposta imune do hospedeiro (Bohne, 1996), como pH alcalino, drogas, altas
temperaturas (Bohne e cols., 1993, 1994, Soéte e cols., 1994; Gross & Pohl, 1996,
Ferreira-Da-Silva e cols., 2008) e possibilitam a analise da interconversdo entre
bradizoitos e taquizoitos (Soéte e cols., 1993; Bohne e cols., 1994; Soéte e cols.,
1996; Lane cols., 1996; Guimaraes e cols., 2008).

Ha consideraveis mudancas no Toxoplasma durante o processo de estagio
diferenciacao, referente a: (i) alteracdes na superficie do parasito, (ii) alteracdes no

metabolismo do parasito e (iii) inducédo de genes associados a resposta de estresse
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(revisto em Bohne e cols., 1999). Os antigenos de superficie SAG1 e SAG2

desaparecem ao longo da diferenciacdo, ndo sendo muito clara a funcdo biolégica

destas alteragBes na expressdo de moléculas de superficie do parasito. A mudanca

da forma replicativa rapida dos taquizoitos, que requer alto consumo de energia,

para bradizoitos que se multiplicam lentamente também é acompanhada por uma

alteracao no metabolismo do parasito, ocorrendo um armazenamento de energia sob

forma de grénulos de amilopectina, numerosos em bradizoitos e muitas vezes

ausentes em taquizoitos (revisto em Bohne e cols., 1999).

Anéis apicais

Anéis polares
Condide
Micronemas

Complexo membranar interno

Réptrias
Plasmalema

Amilopectina

—— — Microporo L s
Apicoplasto\ je
oo . Complexo de Golgi -y

Reticulo endoplasmético rugoso

| Nucleo _/_ (
Mitocondria / )\
Apicoplasto \

TAQUIZOITO

Esquema 6: Comparagédo esquematica ultra-estrutural das formas

e bradizoitas (direita). Taquizoitos apresentam nuc

Centriolos

Granulos densos /_' o

Complexo de Golgi
Centriolos
Corpos lipidicos
Nucleo
Amilopectina
Grénulos densos
Poro posterior

BRADIZOITO

(Reproduzido e adaptado de Dubey e cols., 1998)

taquizoitas (esquerda)

leo mais centralizado, roptrias esponjosas e

pequeno numero, ou mesmo auséncia, de granulos de a
bradizoitos apresentam nucleo basal, roptrias mais

granulos de amilopectina.

milopectina. Por outro lado,

eletrondensas e um grande nimero de
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6. A célula muscular esquelética

6.1. Biologia celular e molecular da miogénese

Os masculos esqueléticos sdo 6rgaos especializados na producgéo de forca e
que consistem em uma populacdo heterogénea de células multinucleadas e
miofibras estriadas envolvidas por um tecido conectivo (Willians e cols., 1989,
Tortora e cols., 2003). As fibras musculares esqueléticas sdo células altamente
diferenciadas, formadas em varias regides do corpo, tendo como precursor celular
0s mioblastos (Buckingham, 1994). Estes se fundem e formam longos e
multinucleados miotubos, que se organizam em miofibras (Esquema 7) produzindo
proteinas musculo-especificas, envolvidas com a organizacdo de organelas e da
membrana plasmatica dos mioblastos (Lu e cols., 2001). O musculo esquelético é
altamente vascularizado com o objetivo de fornecer os nutrientes essenciais para as

funcdes musculares (revisto em Sophie e cols., 2003).

Um grupo de fatores transcricionais, os chamados fatores reguladores
miogénicos (MRFs), s&o criticos para a determinagdo e diferenciacdo terminal do
musculo esquelético. Os MRFs sdo a MyoD1 (diferenciagdo miogénica 1), Myf5
(fator miogénico 5), miogenina e MRF4 (também conhecido como Myf6, fator
miogénico 6), que juntos com proteinas da familia MEF2 coordenam a expressao de
genes durante a miogénese. Cada um desses genes regula a expressado do outro.
Em aves, o primeiro gene a ser expresso em células precursoras é o myoD, seguida
da expressdo de myf-5. No entanto, em mamiferos, ocorre o contrario, sendo a
expressao de myf-5 anterior a expressdo de myoD (Pownall e cols., 2002; revisto
em Berkes e Tapscott, 2005). Estes fatores reguladores juntamente com outros,
denominados estimuladores (fatores de crescimento), ativam a migracao celular e o
programa de diferenciacdo (Esquema 5) através da inducado da transcricdo de genes
musculo-especificos, tanto regulatérios quanto estruturais (Buckingham e cols.,
2003).

A expressdao de MyoD e Myf5 é uma etapa fundamental e resulta no

comprometimento de células do somito em linhagens miogénicas, enquanto a
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miogenina desempenha importante papel na diferenciacdo de mioblastos (revisto por
Berkes e Tapscott, 2005) (Esquema 8).

Mioblasto quiescente

@ Mioblasto ativado
Reposicao /ﬁ

Multiplicagéo

Diferenciacéo
e fusdo em miotubo
crescente

Miotubo maduro

A8 F—\} .'.=| ( F AR F — 38 F A} J 3
1 T O Y S T O D T T O T
-— - - -w - - - ey

Modificado de Sanger e cols., 2006.

Esquema 7 : Miogénese: Desenvolvimento inicial do masculo esquelético a partir de
células mioblastos que ap6s ativacdo, multiplicam-se e fusionam-se dando origem a
miotubos jovens. Miocitos (mioblastos aptos a fusdo) continuam se fusionando ao

miotubo inicial, formando miotubos maduros e posteriormente miofibras.
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Desenvolvimento do musculo pré-natal S—

Pax7”
Pax3”"
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Pax7® T~ 0 programa miogénico
Pax3” '

Ny
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(Modificado de Buckingham, 2007)

Esquema 8 : Representagéo esquematica da miogénese em embrides. Direcionamento
de progenitores da célula muscular esquelética no programa miogénico com expressao

de Myf5 e MyoD, genes de determinacdo miogénica.

6.2. Cultura Primaria de Células Musculares Esqueléticas

O cultivo priméario de células musculares esqueléticas em monocamadas foi
iniciado no inicio da década de 60 utilizando embrides de pinto (Konigsberg, 1963;
revisto em Yaffe,1973). Células musculares esqueléticas podem ser cultivadas a
partir de uma grande variedade de espécies de insetos, aves e de mamiferos.
Culturas primérias de tecidos embrionarios sdo obtidas por dissociagbes mecanicas,

enzimaticas ou pela conjugacdo de ambas as técnicas (Konigsberg e cols., 1978) e
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cultivadas em meio suplementado com soro (soro de cavalo, fetal bovino, extrato
embrionério). Esses agentes sdo indutores da atividade mitética, facilitam a adesao
celular as superficies e sao estimuladores da fusdo de membranas (De Haan, 1965;
De Lucca, 1966). A adicdo de calcio no meio de cultura é fundamental para o inicio
do processo de fusado celular (Shainberg e cols., 1969).

Durante a dissociacdo enzimatica do tecido muscular, sdo isolados pelo menos
trés tipos celulares mononucleados: fibroblastos, mioblastos e miofibroblastos.
Algumas manobras séo utilizadas ao longo do cultivo objetivando enriquecer a
populacdo de mioblastos e diminuir a de fibroblastos. A sequéncia de eventos
morfofuncionais caracteristicos da miogénese esquelética é: mioblastos, mioblastos
competentes para fusdao (midcitos), miotubos jovens, miotubos maduros e miofibra
(revisto em Inestrosa, 1982). O musculo diferenciado é caracterizado pela presenca
de células multinucleadas nao divisiveis (miotubos e miofibras) formadas pela fuséo
dos mioblastos. Tem sido demonstrado que a fusdo é dependente da composicdo do
meio e da densidade celular (Linkhart e cols., 1981), ocorrendo num periodo de 5-6
h apés o plaqueamento e somente entre 0s mioblastos que ja tenham passado pelas
mudancas especificas do desenvolvimento, in vitro.

Linhagens celulares de mioblastos tém sido obtidas a partir de tecido muscular
de rato (L6 e L8) e camundongo (C12). Esses mioblastos, ap6s um periodo de
multiplicacao in vitro requerem uma mudanca de concentracdo de soro em seu meio
e para que ocorra o disparo da diferenciagdo miogéncia e consequente formacgéo de
miotubos (Yaffe, 1968; Yaffe e Saxel, 1977).

A escolha do modelo de células musculares esqueléticas (CME), proposto por
Nnosso grupo durante o estudo da interacdo do T. gondii-célula hospedeira (Monteiro-
Leal e cols., 1998; Andrade e cols., 1998; Andrade e cols., 1999; Barbosa e
cols.,1998, 1999, 2000; Andrade e cols., 2001; Barbosa e cols., 2001; Guimaraes,
2002; Rodrigues e cols., 2001; Barbosa e cols., 2005; Guimarées e cols., 2008) e
utilizado na presente tese, baseia-se em dados iniciais in vivo, 0s quais
demonstraram que a cistogénese é prevalente nos tecidos neurais e musculares,
tanto cardiaco quanto esquelético (Jacobs, 1967; Mehlhorn e Frenkel, 1980; Dubey,
1988; Frenkel, 1990). Além disso, esta escolha se justifica: (i) pela importancia das
CME como uma das células alvo, onde o parasito se aloja durante a fase crénica da
doenca, havendo evidéncias do isolamento de cistos em necropsias de musculo
esquelético em humanos (Remington & Cavanaugh, 1965), (ii) pelos relatos de

toxoplasmose muscular em pacientes com HIV demonstrando por técnicas de
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imunocitoquimica e microscopia eletrénica a presenga do parasito nesse tecido
(Gherardi e cols., 1992); (iii) por considerarmos que a caracterizagdo e a
identificagdo de moléculas presentes na superficie de células transformadas e seu
comportamento frente ao parasito, podem nao refletr as mesmas interacoes
moleculares que ocorrem naturalmente durante o desenvolvimento da doenga, in
vivo; (iv) pelos nossos recentes resultados, demonstrando a ocorréncia de
cistogénese espontanea na célula muscular esquelética, possibilitando uma anélise
molecular da conversédo de bradizoitos e reativagdo de cistos, sem a interferéncia de
agentes quimicos ou fisicos (Guimaraes e cols., 2002; Guimaraes e cols., 2008), (v)
pelo muasculo infectado representar uma das principais vias de transmissdo da

infeccdo nos humanos, durante a ingestao de carne crua ou mal cozida.



OBJETIVOS
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I OBJETIVOS
1. OBJETIVO GERAL
Estudar a conversao taquizoito-bradizoito durante a interacdo de T. gondii em

células musculares esqueléticas e em linhagens celulares.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1. Estabeler a miogénese de culturas primarias de CME in vitro, analisando a

expressdo génica de proteinas musculo especifico;

2.2. Monitorar comparativamente a conversao de taquizoitos para bradizoitos de
T. gondii em CME e em linhagens celulares de musculo e de fibroblastos;

2.3. Analisar a transcricdo génica de bradizoitos durante a infec¢do de T. gondii

em CME através de ensaios por gRT-PCR.



MATERIAIS E METODOS
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lll Materiais e métodos

Todos o0s experimentos foram executados de acordo com as Normas de
Seguranca estabelecidas pelo Comité de Etica para Uso de Animais da FIOCRUZ,
resolucdo 242/99, licenga sob o numero 0229-04 e pelas Normas Internacionais dos

cuidados na manipulacao de animais e agentes infecciosos.

1. Isolamento e cultura de células musculares esque léticas (Barbosa e
cols., 2000).

Fémeas de camundongos NMRI gravidas com 18 a 20 dias de gestacao foram
eutanasiadas por deslocamento cervical e em camara mortuaria contendo CO,,
seguido dos procedimentos cirlrgicos.

As fémeas foram colocadas em posicao ventral, o0 abdémen aberto e exposto o
atero contendo os embrides que foram retirados com auxilio de pincas e tesouras
estéreis e mantidos em solu¢cdo de Ringer (154 mM NaCl, 56 mM KCL, 17 mM
Na;HPO4 em solucédo aquosa) no gelo. Em seguida, as coxas dos embrides foram
retiradas e a pele que envolvia 0 membro posterior, assim como o tecido 6sseo e o
cartilaginoso, foram separados do material muscular de interesse.

Os musculos isolados foram transferidos para uma nova placa estéril
descartavel contendo solugdo de Ringer. O tecido muscular foi fragmentado (~ 5
mm?®) com auxilio de um bisturi e mantido em solucdo de Ringer e no gelo. Os
fragmentos foram transferidos para um Erlenmeyer de 50 ml contendo Ringer e os
musculos foram dissociados enzimética e mecanicamente de 5 a 7 vezes, 5 minutos
cada, em solucdo de PBS contendo 0,05% tripsina e 0,01% EDTA. A cada
dissociacdo, uma aliquota da solucdo foi monitorada ao microscopio 6ptico,
objetivando avaliar o efeito da tripsinizacdo sobre o tecido, o numero de células
isoladas, sua refringéncia e viabilidade celular.

A dissociacao do tecido foi interrompida pela adicdo de 10% soro fetal bovino
em meio modificado Dulbecco (DMEM) a 4C. A solu¢do contendo células isoladas
foi centrifugada e ressuspensa em meio com 15% de soro de cavalo, 2% de soro
fetal bovino, 1 mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina e 100 ug/ml estreptomicina. As
células foram plaqueadas em garrafa de cultivo celular, incubadas por 30 min a 37C
em atmosfera de 5% de CO,. A seguir foi utilizado o plagueamento sequencial,

visando diminuir o nimero de fibroblastos do pool final de células e enriquecer a
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cultura de mioblastos. Esta manobra se baseia no fato de que os fibroblastos
apresentam uma velocidade de adesdo ao substrato mais rapida do que os
mioblastos, facilitando entéo, a purificacdo da cultura. Apés 30 min, o sobrenadante
rico em mioblastos foi recolhido e centrifugado novamente e cultivado em placas.
Para andlise das amostras por imunofluorescéncia 3 x 10* mioblastos foram
cultivados em placas de 24 poc¢os, enquanto para 0s ensaios de extracdo de RNA,
10 x 10%/poco de mioblastos foram cultivados em placas de 6 pocos.

Visando manter as células bem aderidas as superficies de cultivo e a obtencéo
de culturas de longo termo, as superficies plaqueadas foram previamente revestidas
“overnight” com 0,5 mg/ml poli-ornitina em solugdo de 150 mM tampé&o borato de
sédio, pH 8,3 e entdo revestidas com 15 pg/ml de laminina em PBS por pelo menos
6 horas. As culturas foram mantidas a 37T por 4-5 dias para permitir a miogénese.

2. Manutencdo e diferenciagdo de linhagem de miobla sto de rato
(L6.C10)

A linhagem de mioblasto de rato L6.C10 foi obtida da Colecdo Européia de
Culturas de Células Animais (European Collection of Animal Cell Cultures, Salisbury,
UK). Os mioblastos foram mantidos subconfluentes cultivando 2 x 10° células em
garrafas de 75 cm® em DMEM com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibiéticos.

Quatro diferentes meios foram testados para analisar a capacidade de indugao
miogénica da linhagem de mioblastos (processo de fusao e formacédo de miotubos):
() DMEM,; (i) DMEM + 2% SFB; (iii) DMEM + 2% soro de cavalo e, (iv) DMEM +
10% SFB. As culturas foram analisadas ao longo do tempo, com inicio apés as
primeiras 24 h de cultivo celular até o 10° dia de plaqueamento, monitoradas ao
microscopio de contraste de fase considerando-se a evolucdo da diferenciacdo
miogénica. As imagens foram capturadas utilizando o programa Axion Vision 4.5
(Zeiss).

3. Cultura de linhagem de fibroblasto de camundongo (L929)
Fibroblastos de camundongo da linhagem L929 foram mantidos regularmente

em placas de 6 pocos e cultivados em DMEM contendo 10% SFB, 1 mM de piruvato

de sodio, aminoacidos ndo essenciais, penicilina e estreptomicina. As células foram
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plagueadas em placas de 24 pocos para realizacdo dos ensaios de estagio-
conversao.

4. Cultivo do Toxoplasma e infeccao das células

Taquizoitos da cepa NTE avirulenta tipo Il de T. gondii foram mantidos em
células L929 como células hospedeiras. A co-cultura foi cultivada em meio RPMI
contendo 1% SFB e 1% de antibidtico, e os parasitos foram coletados logo apds a
iniciacdo do processo de lise dos fibroblastos. Para infec¢do das células musculares
e dos fibroblastos, o sobrenadante das culturas de células L929 rico em taquizoitos
foi coletado e centrifugado a 35 x g por 5 min para isolar possiveis debris celulares.
O sobrenadante foi entdo centrifugado a 1350 x g por 10 min, ressuspenso em meio
DMEM suplementado com 10% SFB e 1% de estreptominicina/ penicilina.

Cultura primaria de células musculares esqueléticas, cultura de linhagem de
mioblasto L6.C10 e os fibroblastos foram infectados com taquizoitos de T. gondii
numa razdo parasita-célula hospedeira de 1:1 e mantidos em seus respectivos

meios de cultura.

5. Ensaios de immunofluorescéncia

5.1. Monitoramento da diferenciacdo das células mus  culares in vitro

Com o objetivo de identificar proteinas musculo especificas e a formacao de
miotubos multinucleados ao longo do processo de diferenciagdo muscular in vitro,
células musculares esqueléticas foram cultivadas em laminulas de vidro,
previamente revestidas por laminina, e fixadas por 5 minutos com uma solugéao de
4% paraformaldeido em 0.1 M de solucdo tampéo cacodilato de sédio apos 1, 2, 4 e
6 dias de cultivo. Em seguida, as culturas foram lavadas por 10 min em solucao 50
mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e permeabilizadas com 0,1 mg/ml saponina em PBS
contendo 1% albumina bovina de soro (BSA) 3 vezes por 10 min. As células foram
incubadas com 2 e 5 pg/ml de anticorpo anti-desmina e anti-MyoD (BD Biosciences,
Heidelberg, Alemanha) por 1 h a 25T ou entdo ou “overnight” a 4C, lavadas 3x
novamente com solucdo de 0,1 mg/ml saponina em PBS e entdo incubada com
anticorpo secundario Cy3. As laminulas contendo monocamada de células

musculares foram montadas em 10 pl/ml Mowiol e analisadas com um microscépio
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confocal a laser (Modelo TCS SP2, Leica, Heidelberg). Controles negativos foram

realizados para cada um dos marcadores.

5.2. Monitoramento da diferenciagdo dos parasitosi  n vitro

Visando acompanhar a estagio conversdo de taquizoitos em bradizoitos ao
longo de uma cinética, células infectadas com T. gondii foram fixadas com uma
solucdo de 4% paraformaldeido em 0,1 M de solucdo tampé&o cacodilato de sodio.
As células foram lavadas por 10 min em solugcédo de 50 mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e
entdo permeabilizadas por 1 h em solucdo de PBS contendo 0,1 mg/ml saponina e
1% albumina de soro bovino (BSA). ApGs esta etapa, as células foram incubadas
simultaneamente com o anticorpo monoclonal CC2 produzido em rato, que
reconhece bradizoitos (Gross e cols., 1995) e com um anticorpo policlonal anti-
Toxoplasma feito em coelho, por 1 hora. Em seguida as células foram lavadas 3x
novamente com solucdo de 0,1 mg/ml saponina em PBS e incubadas
simultaneamente com o anticorpo secundario Cy2 anti-rato e Cy3 anti-coelho. As
monocamadas de células foram montadas em Mowiol, analisadas por um
microscopio confocal de varredura a laser e o percentual de vacuolos contendo
bradizoitos foi determinado contando-se aleatoriamente 100 vacuolos parasitoforos
por laminula em um microscopio de fluorescéncia (Modelo DM R, Leica, Heidelberg).

6. Andlises por PCR quantitativo e semiquantitativo (q RT-PCR)

6.1. Da expressao genes-musculo especificos

Com o objetivo de determinar a diferenciacdo miogénica das células
musculares esqueléticas in vitro, 0 RNA de total de culturas priméarias de musculo
esquelético foi isolado apés 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 10 dias de cultivo. Dez nanogramas de
cDNA por amostra foram usados como “template” para realizacdo do PCR semi
guantitativo (Termociclador modelo T3, Biometra, Géttingen), utilizando os pares de
primers musculo-especifico para Myf-5 e MyoD, e {8 actina como house keeping
gene, listados na Tabela 1. Cada produto de PCR foi misturado a um tampéao de
corrida (98% formamida, 10mM EDTA, 0,05% azul de bromofenol e
0,05%xilenocianol), separado em gel em 1% agarose e visualizados utilizando
brometo de etidio. Em todas as reacdes de PCR foram utilizados controle negativo,

constituido por todos os reagentes presentes na reacdo e isento de DNA.
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6.2. De genes-estagio especifico do Toxoplasma

Para andlise da expressdo de genes estagio-especificos do Toxoplasma, RNA
total foi isolado das culturas infectadas utilizando o kit GenElute Miniprep (Sigma,
Deisenhofen, Alemanha). ApOs transcricdo reversa, diluicbes seriadas de cDNA
foram amplificadas por PCR quantitativo em tempo real em um LightCycler com
SYBR Green FastStart DNA Master™ s (Roche, Mannheim, Alemanha) utilizando os
primers especificos de T. gondii, ENO2 e ENOLI, e a tubulina como house keeping
gene. Em todas as reacgdes de PCR foram utilizados controle negativo, constituido
por todos os reagentes presentes na reacao e isento de DNA.

Os dados foram analisados utilizando-se o programa REST-MCS 2006 (Pfaffl e
cols., 2002). A expressdao relativa dos genes foi calculada entre as cinéticas de 4 h
de infeccdo (controle) e 1 dia, 2, 4 e 6 dias apds infeccdo (amostras), utilizando a
seguinte férmula matematica:

Raz&0 = (Egene aIVO)ACPalvo(controle-amostra) J(Egene de referéncia)ACPref(controle-amostra)

onde, o gene de referéncia foi 0 gene para tubulina e os genes alvos foram o
ENO1 (bradizoito especifico) e o0 ENO2 (taquizoito especifico). AC é referente aos
valores de “crossing point” dos tempos 1, 2, 4 e 6 dias apos infec¢do (amostras) em
relagéo ao tempo de 4 h (controle).

TABELA 1: Tabela de sequéncias de “primers”

SEQUENCIAS DOS PRIMERS

a tubulina forward 5-CGCCACGGCCGCTACCTGACT-3;

a tubulina reverse 5-TACGCGCCTTCCTCTGCACCC -3
ENO2 forward 5-AGCGGCGCATCCACTGGCATCTAC-3';
ENO2 reverse 5-AACGGGACGGGCATTACCATCTTG-3';
ENO1 forward 5-CGAGGGGTGGCTGAAAAAGTATCC-3;
ENOL1 reverse 5-CAGCGAAGGCCCACGACAAG-3..

Myf5 forward 5-TGAGGGAACAGGTGGAGAAC-3

Myf5 reverse 5-AGCTGGACACGGAGCTTTTA-3
MyoD1 forward 5-TACCCAAGGTGGAGATCCTG-3
MyoD1 reverse 5-CATCATGCCATCAGAGCAGT-3

B actina forward 5-GATGACCCAGATCATGTTTGAGAC-3’

B actina reverse 5-TGCTCGAAGTCTAGAGCAACATAG-3
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7. Estagio conversao do Toxoplasma induzido por est resse exogeno

7.1. Inducdo da estagio conversao por aumento do pH e ausénciade CO

CMEs e linhagem de mioblasto de rato (L6.C10) foram cultivadas em placas de
24 pocos, infectadas numa relacdo 1:1 célula hospdeira-parasita e mantidas em
meio de diferenciacéo para toxoplasma, em meio ajustado para pH 8,1, pH 7,8 e pH
7,6 (utilizando pHmetro Modelo 766, Calimatic, Knick, Berlin). As culturas foram
mantidas em estufa a 37°C na auséncia de CO ; e apds 24 e 48 h de interagédo foram
fixadas por 5 minutos com uma solucdo de 4% paraformaldeido em 0.1 M de
solucdo tampdo cacodilato de sédio apds 1, 2, 4 e 6 dias de cultivo. As culturas
foram lavadas por 10 min em solugdo 50 mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e
permeabilizadas com 0,1 mg/ml saponina em PBS contendo 1% BSA 3 vezes por 10
min. Apds esta etapa, as células foram incubadas simultaneamente com o anticorpo
monoclonal CC2 produzido em rato, que reconhece bradizoitos (Gross e cols., 1995)
e com um anticorpo policlonal anti-Toxoplasma feito em coelho, por 1 hora. Em
seguida as células foram lavadas novamente 3 vezes com solucdo de 0,1 mg/ml
saponina em PBS e incubadas simultdneamente com o anticorpo secundario Cy2
anti-rato e Cy3 anti-coelho, montadas em 10 pl/ml Mowiol e analisadas com um
microscoépio confocal a laser (Modelo TCS SP2, Leica, Heidelberg).

7.2. Inducao do estagio conversdo com IFN gama em  presenca de LPS

Para o estudo da acdo de citocinas na inducdo da diferenciagdo do
Toxoplasma, CMEs foram infectadas e mantidas em meio de cultura contendo
100U/ml IFN-gama em presenca de 1 pg/ml. As culturas foram infectadas numa
relacdo 1:1 (célula hospedeira-parasita), fixadas apos 4 h, 1, 2, 4 e 6 dpi, lavadas
por 10 min em solugcdo 50 mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e permeabilizadas com 0,1
mg/ml saponina em PBS contendo 1% BSA 3 vezes por 10 min. Em seguida, as
células foram processadas como descrito anteriormente: incubadas
simultaneamente com o anticorpo monoclonal CC2 produzido em rato, que
reconhece bradizoitos (Gross e cols., 1995) e com um anticorpo policlonal anti-
Toxoplasma feito em coelho, por 1 hora, lavadas novamente 3 vezes com solugao
de 0,1 mg/ml saponina em PBS e incubadas simultaneamente com o anticorpo
secundario Cy2 anti-rato e Cy3 anti-coelho, montadas em 10 pl/ml Mowiol e
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analisadas com um microscopio confocal a laser (Modelo TCS SP2, Leica,
Heidelberg).



RESULTADOS
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IV. Resultados
1. Estabelecimento da miogénese de culturas primari  as de CME.

1.1. ApGs analise por microscopia de contraste de f  ase

A diferenciagdo miogénica de mioblastos obtidos de embribes de
camundongos NMRI foi observada apés o cultivo das células em meio condicionado
para cultura primaria de células musculares. O referido meio tem a suplementacgéo
de 15% de soro de cavalo e 2% soro fetal bovino, induzindo altera¢des morfologicas
caracteristicas da diferenciacdo, reveladas por microscopia de contraste de fase
(Fig. 1a-b). Inicialmente (2-3 dias), observa-se a adesao das células ao substrato e
um alto percentual de células bipolares, tipica morfologia de mioblastos (Fig. 1a-b).
Neste periodo é evidente a atividade proliferativa dos mioblastos (Fig. 1b). Com o
aumento do numero de células, ap6s 3-4 dias ha alinhamento progressivo dos
mioblastos, tendo inicio a fusdo de miocitos, com a formagdo de miotubos jovens
contendo 2-3 nucleos (Fig. 2a). A figura 2b mostra miotubos maduros,
multinucleados, de diversos tamanhos e calibres dispostos paralelamente, apds 6-7
dias de cultivo. Além disso, contracbes espontaneas dos sincicios foram

regularmente observadas e documentadas por videomicroscopia.

1.2. Por microscopia de fluorescéncia

O monitoramento da expressado da génica de MyoD (proteina especifica do
musculo) permitiu observar marcagdo positiva logo apos 24 h de plagueamento,
estando presente no nucleo de células mononucleadas (Fig. 3a). A expressdo de
desmina foi visualizada em células ainda arredondadas no mesmo periodo de
cultivo, distribuida na periferia das células e em torno do nuacleo (Fig. 3b). A
diferenciacdo miogénica plena (4-5 dias) foi observada pela presenca de multiplos
miotubos maduros com 10-20 nucleos por sincicio apresentando uma forte reacao
nos nucleos para o fator de transcricdo MyoD (Fig. 3c). Culturas apos 4-5 dias de
plagueamento, expressavam desmina em seu citoplasma com maior concentracao

nas extremidades das células e em torno do nucleo (Fig. 3d).

1.3. Monitoramento da expressao génica de proteinas musculo
especifico de culturas primarias de CME  por RT-PCR.

A andlise por RT-PCR de RNA total de culturas primarias mostrou a cinética
da expressdo de genes especificos que desempenham um papel crucial na



Figura 1: Imagens de culturas de células musculares por microscopia de contraste
de fase mostrando estagios iniciais da miogénese.

A: CME apés 2 dias de plagueamento nota-se o espalhamento dos mioblastos,
adquirindo a forma bipolar e inicio de alinhamento celular. Barra: 100um

B: Ap6s 3 dias de cultivo observa-se o0 processo de adesdo dos mioblastos ao
substrato, intensa atividade proliferativa dos mioblastos e inicio de fusdo dos

midcitos. Barra: 200um
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Figura 2: Imagens de culturas de células musculares por microscopia de contraste

de fase mostrando a miogénese.

A: Diferentes aspectos da cultural mostrando no quadrante superior direito uma
monocamada de células alinhadas e no quadrante central células diferenciadas
formando miotubos jovens (2-3 nucleos). Barra: 100um

B: Cultura muscular de longo termo, altamente diferenciada, mostrando varios feixes

de miotubos paralelos e organizados. Barra: 200um
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Figura 3: Culturas de células musculares expressando MyoD e desmina proteinas-

musculo-especificas ao longo da miogénese, por microscopia confocal a laser.

A: Reacédo positiva para MyoD logo apés 24 h de plagueamento, estando presente

no nucleo de células mononucleadas.

B: Reacdo positiva para desmina visualizada em células ainda arredondadas, no

mesmo periodo de cultivo, distribuida na periferia das células e em torno do nucleo.
C: Diferenciagdo miogénica plena (4-5 dias) observada pela presenca de multiplos
miotubos maduros com 10-20 nucleos por sincicio apresentando uma forte reacao
nos nucleos para o fator de transcricdo MyoD.

D: Expressao de desmina apds 4-5 dias de plagueamento, no citoplasma de CME,
mostrando uma maior concentracdo nas extremidades das células e em torno do
nacleo.

E: Controle negativo da reacao para MyOD.

F: Controle negativo da reag&o para desmina.
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diferenciacdo de mioblastos a miotubos. Myf5 foi expresso apos 2 dias de cultivo
celular até 10 dias de monitoramento (Fig. 4). A expressdao de MyoD foi mais
acentuada entre os dias 5 e 6 dias com concomitante baixa regulacdo de Myf5
durante a miogenése, indicando claramente que o sistema estabelecido in vitro de
diferenciacdo de células musculares esqueléticas foi estabelecido com sucesso (Fig.
4). A expressdo génica da proteina B-actina foi utilizada como padrdo (controle
interno) e se mostrou constante ao longo do 10 dias de analise (Fig. 4).

2. Estégio conversdo taquizoito-bradizoito de  T. gondii em CME

2.1 Monitoramento da conversdo do Toxolasma por imunofluorescéncia

A infeccdo de células musculares esqueléticas com taquizoitos de T. gondii,
seu desenvolvimento intracelular e sua diferenciacdo foram monitorados a partir de
4h até o 6° dia pos-infeccdo. A analise foi feita p or imunofluorescéncia indireta
utilizando-se anticorpos antitoxoplasma (reconhece taquizoitos) e anti-CC2
(bradizoitos especificos). T. gondii se mostrou capaz de infectar as células
musculares esqueléticas, a julgar pela presenca de parasitos intracelulares apos 4 h
de infeccéo (Fig. 5a-c) e sua replicacdo foi observada ao longo das 24 h iniciais (Fig.
5d-f). No ponto inicial da infec¢do, os parasitos ndao reagiram com o anticorpo CC2
gue marcam especificamente vacuolos parasitéforos contendo bradizoitos, mas néo
taquizoitos (Fig. 5a). A incubacdo das células com o anticorpo policlonal anti-
Toxoplasma mostrou taquizoitos fortemente positivos (Fig. 5b). De forma notéavel,
apos 24 h de infeccdo, multiplos vacuolos contendo Toxoplasma foram reativos para
o anticorpo CC2 (Fig. 5d) indicando desse modo, o inicio da estagio converséo para
bradizoita (Fig. 5d-f).

Apds 24 h de infecgdo foram observados vacuolos parasitoforos adjacentes a
vacuolos contendo bradizoitos que ndo apresentavam qualquer reacdo e outros
pouco reativos ao anticorpo anti-CC2 (Fig. 5e-f). Este fato mostrou que estagio-
conversdo de T. gondii dentro de uma mesma célula hospedeira é um processo néo
sincronizado. Mais surpreendentemente, uma reacao heterogénea ao CC2 também
foi observada dentro de um anico vacuolo parasitéforo (VP) indicando que a cinética
de estagio conversdo também nao é sincrbnica no micro-ambiente da matriz
vacuolar (Fig. 5g-i).

Dois dias apo0s a infeccdo, a divisdo dos parasitos foi mantida e vacuolos

contendo 4 a 16 parasitas foram detectados dentro das células musculares



Figura 4: Analise da expressao dos genes myf5 e myoD por PCR semiquantitativo.
Visualizagéo por eletroforese dos produtos de PCR separados em gel de agarose e
visualizados pelo brometo de etideo. Expressdo de marcadores especificos para
célula muscular foram observados desde o 2°dia de cultivo celular até o 10° dia,
indicando claramente que o sistema in vitro de diferenciacdo de células musculares
esqueléticas foi estabelecido com sucesso. Atencdo para a expressao de myf5
prévia a de myoD, caracteristico do programa miogénico em mamiferos. M

(marcador de 100pb) e B-actina como house keeping gene. Controle negativo (CN).
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Figura 5: Estagio conversdo espontanea do T. gondii em culturas primarias de CME
na auséncia de fatores externos de estresse. Imagens mostrando o desenvolvimento
intracelular e a diferenciagdo dos parasitos, que foram monitorados desde as 4h até
0 6°dia pos-infeccao.

A-C: T. gondii se mostrou capaz de infectar as células musculares esqueléticas, a
julgar pela presenca de parasitos intracelulares apds 4 h de infec¢do. Os parasitos
ndo reagiram com o anticorpo CC2 que marcam especificamente vacuolos

parasitoforos contendo bradizoitos.

D-F: Apés 24 horas de infeccdo, multiplos vacuolos contendo Toxoplasma ja haviam
se tornado reativos para o anticorpo CC2 (Fig. 3d), indicando inicio de estagio

conversao para o estagio bradizoita (Fig. 3d-f).

G-I: Vacuolo parasitéforo com reacdo dupla para anticorpo anti-CC2 e para
Toxoplasma (Taquizoitos) demonstrando a presenca de vacuolos mistos.

J-O: Alta reatividade ao anticorpo CC2 com a matriz do VP contendo bradizoitos
dentro das células musculares esqueléticas, apds 4 dias (j-1) e 6 dias (m-0).
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esqueléticas (Fig. 5g-i) e a reatividade ao anticorpo CC2 com a matriz do VP
contendo bradizoitos foi bastante aparente (Fig. 5g,i), envolvendo um numero
crescente de vacuolos positivos. A quantificacdo de VP de Toxoplasma em células
musculares esqueléticas revelou um aumento proeminente do percentual de
vacuolos reativos ao anticorpo anti-CC2, ao longo do periodo de observacéo de 24 h
até o 6°dia. Apos 24 h de interacédo, 23,8 + 3,4% d os vacuolos foram CC2 positivos.
A conversao dos parasitos seguiu aumentando para 31,0 + 2,3%, apds 48h, 33,7 +
3,5% apds 96 h, alcancando 46,0 + 3,5% apos 144 h de infecgéo (Fig. 6).

2.2. Monitoramento da expressdo de genes Toxoplasma -estagio por
qRT-PCR.

Objetivando confirmar os dados obtidos de que o Toxoplasma prontamente se
diferencia para o estagio bradizoito em células musculares esqueléticas, a nivel
molecular, transcritos dos genes estagio especifico ENO1 e ENO2 foram
guantificados por RT-PCR em tempo real. A expressdao de ambos os genes foi
calculada relativa a expressdo do “house-keeping gene” o-tubulina visando
considerar o aumento de mMRNA devido a replicagdo do T. gondii ao longo do
tempo, além de considerar possiveis diferencas no isolamento de mRNA entre
diferentes amostras.

A expressao relativa do gene ENO2, especifico para o estagio taquizoita, ndo
alterou significantemente desde o primeiro dia de infeccdo até o sexto dia em
culturas priméarias de células musculares esqueléticas (Fig. 7). Em contraste, os
niveis de transcritos de ENOL1, especifico para o estagio bradizoita, continuaram a
crescer desde as 4 horas até o final da observacdo com o aumento mais
proeminente sendo observado aos 4°e 6°dia da infe c¢éo corrente (Fig. 7).

3. Monitoramento da diferenciacéo de células de lin  hagem de mioblasto
de rato

As células de linhagem de mioblasto de rato necessitam de um estimulo
transiente: meio de cultivo rico para um meio de cultivo com reducao de nutrientes,
desencadeando entdo, o processo de diferenciacdo celular. Uma andlise geral de
todos os meios e o0s parametros analisados para eleger o melhor meio de
diferenciacdo da linhagem de mioblastos pode ser vista na Tabela 2. Foram



Figura 6: Estagio conversao espontanea do T. gondii em culturas primarias de CME
na auséncia de fatores externos de estresse.

Quantificacdo de vacuolos contendo bradizoitos apos 4 até 144 horas de infeccao.
As barras representam a média dos experimentos com o desvio padrdo. Apés 24 h
de interacdo 23,8 + 3,4% dos vacuolos foram CC2 positivos. A conversdo dos
parasitos foi crescente 31,0 + 2,3%, apds 48h, 33,7 + 3,5% ap0ds 96 h, alcancando
46,0 £ 3,5% apos 144 h de infeccao
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Figura 7: Monitoramento da expressdo dos genes ENO1 e ENOZ2, Toxoplasma-
estagio especifico, por RT-PCR em tempo real.

A expressdo relativa do gene ENO2, taquizoito especifico, ndo alterou
significantemente desde o primeiro dia de infec¢do até o sexto dia em CME. J& os
niveis de transcritos de ENOL1, bradizoito especifico, continuaram a crescer desde as
4 horas até o final da observacdo. Aumento mais proeminente foi observado nos 4°
e 6° dias da infeccdo. A expressdo de ambos os genes foi calculada relativa a

expressao do “house-keeping gene” a-tubulina.
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Tabela 2: Analise geral das culturas apos 7 dias de incubacdo com meio
DMEM suplementado ou ndo com soro. Andlise do comportamento das cuilturas
segundo os parametros: proliferacao, viabilidade e diferenciagao celular.



Tabela 2: Meios de diferencia ¢ao utilizados para miogénese da linhagem L6.C10

37

Meio de cultivo 0% SFB 2% SFB 2% SC 10% FCS
Parametros
analisados
Proliferacéo + + + + + + + +
Viablidade celular + +++ +++ +4++
Diferenciacéo celular +4++ +++ ++ +

+=baixo; ++ = satifastoério; +++=ideal
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consideradas a proliferacdo, viabilidade e diferenciacdo celular. Apdés 2 dias de
cultura, os mioblastos mantidos somente em meio Dulbecco apresentaram alta
perda celular. Por outro lado, a formacdo de miotubos jovens mostrou-se imediata
nestas condi¢cdes apds 2 (Fig. 8a) e 4 dias (Fig. 8b) de inducédo da diferenciacao.
Apoés 7 dias, foi possivel observar o longo de toda superficie plagueada, miotubos
ainda jovens, em alinhamento celular e muitos mioblastos ainda sem entrar no
programa miogénico (Fig. 8c).

Os mioblastos mantidos em meio suplementado com 2% SFB apresentou,
apos 2 dias de cultivo nestas condi¢cdes, uma proliferacdo celular notavelmente
melhor que as mantidas em meio simples (Fig. 9a). Este fato proporcionou uma
maior proximidade das células e formacao de miotubos jovens (cerca de 2-3 nucleos
por sincicio) (Fig. 9b) e miotubos maduros, robustos de ramificados, apos 7 dias de
cultivo (Fig. 9¢).

A suplementacdo do meio Dullbecco com 2% soro de cavalo apresentou
também uma diminuicdo da multiplicacdo celular (Fig. 10a) e formacdo de poucos
miotubos apéds 4 dias inducdo da diferenciacdo (Fig. 10b). No 7°dia, as culturas ndo
apresentaram mudancas significativas, mantendo o nimero reduzido de miotubos
(Fig. 10c).

Os mioblastos mantidos em Dulbecco suplementado com 10% SFB, meio
padrao aplicado para manutencdo de rotina dos mioblastos, proporcionou uma
intensa atividade proliferativa das culturas ao longo de toda cinética ao longo dos 7
dias de observacao (Fig. 11a). Raros miotubos foram visualizados revelando uma
baixa miogénese (Fig. 11b). A intensa multiplicagéo celular levou a formacéo de
culturas densas, com alto percentual de mioblastos/midcitos, inapropriadas para a
proposta de nossos ensaios (Fig. 11c).

4. Monitoramento da conversdo de taquizoito-bradizoito de T. gondii em
linhagens celulares de musculo (L6C10) e de fibrob  lasto (L929)

Alta taxa de conversédo para o estagio bradizoito do T. gondii foi observada
apos infeccdo da linhagem de mioblasto de rato L6.C10 (Fig. 12a-0), que apresentou
cerca 26,1 + 3,5% de diferenciacdo taquizoito-bradizoito, apds as primeiras 24 h de
infeccdo (Fig. 14). Em contraste, células da linhagem de fibroblasto de camundongo
L929 infectadas pelo T. gondii, proporcionaram neste mesmo periodo de infec¢céo
somente 3,2 + 0,8% de estagio conversao de taquizoitas de Toxoplasma (Fig. 13e-f),

ndo ultrapassando o percentual de 20% apds 144 h de infeccdo (Fig. 14).



Figura 8: Analise da miogénese de células de linhagem de mioblasto de rato
(L6.C10) mantidas em meio Dulbecco por microscopia de contraste de fase.

A: Culturas mostrando, apos 2 dias de cultura, formacao de miotubos jovens (seta),
apesar da alta perda celular, e/ou inibicdo da proliferacao, e/ou baixa adeséo celular.

B: Imagens mostrando formagéao de miotubos jovens (seta) (4 dias).

C: Imagem mostrando alinhamento celular e com predominéancia de fusao entre
miotubos (*) (7 dias).
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Figura 9: Andlise da miogénese de células de linhagem de mioblasto (L6.C10) por
microscopia de contraste de fase mantidas em DMEM suplementado com 2% SFB.

A: Proliferacao celular notavelmente melhor que as mantidas em meio simples, apos
2 dias de cultivo,

B: Formacao de miotubos jovens (cerca de 2-3 nucleos por sincicio) (seta) (4dias).

C: Miotubos maduros, robustos e ramificados, apés 7 dias de cultivo (seta) indicando
inducéo da diferenciacdo de células de linhagem de mioblasto.
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Figura 10: Andlise da miogénese de células de linhagem de mioblasto (L6.C10) por
microscopia de contraste de fase em meio DMEM suplementado com 2% soro de
cavalo.

A: Imagem mostrando multiplicacéo celular reduzida.

B: Miotubos jovens formados na cultura.

C: ApOs 7 dias de cultivo, as culturas apresentaram baixa fusdo entre miotubos.
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Figura 11: Andalise da miogénese de células de linhagem de mioblasto (L6.C10) por

microscopia de contraste de fase em DMEM suplementado com 10% SFB.

A: Intensa atividade proliferativa dos mioblastos

B: Imagem mostrando raros miotubos formados apés 4 dias de cultivo em meio de
diferenciacao.

C: Intensa multiplicacdo celular com manutencdo de alto nUmero de midcitos e baixa

fusdo celular.
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Figura 12: Est4gio conversdo espontanea do T. gondii em culturas diferenciadas de
linhagens celulares de mioblasto (L6C10). O monitoramento da conversao de

taquizoito-bradizoito de T. gondii desde 4h até 144 horas de infec¢ao.
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Figura 13: Monitoramento por microscopia confocal a laser da conversdo de
taquizoito-bradizoito de T. gondii em linhagens de fibroblasto (L929). O
monitoramento da conversao de taquizoito-bradizoito de T. gondii desde 4h até 144

horas de infeccao.
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Figura 14: Grafico mostrando comparativamente as taxas de conversdo do
Toxoplasma em culturas primarias de CME (azul), em células diferenciadas de
linhagem de mioblasto (rosa), em linhagem de fibroblasto (vermelho). Gréafico mostra
altas taxas de estdgio conversdo em CME. Observa-se que CME infectadas pelo T.
gondii e em presenca de IFN gama e LPS (verde) ndo foram capazes de induzir a
conversdo dos taquizoitos para bradizoitos. As barras representam a média dos

experimentos com o desvio padrao.
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5. Inducéo da estagio converséo

5.1 Aumento do pH e auséncia de CO ,em cultura primaria de CME

O ensaio do estagio conversdo do Toxoplasma através da indugdo com meio
alcalino (pH 8.1) prejudicou fortemente a viabilidade celular. Com o objetivo de
contornar a morte celular, o meio foi adicificado para pHs mais baixos - 7.8 e 7.6 -,

Seém SuUCessO.

5.2 Inducéo do estagio conversdo com IFN-gama em presenca de LPS

A estagio conversdo do T. gondii, mediada por IFN-gama na presenca de
LPS, apresentou baixas taxas de diferenciacdo do parasito: 0 %, 8,0+2,1 %; 11,
2+1,0%, 7,0+1,0% e 4,1+1,4%, ap6s 4 h, 1, 2, 4 e 6 dpi, respectivamente (Fig. 15).



Figura 15: Monitoramento por microscopia confocal a laser da conversdo de
taquizoito-bradizoito de T. gondii. em cultura primaria de CME em presenca de IFN
gama e LPS. Apesar da baixa taxa de estagio conversdo, alguns poucos parasitos

foram reativos ao anticorpo que reage com bradizoitos, visualizados em verde.
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V DISCUSSAO

A presente tese abordou aspectos biolégicos de culturas primarias de células
musculares esqueléticas in vitro através da revelacdo da expressdo génica de
fatores reguladores da miogénese. Em uma outra vertente, foi analisada a converséo
de taquizoitos-bradizoitos de T. gondii da cepa NTE na auséncia de fatores de
estresse exdgenos em diferentes tipos celulares: (i) culturas priméarias de musculo
esquelético (CME), (ii) linhagem de mioblasto de rato (L6.C10) e, (iii) linhagem de
fibroblasto (L929). Adicionalmente, estudos preliminares de estagio-conversado
induzida por interferon na presenca de lipopolissacarideo em CME também foram
realizados.

Nossos resultados sugerem fortemente que a interconversdo de taquizoitos
em bradizoitos seja modulada pela célula hospedeira, diante da evidenciacdo de
conversdo espontanea em células musculares esqueléticas quando comparada com
0s outros tipos celulares testados.

Estagio-conversdo, formacao cistica e resposta celular tém sido estudados
em tecidos do cérebro de camundongos e de ratos infectados in vivo (Gazzineli e
cols., 1992; Scliter e cols., 2001; 2003). No entanto, nenhuma ou pouca atencgéo
tem sido dada, até 0 momento para o estudo deste fenbmeno em células musculares
esqueléticas, embora esta seja uma das células alvo na fase cronica da
toxoplasmose (Andrade e cols., 1998, 1999, 2001; Monteiro-Leal e cols., 1998;
Barbosa e cols., 1999, 2005; Guimaraes e cols., 2008). Outro aspecto de igual
relevancia € o papel da interconversdo como uma das mais importantes vias de
transmissdo do parasito em humanos, através da ingestdo de carne crua ou mal
passada contendo cistos do parasito (Frenkel, 1973; revisto em Weiss e Kim, 2000 e
em Tenter e cols., 2000).

O conjunto de resultados obtidos na presente tese gerou um manuscrito
submetido & publicacdo. Com base nos ensaios desenvolvidos para a geracdo
desse artigo, foram acumuladas experiéncias que possibilitaram a redagédo de um
artigo de revisdo com discussao em profundidade das principais condi¢bes de
estresse celular utilizadas para inducdo da conversdo do Toxoplasma entre os
estagios taquizoita e bradizoita em culturas in vitro. Esta revisédo traz em destaque
as células musculares esqueléticas como um modelo eficiente para o estudo do

fendmeno da diferenciagdo espontanea do parasito.
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Estudos anteriores in vivo indicam a predilecdo pelo T. gondii em formar cistos
nas musculaturas cardiaca e esquelética e no sistema nervoso central (Jacobs,
1967; Mehlhorn e Frenkel, 1980; Dubey, 1988; Frenkel, 1990; Dubey e cols., 1998).
Recentemente, foi postulada a hipotese que relaciona o papel protetor da
neuroglobulina e mioglobulina frente ao efeito toxoplasmicida do 6xido nitrico
(Ascenzi e cols., 2005), também observado durante a infeccdo com Trypanosoma
cruzi em cardiomiécitos e Plasmodium falciparum em eritrécitos (Taylor-Robinson,
1998; Ascenzi e cols., 2001). Neste contexto, o efeito protetor dessas proteinas
poderia justificar a permanéncia por longo tempo do T. gondii como cisto tecidual, na
retina e nos masculos cardiaco e esquelético. Na presente tese, nés utilizamos como
modelo de estudo da conversdo taquizoito-bradizoito, células musculares
esqueléticas obtidas de cultura priméaria e linhagens de mioblastos e de fibroblastos,
sem a introducdo de estresse exdgeno, objetivando-se analisar se o tipo celular era
determinante neste processo. Previamente nds descrevemos a cistogénese do T.
gondii em CME in vitro através da infeccdo com bradizoitos (Guimardes e cols.,
2008). Nossos estudos mostraram pela primeira vez, independente de estimulos
exogenos, altas taxas de diferenciacdo de taquizoitos-bradizoitos de T. gondii em
células musculares (CME w linhagem L6.C10). Em contrapartida, 0os ensaios com
linhagem L929 mostraram, apos 48 horas de infec¢cdo com taquizoitos, um baixo
percentual de vacuolos contendo bradizoitos.

A alta relevancia de CME para investigar a diferenciagdo de taquizoitos em
bradizoitos de Toxoplasma exigiu o estabelecimento de culturas de longo termo.
Esta metodologia foi adaptada da literatura e muito bem estabelecida pelo nosso
grupo (Barbosa e cols., 2000). O estabelecimento de culturas de longo termo, soé foi
possivel em fungcdo do revestimento prévio das laminulas de vidro e das garrafas
plasticas com poli-ornitina e laminina, o que representou uma etapa crucial para
manutenc¢do das culturas, assegurando: (i) adesédo ao substrato por longos periodos;
(i) contracdo espontanea dos miotubos; e, (iii) permanéncia da monocamada
infectada por periodos de até dez dias. A laminina € uma proteina de matriz
extracelular muito utilizada para cultivo de células musculares, auxiliando inclusive
no alinhamento das células e sua diferenciagdo (Mechan, 1991). A caracterizacao
da miogénese mostrou a diferenciacdo das culturas, através do elevado niumero de
miotubos formados in vitro e da expressao de fatores reguladores da miogénese
como Myf5 e MyoD, ratificando o que tem sido descrito em outros sistemas (revisto

em Yablonka-Reuveni e cols., 2008 e em Sterwart e Rittweger, 2006). Além disso, as
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culturas se caracterizavam fenotipicamente por conter miotubos altamente
diferenciados, de diversos tamanhos e calibres, que muitas vezes atravessam toda
extensdo da superficie plagueada. Estes miotubos, que apresentavam cerca de 10 a
20 ndcleos, se contraiam espontaneamente, como documentado por video
microscopia.

Modelos celulares in vitro empregados para o0 estudo da diferenciacédo de
taquizoita para bradizoita de T. gondii tém sido estabelecidos, empregando
geralmente linhagens celulares e condi¢cdes de estresse que objetivam mimetizar a
resposta imune do hospedeiro (Bohne, 1996). O desenvolvimento de bradizoitos in
vitro, até o momento, tem sido apontado como um estimulo mediado por estresse
que leva a adaptacdes metabdlicas e morfolégicas do parasito. Estas condi¢cdes
incluem tratamento com interferon gama (Bohne e cols., 1993), inibidores de
mitocondria (Bohne e cols., 1994), pH alcalino (Soéte e cols., 1993), altas
temperaturas (Soéte e cols.,1994), estresse de nutrientes (Fox e cols., 2004) e
drogas que limitam a multiplicacdo do parasito (Bohne e cols., 1993; Gross & Pohl,
1996). Condicbes de estresse como pH alto, por exemplo, facilitam
consideravelmente a analise do processo de cistogénese. Este sistema artificial,
porém, pode ndo necessariamente refletir os requerimentos da estagio-conversao
durante o curso natural da infecgdo a, tornando-se assim uma estratégia bastante
questionavel quando se investiga a conversdo do parasito. O desenvolvimento de
bradizoitos deve compartilhar aspectos comuns a processos de diferenciacdo de
outros microorganismos, induzidos por estresse, como por exemplo, privagcdo de
nutrientes (Weiss e Kim, 2000). Sendo um parasito obrigatériamente intracelular, é
bem provavel que a diferenciacdo do T. gondii dependa parcial ou
predominantemente de fatores reguladores diferentes dos observados em
organismos comensais ou de vida livre. Assim, descobertas recentes, apdiam a idéia
de que a formacdo de bradizoitos deve ser fisiologicamente regulada por outros
fatores que ndo o estresse (Payne e cols., 2003; Sinai e cols., 2004; Molestina e
Sinai, 2005; Radke e cols., Radke e cols., 2006). Uma outra variavel que deve ser
considerada é o tipo de cepa do parasito, uma vez que cepas avirulentas do tipo Il e
[l geralmente se diferenciam em altas mais taxas do que as virulentas do tipo |
(Bohne e cols., 1994; McHugh e cols.,1994; Radke e cols., 2005). Além disso, o
estagio infectivo do Toxoplasma também deve ser critico para a conversdo do
parasito, uma vez que uma alta frequéncia de desenvolvimento de bradizoitos a

partir de taquizoitos foi observada apos inoculacédo de esporozoitos (Jerome e cols,
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1998; Radke e cols., 2003). Assim, o0 desenho experimental empregado na
presente tese incluiu cepa do T. gondii tipo Il avirulenta com alta capacidade de
inducdo da conversdo e formacdo de cistos e formas taquizoitos como estédgio
infectivo.

Uma das questdes também propostas na presente tese foi esclarecer se, a
variavel “tipo celular” se somaria a variavel “estresse aplicado”, provocando um
diferencial na taxa de estagio-conversdo e ainda, se o0 parasito responde
diretamente ao estresse ou as mudancas na célula hospedeira provocadas por este
estimulo. Na verdade, parece existir um consenso de que seria uma combinacao
dos dois eventos, considerando-se que parasitos submetidos as condi¢cdes de
estresse, na auséncia de célula hospedeira, também apresentam altas taxas de
diferenciacdo quando comparados aos parasitos submetidos em condi¢gbes normais
de cultura (pH 7.2) (Yahiaoui e cols., 1999). Na nossa experiéncia e nas condi¢cdes
experimentais empregadas, a tentativa de manipulacdo do meio de cultura pela
aplicacdo de diferentes valores de pH (7,6-8.2), visando induzir o estagio-conversao
de T. gondii em células musculares, ndo obteve sucesso, diferentemente do que tem
sido descrito em outros tipos celulares (Soéte e cols., 1993, 1994). As células,
principalmente CMEs, ndo suportavam tal agresséo, sofrendo alteracdo morfoldgica,
incompativel com o fenétipo das células controle, com destacamento da superficie
plaqueada, inviabilizando a realizacdo de experimentos variando o pH do meio.

A estagio-conversdo de T. gondii foi acompanhada por periodos de 4 h até 6
dias pés-infeccdo. Uma das ferramentas utilizadas para acompanhamento da
conversdo taquizoita-bradizoita, foi a imunocitoquimica empregando anticorpos
estagio especificos. Em estudos anteriores foi demonstrado por imunofluorescéncia
e citoquimica ultra-estrutural, que o anticorpo CC2 marca a parede de cistos
teciduais de camundongos em fase cronica da infecgcdo, isto €, estruturas
caracteristicas de cistos teciduais maduros de Toxoplasma (Gross e cols., 1995;
Ferguson, 2004). Apesar de ainda faltar um marcador antigénico definitivo para este
tipo de cisto (Tomavo e Weiss, 2007), a predominancia de marcacdo CC2 positiva
(Fig. 3m-0) indica que se trata de vacuolos parasitoforos contendo bradizoitos
maduros. Recentemente, demonstramos por abordagens ultra-estruturais que a
cistogénese do T. gondii em CME se completa 96 h apos infeccdo por bradizoitos,
resultando na formacdo de parede cistica (Guimardres e cols., 2008). Se o tipo
célula hospedeira é um fator determinante para a conversao taquizoita-bradizoita do

parasito € ainda uma questdo controversa. As CME obviamente proporcionam um
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ambiente propicio que sustenta o desenvolvimento de bradizoitos e, pelo menos até
um certo ponto, a maturagdo dos cistos teciduais, sem a necessidade de estresse
exégeno. Desta forma, nés propomos que em contexto molecular e celular
adequados, altos niveis de diferenciacdo para bradizoitos de T. gondii ocorra
espontaneamente, particularmente em células musculares esqueléticas.

Taquizoitos de Toxoplasma se mostraram capazes de infectar as células
musculares como previamente descrito (Andrade e cols., 2001; Barbosa e cols.,
2005). T. gondii apresenta uma ativa invasdo em virtualmente todos os tipos de
células de mamiferos (Dobrowolski e Sibley, 1996) invasédo esta, direcionada pelo
glideosomo do parasito (Keely e Soldati, 2004). Apdés 24 h de infeccdo, CMEs
apresentavam parasitos no interior de vacuolos e marcados pelo anticorpo CC2.
Vacuolos parcialmente marcados por CC2 indicaram que nagquelas culturas, nao
houve sincronizagdo do estagio-conversdo, em concordancia com a descricdo em
outros modelos celulares (Tomavo e cols., 1991; Bohne e cols., 1993b; Soéte e
cols., 1993; 1994; Weiss e cols., 1995). Além disso, em diferentes tipos celulares
infectados com formas taquizoitas e/ou bradizoitas de T. gondii tém sido
identificados dentro de um mesmo vacuolo parasitos expressando antigenos
especificos para as duas formas infectivas. Assim, considerando-se que todos o0s
parasitos dentro de um vacuolo parasitéforo sejam derivados de um Unico parasito,
isso indica que o disparo da conversao taquizoito<>bradizoito ndo seja sincronizado,
como j& proposto por outros autores (Dardé e cols., 1989; Bohne e cols.,1993b;
Soéte e cols., 1993). Entdo, parasitos provenientes de uma populagdo homogénea
(cistos obtidos de cérebro ou taquizoitos obtidos da cavidade peritoneal) nas
mesmas condi¢cdes de cultura podem se desenvolver por diferentes vias, resultando
em uma heterogeneidade de estagios ha mesma célula e até mesmo em um Unico
vacuolo parasitéforo. O percentual de vacuolos reativos para CC2 foi mantido nos 2°
e 4°dias pos-infec¢do, aumentando ao longo da ciné tica e culminando no 6°dia com
aproximadamente 50% de reatividade. A mesma cinética foi realizada com células
de linhagem de mioblasto e mostraram também contribuir com um percentual de
mais de 40% de estagio-conversdo no 2°dia de infec ¢do. Ao longo do periodo de
observacdo a partir do 3° dia ocorreu uma queda no numero de bradizoitos
intracelulares e progressivamente um aumento de taquizoitos, decorrente da
reativagdo do processo de estagio-conversdo, levando a re-diferenciacdo em
taquizoitos. Como era previsto, 0s taquizoitos rapidamente se multiplicaram,

estabelecendo o ciclo litico do T. gondii e levando a lise das células hospedeiras.
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Nessas condi¢Bes, ocorreu a liberacdo tanto das formas taquizoitas quanto de
bradizoitas. Eventualmente, foi possivel verificar em algumas culturas que a
diferenciacdo se manteve, chegando a atingir cerca de 64% de vacuolos contendo
bradizoitos no 6° dia. Os resultados obtidos com linhagem de fibroblasto foram
acentuadamente diferentes, mostrando um percentual bem baixo apés o primeiro dia
de infecgdo, se mantendo assim ao longo do experimento, ndo atingindo 20% de
reatividade no 6°dia. Os resultados descritos até 0 momento sugerem que durante a
conversao in vitro taquizoito <> bradizoito de T. gondii, fatores intrinsecos fisicos
e/ou bioquimicos determinados pelo modelo celular, possam estabelecer o destino
intracelular do parasito. Dessa forma, reproduziria 0 que ocorre no sistema in vivo,
com o estabelecimento de cistos que levardo a fase cronica da doenca, de
fundamental importancia para a sua manutencdo no hospedeiro. A evidenciagéao de
gue a conversao para bradizoitos foi consideravelmente maior em CME do que em
fibroblastos, reforca a idéia de que a célula hospedeira impacta drasticamente a
diferenciacdo do T. gondii para o estagio de vida latente.

Recentemente, Radke e cols. (2006) demonstraram um papel funcional do
autoantigeno-1 humano de divisdo celular (CDA-1) em bradizoitos em
desenvolvimento em fibroblastos humanos. Enquanto isso, em CME, bradizoitos se
desenvolveram espontaneamente, indicando que estas células proporcionam um
nicho que promove o estagio-conversao do parasito. Isso nos permite especular que
esta conversao pode ser dependente da expressado constitutiva de CDA-1. Esta é
uma questdo ainda em aberto, como sugerido por Radke e cols. (2006). JA que os
miotubos aqui empregados sdo produtos da progresséo do ciclo celular (Sabourin
and Rudnicki, 2000), reguladores negativos do ciclo da célula hospedeira, como por
exemplo, o CDA -1, sdo possiveis candidatos que poderiam promover um sinal para
o comprometimento do desenvolvimento de bradizoitos de T. gondii em CMEs. Se,
ou em que extensdo o ambiente especifico do musculo estriado (Wiendl e cols.,
2005) regula a persisténcia in vivo por longo tempo de cistos de T. gondii, € um
ponto que necessita ser elucidado.

Direcionar o processo da estagio-conversdo ao estresse nutricional ocasionado
pela morte das células por apoptose ou qualquer outro mecanismo, nao se aplica
uma vez que: (i) o meio para cultura primaria de muasculo é muito mais rico em
nutrientes quando comparado ao meio empregado para linhagens celulares; (ii) os
eventos de estagio-conversao foram monitorados no minimo em ftriplicata; (iii) as

culturas eram checadas diariamente e o meio trocado a cada dois dias; (iv) apoptose
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gerando assim a lei da vantagem para a sobrevivéncia do parasito, garantindo sua
multiplicacdo e permanéncia por longo tempo no hospedeiro; (v) a cistogénese in
vitro pode ser acompanhada por até 31 dias em CME com excelente preservacao
celular (Guimarées e cols., 2008)

Com base nos estudos iniciais de Bohne e cols (1993, 1994) e de Soéte (1994)
que utilizaram como a adi¢cdo de drogas como estimulo para a diferenciacéo, existe
o dogma de que este processo ocorre apenas em resposta a fatores exdgenos. Em
nossos estudos de estagio-conversdo nao foi utilizada qualquer manobra
experimental de ordem fisica ou quimica e altos indices de diferenciacdo foram
observados, o que favorece a hiptese de que a conversao espontanea, nas nossas
condi¢cdes de manutencao das culturas, advém de outros fatores que ndo a resposta
a estresse exégeno. Alguns autores tém sugerido, a partir de ensaios com diferentes
linhagens celulares, que o tipo celular ndo contribui de forma importante para a
formacdo de bradizoitos (Dubey e cols, 1999; Lindsay e cols, 1991; McHugh e cols,
1994). No entanto, € importante ressaltar que esta questdo nunca foi comparada
guantitativamente associado ainda, a falta de modelos celulares “naturais” onde de
fato ocorre o processo de diferenciacdo do parasito desencadeando a cistogénese,
por exemplo, o modelo de células musculares esqueléticas. O Unico artigo que
levanta a questdo da influéncia da célula hospedeira nesse processo foi de Jones e
cols. (1986), utilizando cultura primaria de astrécitos, sem contudo ser conclusivo,
por falta de estratégias que pudessem apoiar essa hipotese. Assim, se ha fatores
intrinsecos da célula que possam direcionar o destino intracelular do parasito, esse é
um processo inerente ao sistema bioldgico natural que ndo podemos controlar, nem
mesmo no sistema in vivo. A obtencdo da conversdo espontanea de T. gondii em
CME como descrita na presente tese, fortemente possibilita inferir que o tipo celular
possa ser um dos fatores indutores desse processo, como devera ser discutido
melhor mais a frente.

Os nossos dados mostraram que na presenca de IFN-gama e LPS, as células
musculares esqueléticas foram capazes de inibir a conversdo de taquizoitas em
bradizoitas. Inicialmente, acreditava-se que IFN-gama contribuisse para inducao
desta converséo, no entanto, descobriu-se que esta citocina atuava na inibicdo do
estagio proliferativo do parasito e ndo no processo de estagio-conversdo (Jones

cols., 1975). Utilizando-se culturas primarias de astrécitos, Jones e cols. (1986)
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reforcam que a presenca de IFN-gama definitivamente ndo induz a formacgédo de
cistos em cultura, mas sim que esta citocina preveniu a lise celular pelas formas
multiplicativas rapidas do Toxoplasma, permitindo desta forma a persisténcia do
parasito em cultura por periodos mais longos. Apesar da imunidade humoral também
ter um papel importante na infeccdo, a resposta celular IFN-dependente também é
crucial na resisténcia do hospedeiro contra o parasito (Suzuki, 2002). O IFN-gama
tem a capacidade de ativar macréfagos in vitro (Murray e cols., 1985; Black e cols.,
1987) e in vivo (McCabe e cols., 1984) e macrofagos humanos inibem ou matam o
parasito (Nathan e cols., 1985; Black e cols, 1987), tendo um papel importantissimo
na defesa do hospedeiro (Suzuki e cols., 1988). Estudos mais aprofundados devem
ser desenvolvidos para o entendimento desta participacdo desempenhada pelas
CME ativadas por LPS, em presenca de IFN-gama exdgeno, inibindo a conversao do
Toxoplasma. Interessante seria avaliar a atividade toxoplasmacida pela CME,
quantificando a proliferacdo do parasito nestas condi¢des. Além disso, avaliar a
producdo de IFN enddgeno pela CME e o balango desta citocina antes e depois da
infeccdo em presenca de IFN exdgeno, seria um dos primeiros passos para inferir o
papel desta citocina na protecdo das células musculares, impedindo a converséo e,
consequentemente, o estabelecimento de uma infeccdo cronica pelo parasito.
Apesar dos nossos dados referentes a conversao do Toxoplasma em presenca de
IFN exdgeno, serem ainda preliminares, eles apontam para sua modulacao negativa
sobre a célula muscular na conversado do parasito e reforcam ainda mais a nossa
hipétese de que o intrigante processo de diferenciacdo ndo deve ser uma resposta a
estresses exdgenos, e sim diretamente relacionada a célula hospedeira.

Os taquizoitos sao os estagios do Toxoplasma mais extensivamente estudados
e numerosos marcadores estdo disponiveis. Como exemplo de moléculas
especificamente expressas por taquizoitos podemos citar as isoenzimas ENO2 e
LDH1, enquanto os bradizoitos expressam exclusivamente ENO1 e LDH2. Um
anticorpo adicional, além dos ja citados, foi também CC2 que reconhece uma
proteina da parede do cisto (Ferguson, 2004). Uma outra abordagem metodoldgica
utilizada na presente tese foi a técnica de RT-PCR em tempo real nas CMEs para
avaliacdo da expressdo relativa de genes especificos para cada estagio do
Toxoplasma. A técnica de RT-PCR em tempo real é o método mais adequado para
deteccdo e quantificacdo de niveis de expressdo génica oferecendo alta
sensibilidade e reprodutibilidade (Pfaffl e cols., 2001). A expressao relativa dos

genes ENO1 (especifico de bradizoitos) e ENO2 (especifico de taquizoitos) foi
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baseada na expressao relativa para o gene para tubulina, com o objetivo de se
considerar o aumento de mRNA devido a multiplicacdo do parasito ao longo da
cinética e/ou por qualquer diferenca relativa a isolamento de mRNA de amostras
individuais. O gene ENO2 néo apresentou grandes alteracdes durante a cinética de
infeccdo. Em compensacdo, o0s niveis relativos a expressdo do gene ENOL1
aumentou continuamente ao longo dos seis dias de infec¢éo, o que ratifica os altos
niveis de estagio-conversdo espontanea observados nas CMEs por
imunofluorescéncia.

Cistos teciduais de T. gondii sdo preferencialmente encontrados no sistema
nervoso central incluindo a retina e a musculatura esquelética de animais infectados
(Dubey e col., 1998; Dzierszinski e cols., 2007). Um tropismo celular deste tipo deve
resultar em parte de uma resposta antiparasitica inadequada ou reduzida nestes
orgaos. O numero de cistos no cérebro de camundongos depende da carga genética
do MHC (Brown e McLeod, 1990), confirmando seu papel do MHC nos mecanismos
de defesa imune na regulacdo do desenvolvimento dos cistos no cérebro. No
entanto, fatores que determinam uma sobrevivéncia de longo termo do T. gondii no
tecido muscular ainda nao foi delineado. Nossos dados sugerem que deva existir
um fator de impacto consideravel tipo célula-especifico, pelo menos como pré-
requisito para a persisténcia do parasito, isto €, de bradizoitos na musculatura
esquelética. Estudos mais aprofundados devem ser estabelecidos para se conhecer
a extensdo com que fatores imunoldgicos também regulam o nuamero de cistos
formados na musculatura esquelética. Em conclusdo, células musculares
esqueléticas proporcionam um nicho que dispara prontamente o desenvolvimento de
bradizoitos sem a necessidade de estimulos de fatores de estresse externos. Nossa
hipétese é que este fato explicaria, pelo menos em parte, a persisténcia preferencial
nos tecidos de musculatura esquelética, in vivo.

Esse modelo celular podera contribuir para uma melhor compreensao da
biologia celular e molecular da conversdo e da cistogénese do Toxoplasma,
fornecendo subsidios: (i) que possam direcionar vias alternativas para uma
quimioterapia de pacientes com toxoplasmose e, (ii) que levem a interrupcdo de uma
das principais vias de transmisséo do parasito através da ingestdo de carne crua ou
mal cozida entre os humanos.

O artigo de revisao intitulado “Stress-related and spontaneous stage
differentiation of Toxoplasma gondi” (Anexo 2), teve como referéncia os

experimentos empregando uma grande diversidade de tipos celulares, que
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exploraram as condi¢des de inducdo da diferenciagdo: (i) através da manutencao
das culturas em pH alcalino, (i) pela adicdo de citocinas as culturas, (iii) sob
condicdes de estresse nutricional. Os dados foram tabulados, considerando-se as
condicles de estresses mais conhecidas e destacando, por outro lado, os contrastes
resultantes do sucesso e da efetividade de cada sistema em formar bradizoitos in
vitro. O principal foco da revisdo foi discutir a questdo do papel das células
hospedeiras na contribuicdo ou na interferéncia do processo de diferenciacdo do
parasito e finalmente resgatar a questdo de que o tipo celular também possa ser um

fator determinante importante neste intrigante processo.
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VI. CONCLUSOES

A expressao de proteinas muasculo-especificas, tais como, Myf5, MyoD e
desmina em CME sé&o coincidentes com os diferentes estagios da miogénese
reproduzidos in vitro, a partir de mioblastos isolados de embrides de
camundongos;

Altas taxas de diferenciacdo de taquizoitos-bradizoitos de T. gondii ocorrem
espontaneamente em CMEs oriundas de cultura primaria ou de linhagem
celular indicando que a estagio-conversdo do Toxoplasma ocorre
independente de estimulos exdgenos;

O aumento da expressao de ENO1 (uma enolase especifica ao estagio
bradizoita do Toxoplasma) em culturas infectadas por taquizoitos de T. gondii
em associacdo com a expressao de proteina bradizoito especifico por
imunofluorescéncia corroboram a sugestdo de que a estagi-conversao
espontanea ocorra em CME;

Células de linhagem de fibroblasto mostraram um baixo percentual de
vacuolos contendo bradizoitos de Toxoplasma, a partir de infeccdo com
taquizoitos indicando que o tipo celular é determinante para disparar a
conversao em bradizoitos;

CMEs infectadas com taquizoitos de T. gondii e incubadas com IFN gama
exodgeno em presencga de LPS ndo induziram a conversdo dos parasitos em
bradizoitos sugerindo que essa estratégia ndo se aplica em CME;

Em resumo, as evidéncias de que a diferenciacdo para bradizoitos a partir de
taquizoitos ndo necessita de fatores externos de estresse em CME, sugere
que: (i) a estagio-conversdo do Toxoplasma ndo seja uma resposta a fatores
de estresse, e sim esteja relacionada ao tipo celular em que o parasito se
encontra para desenvolver seu ciclo, e que (ii) fatores intrinsecos inerentes do
tipo celular podem ser um pré-requisito para a conversao e/ou persisténcia do

parasito no tecido muscular.
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Abstract

Toxaplosma gondii 1s one of the most common eukaryotic parasites and an important
opportunistic pathogen of humans. The interconversion from proliferative tachyzoites imto
quiescent encysted bradyzeoites plays pivotal roles in the lifelong persistence of I gondii in its
host and the pathopenesis of toxoplasmosis. Stage conversion and persistence m skeletal muscle
tissue may be particularly important for the food-borne transmission of . gondif to hamans via
raw of undercocked meat products. Here we have followed the transition of tachyzoites to
bradyzoites after infection of skeletal muscle cells (SEMC). Primary murine myoblasts were
differentiated to mmltinucleated synevtial myotubes that displayed regular contractions in vitro
and expressed myogenic markers My and MyoDd Tachyzoites of T gondii mvaded SKEMC
within 4 hours of infection and started to replicate within 24 hours of infecticn. Remarkably,
intracellular tachyzoites readily differentiated to bradyzoites in SEMC without the need of
exogenons siress factors. Double imnunofluorescence labelling revealed significantly higher
percentages of bradyzoite-containing vacueles in SkMC than i rmrine fibroblasts at 24 hours
uniil 6 days after infertion Furthermere, transenipt levels of bradyzoite-specific ENO1 but not
tachyzoite-specific ENO? strongly increased in I gondii-infected SkWMC until 6 days of
infection. These findings indicate that the commitment of I~ gondif to differentiate to

bradyzoites in SkMC does not require exogensus stress factors but could be rather regulated by

cell-type specific factors.

Key words- Toxoplasma gondii, skeletal muscle cell, stage conversion; bradyzoite; parasite

persistence.
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Introduction

The differentiation of fast-replicating tachyzoites of the intracellular protozoan parasite
Toxoplasma gondii into the dormant bradyzoite stage plays pivotal roles in the formation of
tissue cysts, the life-long persistence of viable parasites in the host, and the transmission between
mammalian and avian hosts mchiding humans {Tenter et 21, 2000). It 15 also a major prerequisite
for life-threatening diseases due to I’ gondii, e g reactivated toxoplasmosis in
immmmocompromized patients (Montoya and Liesenfeld, 2004 The early events of the stape
conversion are thoupht to be of critical importance, during which the expression of tachyzoite-
specific genes is switched off and that of bradyzoite-specific ones starts to be upregulated
{Tomavo and Weaiss, 2007). In vitro models of the tachyzoite-bradyzoite differentiation have
been established using a variety of siress conditions including treatment of host cells with
gamma interferon or mitochondrial inhibitors {Bohne et al, 1994}, or by employing alkaline pH
or high temperature {Soéte et al., 1994). Although the employment of artificial stress conditions,
&g alkaline pH considerably facilitated analyses of the process of Foxopfasma stage conversion
and underlying mechanismes, we, nevertheless, have to admit that it may net minic those
conditions required for stage conversion during the natwal course of infection

Tissue cysts containing bradyzeites of T gondii are found in mlhple organs of the host tat
appear to preferentially develop in neural and muscular tissue (Dubey et al., 1908). The prefermed
distribution of tissue cysts 1n brain and rmiscle may be facilitated by Limited or nen-canonical
immmme responses in these bssues (Streilein, 1995; Wiendl et al |, 2005). Alternatively, organ or
cell bype-specific factors which appropriately trigper high levels of stage conversion and tissue
cyst fermation in some organs but not in others night also be mvelved. Stage conversion, tissue
cyst fermation, and host respenses have been extensively smdied in the brains of mfected nmice
and rats 1 vive and in neural cells in vitro. In contrast, the requiremnents that regulate the
development of bradyzoites and tissue cysts in muscle tdssue have not yet been mvestigated.

However, this iss0¢ 15 a matter of major concem since cysts in nouscle tissue are the prerequusite
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for transmdssion of T gondii via the consumption of 1aw or undercooked meat products to
humans. Characterizing the stage conversion of I gondii within myocytes may thus not only
further our Iimowledge on the mechanisms which determine parasite persistence in a
physiological type of cell but might also lead to nowvel strategies to reduce the risk of food-borne
transmission to humans. We, therefore, established primary skeletal muscle cells as a model to
study the development of I” gondii in vitro (Barbosa et al | 2000, Guimaraes et al., 2008).
Herein we demensirate that I gondii tachyzoites readily convert to bradyzoites in skeletal
muscle cells without the need of exogenons stress factors. This suppests cell rype-specific
mechanisms which may be responsible for the preferential tissue cyst formarien of T gondiif 1n

muscular tissue.

Materials and methods

Isolation and culture of skeletal muscle cells

Thigh nmscles of 18-20 days old NMRI mouse embryos were minced in Ringer solutien and
incubated 5-7 times for 5 min each in PBS centaining 0.05% trypsin and 0.01% EDTA. Tissue
digestion was stopped by the addition of 10%: fetal bovine sermm in Dulbecce's modified Eagle
medium {OMEW) at 4°C. After centrifugation, cells were incubated for 30 min in DMEM
supplemented with 15% herse semm, 2% fetal calf serum, 1 mb L-glutamine, 100 Uiml
penicillin and 100 pe/ml streptomycin. Thereafter, non-adherent cells enniched for myoblasts
were seeded at 3 » 10%well in 24-well plates containing coverslips for immunoflucrescence
analysis and 1 » 10" /well in 6-well plates for BNA extraction. In order to assure long term
attachment of skeletal muscle cells, the culmre plates had been previously incubated overnight
with 0.5 mg/ml poly-L-omithine hydrobromide in 150 mb boric acid-NaOH, pH 3.3 and then

coated with 13 pg/ml mouse laminin for several hours. Cultires were maintained for 4-5 days in
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order to allow mvogenic differentiation {Barbosa et 2l | 2000). As controls, L9202 murine
fibroblasts were cultivated in DAWEM contamning 10% FC5, 1 mM sodium pyruvate, non-

essential aming acids, and antibiotics.

Toxoplasma parasites and infection

Tachyzoites of the monse-avinulent I gowdif type I strain NTE were propagated in 16920
fibroblasts as host cells. For infection of skeletal nuscle cells, tachyzoites were harvested from
1.02% cocultures after initiation of host cell 1ysis. Briefly, contaminating host cells were pelleted
by centrifugation at 35 x g for 5 min The supematant was then centrifuged at 1350 = g for 10
min, the parasites were washed once and resuspended in DMEM supplemented with 10% FCS
and antibiotics. Skeletal nmscle cells and control fibroblasts were infected with I~ gondii

tachyzoites at a parasite to host cell ratio of 1:1.

Immunofloorescence staining

In order to determine tachyzoite-bradvzoite interconversion, I gondii-infected cells were fixed
at different time points after infection using 4% parafermaldebyde in 0.1 M sedium cacedylate
buffer. Cells were quenched for 10 min in 30 mM NH,C1 in PBS, pH 7.4 and were then
permeabilized for 1 hour with 0.1 mg/ml saponin in PBS containing 1% bovine sernmm albumin
(BSA). Thereafter, cells were incubated simultaneously with CC2 rat monaclonal antibody
recognizing bradyzoite-containing but net tachyzeite-containing PVs {Gross et al | 1995) along
with polyclenal rabbit anti- Toxoplamme serum for 1 howr. Inmune complexes were visualized
using Cy2-conjugated donkey F{ab™), frapments anti-rat IgG and Cy3-conjupated donkey F{ab™
fragments anti-rabbit [gG. Cells were mounted in Mowiol and analysed by confbeal laser
scanning microscopy. In erder to determine myogenic differentiation, non-infected pomary

skeletal mmscle cells were fixted and processed as desciibed above. Cells were labelled with 5
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pg/ml monse anti-hyolr (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) and Cy3 -conjugated denkey

F{ab™ fragments anti-mouse Ig(.

Quanitative and semi-guantitative RT-PCR analyses

Total RINA was isolated using the GenFlute Miniprep ldt (Sipma, Deisenhofen, Gerniany).
Following reverse transcription, serial dilutions of cDNA were amplified by quantitative real-
time PCR in a LightCycler with the SYBR Green FastStart DNA Master ™ Set {Roche,
Mammheim Germany) using the following I gomdii-specific primer pawrs: tubulin forward: 5°-
CGCCACGGUOGCTACCTGACT-37; tubulin reverse: 5'-TACGCGOCTTOCTCTGCACCC -
37, ENO?2 forward: 5™ AGCGGCGCATCOCACTGGCATCTAC-37;, ENO2 reverse: -
AACGGCACGGGCATTACCATCTTG-3' ENO1 forwand: 5°-
CGAGGGGTGGCTGAAAAAGTATCC-3°; ENO]1 reverse 57-
CAGCGAAGGCCCACGACAAG-3". Data were analyzed using the REST-MCS 2006 software
(Pfaffl et al, 2002). Briefly, the relative gene expression levels were calculated as the fold
change between 4 hours after infection (control) and later time peints (sample) using the forrmla
Ratio = (Egge) - RrEeticoaml-ample); p yaCPreficonalamle) here the reference gene was tubulin
and the target genes were ENO1 (bradyzoite-specific) and ENO?Z (tachyzoite-specific).

In order to determine myogenic differentiation of skeletal nmscle cells in vitro, total RNA was
isolated from nen-infected cells at 2 days until 10 days after seeding. Ten nanograms of cDINA
per sample were used as template for semi-quantitative PCE. using the following primers: Myfa
forward: 5°-TGAGGGAACAGGTGGAGAAC-3"; MyI5 reverse: 5°-
AGCTGGACACGGAGCTTTTA-3; MyoD1 forward: 3’-TACOCAAGGTGGAGATCCTG-3;
MyoD1 reverse: 3 -CATCATGCCATCAGAGCAGT-3; B-actin forward 5°-
GATGACCCAGATCATGTTTGAGAC-3", B-actin reverse: 5°-
TGCTCGAAGTCTAGAGCAACATAG-3. PCR products were separated in 1% aparose and

visnalized using ethidium bremide.
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Statistical analysis

Results are expressed as means = S EM of at least three independent experiments unless
otherwise indicated. Significant differences between mean values were identified by Student’s -
test. In order to avoid false positive results due to mmltiple compansens, P-values were
multiplied with the mumber of comparisons (Benferroni comection). Corrected P valoes of less

than 0.05 were considered significant.

Resulés and discussion

In order to determine the snitability of primary embryonic skeletal muscle cells for investigating
the development and stage conversion of 7. gondii in ouscular tissue, we characterized
myopenic differentiation after cultivation of satellite cells from thigh ronscles in medium
containing 15% horse serum and 2% fetal calf serumn. Phase contrast microscopy revealed fusion
of myocytes and formation of mamire nryotubes starting at 4 until 5 days after seeding with
considerable numbers of highly elongated myotubes being present at § days after seeding (Fipg.
1A}, Sustained myopenic differentiation was confirmed by the presence of rmltiple matiure
myotubes with 10-20 noclel per syncytium expressing the basic helix-loop-helix ranscnption
factor MyoDl} (Fig. 1C). In addition, regular contractions of surh myotubes were observed and
recorded by time-lapse video microscopy (data not shown). The kinetics of the expression of
specific genes that play pivotal roles in the differentiation and commitment of nrvoblasts to
myotubes revealed that Myf5 was expressed as early as 2 days after seeding until the end of the
observation period {Fig. 1B). In contrast, the expression of MyoD) was up-regulated at 4-6 days
thus acting downstream of MyfS during myogenesis {Tajbakhsh et al | 1997). Together, these
data indicated that in vitro differentiated primary skeletal rmscle cells represented a valuable

model to study the interaction of T gondii with mahwe myotubes.
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The infection of skeletal muscle cells with T gondii tachyzoites, i.e. fast-replicating
disseminating parasites which are present during acute toxoplasmosis and their subsequent
intracellular development and differentiation was followed from 4 howrs until & days after
infection. Immunofluorescence staining and confocal laser scanning microscopy revealed that T
gondii readily infected skeletal mmscle cells as judged by intracellular parasites at 4 howrs and
subsequent replication (Fig. 2A). A productive infection of mmnine skeletal muscle cells by T
Eondii tachyzoites was expected due to the active invasion of virtually any mammalian cell type
(Dobrowolsid and Sibley, 19967 At this early time point follewing infection, parasites did not
react with monoclonal antibody CC2 that specifically label bradyzoite Ps tut not tachyzoite
PVs (Gross et al | 1995, Ferguson, 2004). Instead, they were strongly positive after
counterstaining with polyclonal anti- Toxoplasma serum (Tig. 2A; a-c). At 24 hours after
infection, multiple favaplosma vacuoles had already become OC2-reactive (Fig 2A; d), thereby,
indicating onset of conversion to the bradyzoite stage. This is remarkable, since tachyzoites in
skeletal mmscle cells converted spontaneously to bradyzoites, ie. in the absence of exogenous
stress factors. To date, the development of 7. gondi bradyzoites has been mainly recognized as a
stress-mediated differentiation that leads to metabolic 2nd morphological adaptations of the
parasite. This view 15 indeed sustained by results from various studies showing that stage
conversion can be mduced in vitre by applying temperature or pH stress {Soéte et al, 1994,
proinflammatory cytolones or mitochondnal inhibiters (Behne et al | 1994), or nuirient stress
(Fox et al | 2004). Furthermere, bradyzoite development in vive has been predeminantly
recognized 2 to 3 weeks after infection, 1.2 after induction of 2 robust anti- Foxoplasewa
immmity (Ferguson and Hutchinson, 1887). However, in primary skeletal mmscle cells which
had been differentiated to mature myotubes, T gondii tachyznite-to-bradyzeite differentiation
occurred ndependently of an exogenous stress stummlus. This clearty showed that stape
conversion can be triggered by other factors than cellular stress. We also noted that PVs adjacent

to bradvzoite-containing vacuoles remained partially non-reactive with mAb CC2 (Fig. 2A; ).
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Stape conversion of T gondii within skeletal muscle cells was thus a non-synchronized process
as previously reported for other host cell types (Bohne et al, 1993; Soéte et al., 19093). This
further arpued against cellular stress encountered by T° gondii a5 a major prerequisite Tor stage
conversion in skeletal mmscle cells since the environment for different parasites within a single
cell is assumed to be similar. Two days after infection, parasite division had proceeded and
vacuoles containing four to sixteen parasites were detected within skeletal nmscle cells. From
this time point onwards, the reactivity of the CC2 antibody with the matrix of omltiple
bradyzoite-containing PV rather than the parasite itself also became apparent (Fig_ 2A; g.1). The
CC2-reactivity of an increasing number of vacuoles further increased subsequently (Fig. 24
J,m. In addition, a predeminant immunolabelling of material destined for and incorporated mto
the cyst wall was also clearly visible until 6 days after infection (Fig. 24 j.m). Using
immmoflusrescence and immmmoelectron microscopy, the CC2 antibody was previously shown
to preferentially label the wall of tissue cysts fiom chronically infected mouse brains, i2. a
characteristic structure of mature Foxoplasma tissue cysts (Gross et al., 1905, Ferguson, 2004).
Although a definitive antigenic marker for mahore tissue cysts is still lacking (Tomavo and
Weiss, 2007 the predominant CC2-labelling of 2 cyst wall-like structure at & days after infection
(Fig. 2A; m) argued for considerable matwation of the bradyzoite PVs in primary skeletal
muscle cells. Recently, we demonsirated ultrastructuralty that the cystogenesis of I gondii in
skeletal mmscle cells is completed within 96 hours after infection with bradyzoites {Guimaraes et
al.. 2008). These cells thus obviously provide a suitable cellular environment that sustains
development of bradyzoites and — at l2ast to a certain extent — tissue Cyst maturation without the
need of an exopenous siress shmulus.

Mlost importantly, gquantification of the Toxoplasma PVs in skeletal nmscle cells revealed a
prominent increase of the percentages of CC2-reactive, L e. bradyzoite-containing vacuoles
within the first day of infection (23.8 + 3 4; Fig. 2B). The increase at this early time point

following infection excluded the possibility that it resulted from a loss of CC2-nepatve vacuoles
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due te hest cell Lysis by rapidly dividing tachyzoites rather than enhanced numbers of
bradyzoite-containing vacuoles. Tachvzoites of the T goud?i NTE strain that we used herein
require 48-60 hours before host cell lysis oocurs to a significant extent. Tikewise, host cell Iysis
leading to significant oumbers of extracellular parasites was not observed until 4 days after
infectien of skeletal rmiscle cells {data not shown). The conversion of T gowdii to the bradyzoite
stage steadily increased daring prolonped intracellular infection with 44 = 3.5% of the vacuoles
being CC2-reactive zt 6 days (Fig. 2B). We also cbserved high rates of I gondii transition to the
bradyzoite stage after tachyzoite infection of L6 C10 rat myoblast cells that were differentiated
to mature myotubes (data not shown). In order to determine cell-tvpe specific differences in the
conversion of T gondii to the bradvzoite stage, 1929 munne fibroblasts were infected with
tachyzoites of the NTE strain in parallel and stage conversion assessed as descnibed above. The
results showed that the percentapes of CC2-reactive vacuoles were significantly lower in murine
fitroblasts as compared to skeletal muscle cells (P<0.01; Student’s #~test) and did not exceed
20 (Fig. 2B). This strongly supported the view that the host cell type critically impacts the
differentiation of I. gowndif to a dormant life stage.

In order to further suppert the finding that I gondii readily converts to the bradyzoite stage
within skeletal muscle cells at the molecular level, transcripts of the stage-specifically expressed
genes ENO1 and ENO2 {Dzierszinski et al, 20017 were quantified by real-time RT-PCR.
Expression of both genes was calculated relative to the expression of the house-keeping gene I
Fondii tubulin in erder to take into account the increase of mENA due to replication of the
parasite over time and differences in the isolation of mENA among indrvidual samples. The
relative expression of the tachyzoite-specific gene ENO?2 did not change significantly from 1 to &
days after infection of pnimary skeletal muscle cells as compared to the ranscript level at 4 hours
(Fig. 2Cy. In contrast, the relatrve levels of T gondii ENC1 transcripts continuonsly increased
frem 4 hours after infection until the end of observation with the most prominent increases being

observed at 4 and 6 days following infection (Fig 2C). These results clearly confirmed the view



260

261

252

263

264

265

266

257

258

260

270

271

272

273

274

275

276

273

278

27

280

281

282

283

284

285

11

of a high level of spontanecus conversion of T” gondif tachyzoites to bradyzoites in skeletal
muscle cells.

Tissue cysts of - gondii are preferentially found in the central nervous system including the
retina and in striated muscles of infected animals (Dubey et 2l | 1998). Such tissue tropism may
partially result from reduced or inadequate anti-parasitic inmune responses in these organs. Cyst
numbers in the brains of mice differ depending on the MHC genetic baclground (Brown and
MrLeod, 1290, mdeed confirming a rale for immme-mediated mechanisms in the regulation of
tissue cyst develspment within the brain. However, here we have shown for the first ime that
initial prerequisites of parasite persistence, 1.e. invasion of suitable host cells by T gondii
tachyzoites and their transition to bradyzeites readily ocour i primary skeletal nmscle cells.
Importantly, such stage cenversion in skeletal mmscle cells occmrred independently of exogenous
stress factors and was clearly more efficient than in fibroblasts mdicating that it is critically
influenced by cell type-specific factors. Recently, Radke et al (2006) demonsirated a crtical role
of the mman cell division amtoantigen-1 (CDA-17 in bradyzoite development in hnman
fibroblasts. In those cells, parasite differentiztion depended on trisubstiated pyrrole-mggered de
novo host cell transeniption of CDA-1, 1 e a dmie-induced cellular envirenment that sustains
bradyzoite formation (Radke et a1, 2006). It 15 thus tempting to speculate that spontaneons stape
conversion in skeletal mmscle cells depends on a consttutive expression of CDA-1, or on one of
the other genes encoding prowth regulators of mammalian cells, the expression of which
correlated with bradyzoite formation (Radke et al | 2006). Since myotubes as emploved herein
are withdrawn from cell cycle progression {Sabourin and Rudnickd, 20000, negative regulators of
the host cell cycle as CDA-1 {Chai et al , 2001; Tu et a1, 2007) are mdeed possible candidates
which could provide an adequate sipnal for the conmnitment of F. gowndif to bradyzoite
development i skeletal nuscle cells. Whether and te what extent the specific immmmnelogical
environment of striated mmscle (Wiend! et al_, 2003) repulates lonp-term persistence of I gondii

cysts In vivo awaits fiture clarification
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In conclusion, skeletal muscle cells previde a host niche that readily trigeers bradyzoite
development without the need of exegenous stress stinmili. We hypothesize that this at least
partially explains the preferential persistence of I gondif in muscle tissues in vive. It may,
thereby, provide the molecular basis for one of the major routes of ransmissien of an important
zoonotic parasite to bumans, 1.2 ingestion of raw or undercooked tissue cyst-contamning meat

products from infected livestock.
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Legends to illusirations

Fipg. 1. Characterization of murine primary skeletal rmscle cells dunng myopenesis. Satellite
cells were isolated from thigh muscles of mouse embryos and were differentiated to mature
myotubes in vitro. {A) Phase contrast micrographs of multiplicative myoblasts at 2 days after
iselation {2) and multiple matre rryotubes 4 days later (b; arrows). (B) Expressien of Myf-5,
MyoD) and f-actin transcripts duning myogenesis in primary skeletal moscle cells from 2 o 10
days after isolation of the cells. Transcripts were reverse transcribed and cDINAs amplified by
PCR using specific primer pairs. Amplification of P-actin was used as an internal standard to
nomalize the amounts of cDMNAs among different samples, non-template contrels were nin in
parallel {nc). (C) Immmneflusrescence staining of nmltinucleated skeletal mmscle cells at 6 days
after isolation from mouse embryos. Cells were immunolabelled with anti-MyoD) and Cy-3

conjupated secondary antibodies.

Fie. 2. Intracellular development and transition of T gondii to bradyzoites in skeletal nouscle

cells. Primary skeletal mmscle cells from mouse embryos were differentiated in vitro for 4-5 days
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and were then infected with T gondii tachyzeites for 4 hours to 6 days as indicated. 1924 murine
fibroblasts infected with I~ gowndif were used as control cells (B, open symbols). Parasites were
visualized by indirect double immmnofluorescence staining with OC2 monoclonal antibody
recognizing bradyzoite-containing PVs (preen fluorescence) and polyclonal anti- Toxoplasma
serum (red fluorescence). (A) Images of each labelling were simmiltanecusly obiained by
conforal 1aser scanning microscopy and were superimposed {merge); micrographs are
representative for the parasite development as observed in three independent experiments. (B)
The percentages of CC2-reactive bradyzoite-containing PVs in primary skeletal muscle cells
{closed symbols) or fibroblasts (open symbols) were determined microscopically by counting at
least 100 parasitophorons vacuoles per sample. Bars represent means + 3 F M. fiom three
independent experiments; significant differences between stage conversion in both cell types
were identified by Student’s #tast (**P<0.01). {C) Alternatively, RNA was isolated from
skeletal mmsele cells at different time points after infection or from minfected contrals, and
analysed by guantitative real-time RT-PCE using primers which specifically amplify tachyzoite-
specific ENOC?, bradyzoite-specific ENOI1, or constimtively expressed Foroplasmg mbulin. The
relatrve gene expression levels of ENG 1 and ENOZ2 were calculated as the fold chanpe between
4 hours after infection and later time peints with tubulin 25 an internal standard in order to

normalize the ameunt of cDMWA present in each sample. Data are presented as log 2 ratios +

SEM and derive from bwo independent experiments.
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Stress-related and spontaneous stage differentiation of Toxoplasma
eondii
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Toxopiasma gondii 15 an obligatory intraccllular parasitic protozoan that infects a variety of avian
and mammalian hosts including up to one third of the human population worldwide. Developmental
differentiation hetween distinct stages, e sporozoites, tachyzoites and bradyzoites is fundamental for
the paraste life cvcle and for transmission between hosts. It is akeo interconnected with the
pathogenesis of overt toxoplasmosts and makes T gordii an important opportunistic pathogen af
hursans. In onder to delineate the wnderdying roechanisms, several cell culture differentiation systemns
have heen developed which mimic the tmnsition from fast-replicating tachyzoites to sowly
proliferating hrmadyzoites in wire. Since exogenous stress Factors, i.e. alkaline pH, IFN-y and other
proinflammatony cytokines, chemicals or drugs, heat shock, and deprivation of nutrients have boen
shown to increase the efficacy of bradyzoite development e vitrs, Toxoplesmia stage differentiation is
largely viewed as a stress-related response to hostile emvironmental conditions. However, tachyzoite
to bradyzoite differentiation also oocurs spontaneonsy in viteo and this raises questinns about the
mportance of stress conditions for triggering stage comversion. High Frequencies of spantaneous
bradyzoite development in primary and permanent skeletal mcle cells ie. cells that preferentially
harbour hradyzoite-comaning tissne cysts in vive suggest that the host cell type may he critical.
Furthermore, the host cell tramscriptance, ncluding the expression of distinct host cell genes, has
recently hoen shown to trigger bradyzraite development and cyst formation. Together, these results
strongly indicate that the complex cellular envirormaent, besides exogenous stress factors, may govern
the developmental differentiation of T. gondii.

Inirod wetion yotes, Differentiation in single-celled organisms & a ternporal

. . . . phenomenon that is often associated with altered environmen-
Developmental differentiation is a fundamental process in tal conditions and involves the switching from one develop-
living organisms. It is essential in multieclilar organisms: i) gt pe to another. Tn the case of protozoan parasites,
and 1= common among prokaryotes and anicelhlar eukar- such differentiation is most frequently an ohligatary proccss
with distinet lite cycle stages being required for sexual repro-
duction, for transmission hetween mammalian hosts and
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also & critical factor in the pathogenesis of several protoscan
diseazes.

Tovopleme gomdlf it an obligatory intracellular perasite of
avian and mammalian hosts induding humans. b is congid-
cred te be oo of the most uhiquitcusly distibated and
widespread parasites with & seroprevalence in lumans of up
to 30% wordwide * Fortunately, infecton of IO e
temt hasts iz mostly asymptomatc of bemgno, hoaswer T
gomdlf i a0 impoTam opportunistc pathopen of immune-
ocompromized patents, fe. thoes with AIDS, and the fetusse of
Tecently infected pregnent women

The bfe cyck of T gomdd mvolves the developmental
switching between three infectious stapes: tachyzoites, trady-
anites, and sporoenites. Infection by Toswplesmne is typcally
acquired by the inpesten of underocoked meat from infacted
hosts which chronically harbor bradysoite-containing tiesue
cystg, of through the accidental ingsstion of sporcecits-coo-
taining oocysts which arc shed inte the covirooment with the
froez of cats ithe definitive boety ™ In additon, fdlowing
prmary maternal infection during pregoancy, T gomd!f tachy-
#oites can be vertically transmitted to fetuses by transplacental
migration . >* Differentia oo from the tachyzoite to the trady-
it stage of Fooophesene iz crucial for the development of
tiggue cysts and, thus for the porsistence of the parasic for
loog time in the host. 5 Consoquently, it & a main prerequisite
for paragite tramsmisdon” as well as the pathopeness of
Teactivated texoplasmosis®

Congidering the importance of cysiegenesiz of T gondlf in
the paragite life cycle and the pathogenesis of disease, there has
been an intense focus oo the devdopoent of methods to stody
tachyzoite-bradyzoite differentiation. Although the cocirence
of wadyzoite-contaimng tane cysts fr wine was noported
more than 45 years ago,” the maecnlar besiz for the develop-
memal switch and the preciss factors that momote this
important event are only recently begiming to cmerge -2
The development of in riro gystems o study the ioter-comyer-
gion of tachyeoites and bradyzoites has opeped doors to
analyer the prcse mechanisme that regulate developmentsl
differentiation in T. gondl. Optimized culture conditons have
bem applied in order to maximize bradyenite differentation
and to analyze this phenomenon at the malemlar level and for
exended pericds of dme fr wero."

This review will focus on the Foxepiumna tachyzoite trady-
anite differentia ion and promete 8 dismussion oo the impact of
exegenous stress conditions 1o different ocl] types to Dduee
stage comversion M vitro. We will alzo raise the question of
whether spontanenis stage conversion io eertain ol types, &.4.
gkrletal musck oells of Deurons might comtribute to the
development of Foxoplasmae tzne cysts to 8 considerable
extent, therely promoting transmission of an important zoo-
Dotk perasgite to bumans whe raw or underoocoked meat from
infacted Hvestock and to otber hogts.

Stage conversion of T, Gondii in vitro and in vive

After mpestion by intermediate hoste, &4 humans or livestock
animals, lwadyzoites of sporoecites rapidly differentiate inte
tachymeites, . fast multiplica ting parasites which disseminate
within the host and kead to the acute phaze of nfection > In

immmeoempetent hosts, the innate and ensuing adapive oclk
mediated immups responsss are capeble of contolling the
tachymeite stage Howewer, the parasite & Dot completely
climmated and tachyeoites partially differentiate intoe slowly
reflicating bradyzoites. Such stage conversion s accompaniod
by the rcorgamzaton of the parasitophorous vacuok iote
tizme cysts which may contain undreds of individual para-
sites and persia for extended pericds of time o distinetive
tiesnes in immunooompstemt hosts. They are particularly pre-
valemt in pewral and muscular tizssue and characterize the
chronic phass of infection. Since tradyzoites—during experi-
mental toxoplasmosis 0 mice of other laboratory ammal
s—are first recognized after the onset of an efficient anti-
parasitic immunity, it has been propossd thatthe stress exerted
by the host's Immune respong: may toges the transtion from
the tachyenite to the tradyzoite stape " Thisviewis supported
by the fact that during latent iofecton, twadyzoites can
recomvert to replicative tachyrodtes M sowerely immumocom-
promizd hosts, sventually giviog rfse to Decrotizing lesions
and life-threatening Teactivated toxoplasmosis® Thiz might
indicate that ant-paragitic immumty at Jesst statdlizes the
latent form of the paraste D immuDocompetent hosts.
Whether it iz also the main trigeer for the trangton of
tachyroites to wadyzoitcs, however, iz Dot yet koown, It is
agresd that Wwadyzoite-comtaimng tenw cysts are Dot static
structures, instead they regarly treak down and rupture host
ccllz with & few parasites reinvading new host cclls '-12

Studics fr wire have shown that immimolesical factors are
Dot necezearily required for cyst formation. Several fv Wiro
models have indeed been developed and may thus be sujtabde
to siudy the molkoular mechanisms of the intercomversion of
tachyznites to tlwadyeodtes in the aheenos of 8 complex hosts
resgenz. " Furthermore, fn eitro-developed tismue cysts
ultragtructurally resembled thoss which formed fr vivo after
the infection of mice ™ However, T. gomd!f stage converzicon is
& beterogeneous process leading to mixed parasite populations
comprised of hoth tachyzedtes and tradyzoites. "% 1o order to
increass the officacy of parasite transition to the bradyacite
stage the application of scveral stres conditions started 15
years ago when it was observed that parasites expressing
bradyenite proteins wers morne athmdant io cel] cultures grown
under deletericns conditons. Baged on that ocpericnes, the
effect of different culture conditions on the differentiation of T
gondd has been mvestigated applying mainly five different
stress factors alkaline pH; 1FM-y and other pro-infia mms tory
cytokines or agemts; high temperature; chemicals of drugs; and
the depletion of mudents. Thes: have helped to define mole
cular prerequisites for Tooxmpimne stage cooversion and may
opin Dew avenues toewands the devdopoent of nowel ap
proaches to ultimate]ly defeat the infection®

Stress conditions to induce bradyzoite development
Alkaline pH—the “shift medium’

The induction of cooversion from the tachymoite to the
bradyznite stage o increasng the pH of the culture medium
to pH 8082 & the mod ocommon siratery to study
Toxopiesme differentiation i vére{Table 1) 2" Bradyeoite
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differentiation appesrs to be more frequent and oconsistent
under alkaline culture conditions than after treatment with
pro-inflammatory cytokines ™ Marcover, parasites shifted
towards the bmdyzoite stage using alkaline pH represmt the
mwst defined bradyzoite phenotype that can be achicved in
tiemue culture * It has to be streseed, Bowever, that alkaline pH
dosz not reprsent & physiclogica) stress condition that mimdcs
the thiggering of stage conversion fn win.

The girategy that is mostly applied iz to nfect the host cclls
with T gomdd under physclogical pH (pH 7 2-7.4) for soveral
hoursin coder to allow host cell invagion by the parasite After
that time, the paragte-mfected ccll culture is maintained in an
allmline medim mEevicusly adjusted to pH 3.0-82 using
KOH. T. gondii-infected cells in 'shift medium® are generally
cultured i0 &0 atmosphere without exogenous OO0, D order to
avoid pH varation and to mamtam the alkaline condition

over the expenments] peried ¥ Unforunately, alkalie pH
haz oftcn not pamitted analysis of Toxoplesre bradysoite
development for extended periods of time becanse host cells
are geverely injured by the cultur cooditions. It has been
nevertheless pooven te be highly offective I inducing cyst
development in the Fowoplesne mouse-vimlent BH strain
(Teble 132 Likewize, 3 to 4 days after infection of buman
fitwohlasts with the mousesvindlent ME49 strain and main-
tananes at alkmline pH, devdopment of thick-waled, dectron
lucenmt  vamuoks Thecame  apparent,  thus, rescmibling
Toxoplamme tisse cysts (Tabke 10.% Such oystldike vamolks
often contained odd numbers of parasites, indicating asyo-
chromous perasite replication. Importantly, sopession of the
bradyzoite-gpecific protein BACG-1 was apparent uging western
blotting and further increased from day 3 to day 627 The
reanlts weTe cormoborated by immunofinorescenos microsonpy
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demwnstrating that the parasites exprssed BAGH] it oot
2AG-1, thus, confirming that bradysoite-specific but ot
tachyendte-specific antigens were v.'.xprca:sv.'.rli.r'r Bradyzoite for-
mation and cyst developmem induced by alkaline pH was
recently extended to other Foxoplasmna strams. Ioterestingly,
defects in the oral transmission of some ‘exotic parasite
sirains correlated with an impaired capacity to differentiate
from tachyroite to radyzoites and to form cyatJike stnetures
(Table 1), therehy, highlighting the importance of stage con-
vergion for paragite wansmission 1o new hosts ™

Interestingly, tradyeoite development can alkee be induced
by expoaire of extracelular techyeodtes to alkaline pH for
caly one hour prieT to ifection of the host oells and coltive-
ton at physiclogical pH (Table 1) 3 Thizavoids igury of the
host cellz by the deleterions ffect of high pH and may allow
the falow-up of stage cooversion and cyst formation for
extended pericds of time. Most importantly, it suggess that
commitment of T gond¥ to differentate to the bradyzoite
stage can ooour rapidly and as & direct response of the parasite
to streesfin] conditionz. 1t has to be mentoned, however, that
the rate of stage cooversion after the short exposure of
extracellular parasites to alkaline pH was considerably ower™
than that after contimied cultivation of parasite-infected host
celk at hich pH,za although & direct comperizen of this isme
haz not been undertaken. Therefors, a combEnation of both a
direct response of T gondd to hamofil conditions and an
indirect paragite response to bost ool changes iodueced by
stress might trigeer stage conversion.

T. gondit hradyroites induced fr v¥ro 0 human fibrohlasts
uang alkaline pH were alse used to oonstruct DA litraries
and to analyss thiz developmental stage geoetically ™! Com-
parisen of expresesd soquence tag (EST) frequencies or sedal
analysis of gene expression (SAGE) tage from both tachyzoite-
and twadyzaite-derived litrarics identificd many stage-gpecifi-
cally expressed genes and was therehy indisprnsahle o the
further characteraton of the developmental differentiation
of T gondy #3142

Brzcently, alkaline pH was uged to identify autofluorszoence
8z 8 novel characteristic of T gomd bradyzoites and cysts
after cxdtation with UY light of 330-385 om ** This finding
ool be usseful for the rapid detecton and quantification of T
gomdi! cysts in compex samples of te increase our knowledge
on the strctural features of tesue cysts.?* Whether it also
applics to tissne cysts that bave been gencrated b ovdro by
other means thao alkaline pH or that have developed fn v
remaing to be elucidated.

Interferon—y sowd nther proindammatory cytokines—approsches
to e the Immune system

In vive, IFM-y & abedutely required for resistance against T
gomd! 3 In concert with other proinfiammatory cytelines it
indueces zeveral effector mechanismz including the ceadative
urst, roeduction of nitrie cedde (M09 by the inducible nitte
wdde syothase (INOS), Typtophan starvation, sqpresgon of
P47 GTPaz= and others which may limit parasite replication
or cven K1 T gondt > Fr vitro models of the tachyeodtc—bra-
dyenite differentis tion that employ the anti-parasitic offect of
prinflammatory cytokines have the intention of partially

mimicking the stress for the parasite exerted by the host's
immime respenze ® The role of IFM- in tn witro cultured cells
infected with T. gomdi has been investipated for more thao 20
yearg, **-3#3T JFMy hag congistemly been shown to imi
parasite Teplication fr witne®™ B3¢ gheress #ta impact on
stage oomversion i kss clear. Discrepandies in the effect on
togEeTine stage convemion may be largely related to the usape
of different cel types, parasite straine of host species. 1o 1IFH-y
treated mouss mamophages, the oprestion of bhmdyeoie
specific proteing was efficiently wiggered (Tablk 137 How-
ever, in T. gomdif-infected mutne astrocytes or rat neum] cells
cultured in the presence of 1FM-y, bradyecdte differentiation
and cyst formation was not enhanced (Table 1314 Likewis,
1FM-y waz alse mefficient in induciog stage conversion of the
virkent Foow pérsme BH strain or the avimlent ¥EG straio io
HFF o1k (Table 132 Together, thess smdies mply that
1FM-7 iz ooly effective in indweing stages comversion in certain
cell types andfor host species, but that it i required to mi
paragite replication, to Eevent exoessive host ocll lysis and
therehy, to pemmit bradyeoite differemtiation and cyst devel
opment, "2

Analyses of the rae of IFMN-y oo bradyroite differentation
in Toxoplesmre-infected mnmine macrophages identified mitde
ade (MOY 8z & mtative trigeer™ Consequenily, the MO
dooor sodiun mtroprussde (SMP) aleo induced bradyzoite
formation in mmine macrophages, Tat brain oels and human
fitroblagts (Table 1) 2%34 Hogewer gince MO acts oo
cmeymes of the regpratory chain containing iron-sulfur ceo-
ters, this effect may be rather indirect; acting on the parasite
and iy alec the host ocll mitochondrial ekctron trans-
poct. 2 1t should be noted that finding MO az a trigeer of
sta ge conversion might explain the differences o the induction
of twadyzoites iy 1FM-y between host species and/or czl] types
since the role of MO, for campk io man cclls, s contro-
versial

1FH-y was ako corrdated to the recomversion of trady-
zoites to tachyzoites fn wiro, Bradyzoite to tachysoite differ-
entintion iz particularly redevamt during the pathoepenesis of
overt and life-threatening teeoplasmosis in chronically io-
focted individusls upon immumosuppression, which eften
leads to Toxoplesete encephalitis. This reactivation of latent
infection has Dot been extengively studied o wiro, it it iz
generally asumed that abroga ting the stress nsnaly leads to &
rapid resumption of paragite multiplication, repression of
bradyzoitc-specific genes and expression of tachyaodite-specific
oes® Jopes ef of. estahlished boptem fr Wi murine
astrocyte cultures which had been infected with bram-derived
Foxopdsene cyets." Treatment of these multures with 1FBEy
starting from 40 days after iofecton (pi.) imited parasite
replication it did not promots cyst developEnent (goz above ).
Importantly, howewer, when 1IFN-y was removed at 120 days
p1 cyst rupture with many surrounding tachyzoites hecame
apparent within one week and after an additions] twe wecks
the astrocyte cultures were heavily infected with parasites of
different stages, it with & predominance of tachyeoites. "
Thege oheervations sugmesed that re-conversion of
Toxoplasrre tradyeoites to tachyzoites could be prevented fn
viro when 1PNy was presemt io the mediume It can be
hypotherized that 1FM-y stabilims Tovopiesme cysts by
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prmotng the toxoplasmastatic activity of astrocytes, therety
kecping mature bmdyroites in 8 Gy arrested ocl] oycke stage *
Upon removal of 1FM-y by contrast, el oycle re<ntry and
recrudegoences of 80 onpoing tachywoite oel] cycle may ocour.*?

Begide 1FM-y, the effect of other proinfis mma tory cytoknes
on Toxopirme tadyeoite differemtiation haz been deter-
mined. Interlenkin (JL}-6 which iz produced by various Iym-
phoid and noodymphoid ocll types diriog ioflammatocy
responses, and which induces an amite phase response, in-
creasad the number of Toxoplesene cysts that formed fe wiroin
uman fibroblasts (Table 192 Eeomarkably, ne synergiam of
1FM-y and 1L-6 in tradyzoite formation was moognized in
bhuman fitrohasts, again supportng the view that IFMN-y is
ineffective in inducing stage comversion in thess celz® 1o
contrast, in murine macrophages ipopolysaccharde (LPS)
induced tumor necrosis factor (TMFRe sscretion, topether
with low conocmtratons of 1PNy, sypermisically induced
the trangiticn of tachyseites to tradyzoites (Table 1. Max-
imal activation of the macrophages by high lewds of both
IFM-y and LPS again abrogated bradyzoite development,
gince parasite replication was completely abolished 2 1t there-
fore appears thet sub-maximal activation of murioe maomo-
phages is required to allow a low leve] of parasite replicatiom,
o at least cell oyl progression to reach & premitotc ol cycle
checkpoint that peamits oty Dto & meodified bradyzcite
differentiaticn l:nthwa}'.“ In contrast, complcte iohitition of
parasite replication may prevent the parasite reaching a phy-
siclogical state that is appropriate for starting stage conver-
oo,

Drugs avd chemicals

Most of the shidies that have analyzed the activity of anti-
microthal agents oo Foxopesme fr vino ane restricted to the
effect oo paraste replication rather than on stage conversion.
Usage of different Toxopdase straing, different hos ool types
az well az different methods for determining the rate of mult-
plication and bradyzoite differentiation hamper direct com-
parisons. The chemwothera peutics that are most widely used are
pyrimethe mine, sulfadiazine, clndamycn, spiremyein, hydoo-
xynaphtbequinooes and new macrelides ** The comtination
of pyrimethamine and sulfadiarine iz routinzly used for the
therapy of uman texoplasmoss and has been shown to be
mast effective in the rednction of tachysoite replication fn e
and in wine. At the same time, however, pyrimethamine and
partially sulfadiasine also induce the expression of radyzoite-
gpedific antipens (Talle 13.*"* Likewise, the hydmoaphtho-
quinon:s atovaquons, which appears to have both ant-tachy-
moite and ant-bradyeoite activity™ alse dgnificanty reduecd
Foxoplamae replication but was even more effective in indu-
cing conversion towards the bradyzoite stage than pyrimetha-
mine and sulfadiazine (Tablk 1544 Thus, chemotberapentios
that decreass Toxopirsme replication and avoid cvert dimcal
digzase in infected patients may at the zame time promote
stage conversion and persistence of the parasite

1o addition tostidying the impact of anti-Fovoplesmne drugs
oo stage comvergion from & pharmacoogicasl peimt of view,
several chemica] compoimds have been used to ineresse the
efficacy of stage converdon fn viro and to analyse the mmder-

Iying mechanisme. Sodium arsenite was shown to cfficiently
induce the expression of wadyzoite-specfic antigens, but did
pot induce cyst formation (Table 1).2 This iz remarkable since
it uncoupks &t kast the initial events of twadyzoite differentia-
tion and cyst development, thus Ddicating that the formation
of matiwe Toxopiesne cysts is under contre] of more than one
checkpoint. Similady, inhibitors of mitochondral function,
f.e. digomycin, antimydo A, rotmone, myxothiaso] or the
chemotherapeutic agent atovaquens induced the expresdon of
bradyecite-specific protems although it iz imdear whether
thess parasites would inld mamre cysts (Table 1524 Az
glready indicated above, these findings link the i wire-in-
duced differentiation of T pirsme towards bradyzodtes with
mitochondrial function under certan conditions. Whether this
also applies to the proccss as oleerved frv vivo remaine uo-
knowm.

Recemly, a tomibaimted pyrok trmed compomd 1 was
shown 1o effeciently imit paraste replication, to induee trs-
dymnite differentiation and to lead to cyst development fn wino
in human fibroblasts (Table 133 Remarkatly, bradyzoite
development was shown to eritically depend on the induced
exmresgion of the cell division autcantigen-1 ty the host celz ¥
This indicated for the first tme that the drug-induced altera-
tion of tranceription of a disioet host oe gene ditectly tgger
Toxophasrn differentiation (zze below).

High temperature— the heat ek treatment

Another strategy to induce Fovoplamme stage comverson 1S to
apply Iigh temperatures. This Dvelves 8 me-treatment of the
ot cellz for 2 b at 43 °C to alow the acquisiton of thermio-
tderance ** After returning te 37 0, ocls arc infected with
Foxoplasrne tachyzoites for 2 i and then again heat-shocked at
431 °C for 1248 h Afterwardz, the infected cells are main-
tained at 37 °C unt] the end of the experimemnt. Thizapproach
effectively induced the development of bradysoites (Table 1).2
Prolonged beat treatment of the parasite-infected cellz for up
to 48 b resulted in the largest mumber of cyst-lke souctures,
which resembled mature cysts, purifed from the train of
chronically infected mice.® This shows that beat treatment
ApPeATE ApEOPHAts to mimic the complkte differentiation
from tachymoites to cysts o wWiro, Whether fever during acute
teeoeplasoogis e eeo al2e promotes stage cooverson has oot
yet been determined. lmportantly, heat shock mducss the
differentiation process io both mweuse-avindent and monse-
virknt Toxopesne strains, although differentiation is geo
eraly more efficient I avimlent pemasites.

Az in prokaryotes and other enkarpotes, beat shock and
several other giress conditions arc aleo aseociated in T gomdi
with the induction of heat shock proteing (HEPy 345 ginoe
many of thess agpents are alse linked with the tansition of
tachyzoites to twadyzoites b viro, the role of HSP: diming
gtage comvergon of Toropiamne heg been further determined.
Surprizingly, expression of the small HSP-elated b dyzodte-
gpecific HEP30/BAG-] was dispeozable for stage conversion
and teme cyst development fr wiro and fn vivo. "2 1o contrast,
inhibition of T. gomdd HSPT2 {proposd tobe 2 membsr of the
HAPTO family*®) and HAPM uging quercetin andjor geldans-
mydn, congsiderably supmessed tachymeite to bradysoite
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trangition fn v¥ro suggesting a rok io bradyzoite differentia-
ton ™ It bas te be stressed however, that expression of
H5PM trangiently also increasd during tradyzoite to tachy-
woite diferemtiation & wive.® Smiarly, pharmacdogical in-
hibitien of HEPM oot ooly impaired tachyzoite to bradymodte
development but alst that from tradyzoites to tachyzoites. ™!
Thess results ndicate that the rale of HEPT0 and HAPOD s not
restricted to stressinduced bradyeodte development it that
they rather generally regulate maimenance of protein strctiure
and function during developmental differentia ion of T gomdif.

Mutrlent stress—putting  Foxoplecme on & det

It iz obvicus that the rapdly proliferating tachyzoite form of
Toxopesme has 8 higher need for mitrients than the slow-
replicating dormam hradyseite stage Becently, i has indeed
beem shown that deprivation of the aming add arginine
efficiemly biocks paraste replication and wiggers the differ-
cotiation of tachynoites inte bradyzoites as wel ax the dewel-
opment of cystdike structures fr vitro (Table 135 T gomdif
lacks the ereymes required for de nove argimne bicgynthesiz
and thus reliss on arginine uptake from the host cell ™
Consequently, fommation of bradyzoitecontaining cyst-like
ghructires by arginine starvaton was highly officent o both
moussyirulent and mouss-avindent  Foxoplose  strains,
whereas the viahility of parasies was oot affected. The star-
ving of T gomdlf in & rdated metabolic pathway, fe. the
prrmidine de more hionynthesis and zalvage pathwey also
induees expresdon of bradysoie-gpedfic genes (Table 1). This
was convincingly demonstrated by culturing meouse-vimlent
BH pemsites that lack the wraci]l phosphoribesyltransferase
(Auprt) at ambient 0 conosntration (003%).5 T gomdii ha s
& fragmented pyrimidine salvage pathway that critically rlics
oa the 1pnt peme whereas OO0, is required for de movo syothesia
of the pyrimidine fing. Simutanscns inhikiten of the de aow
biosynthesis pathway and the salvage pathway, thercfore,
efficiently abrogated uraci monophosphate (UMP) symthesis,
fe. the precursor of all pyrimidines used by the parasite and
led to reduced parasite growth and transition towards the
bmdyeoite stage. Firthermore, even o wildtype parasites,
fe. in the pesmnos of the wprt peme, OO, starvation lod to
bmdyeoite differentiation and cyst-like vacuoles.' InhitEton
of the mrimidine & more bicsynthesic pathway may be
sufficient to lower the avalable UIMP pool to thoss leveds that
trigeer bradyroite differentiation. 1t has to be strezeed that the
levels of stage comversion mduced by amtsent OOz in wildtype
parasites clkarly differ hetazen sirains with much higher levels
heing chamrved in the mouss-avinent Prugmand strain' than
in the mouse-virnlent BH strain®™ Together, thess studics
indicate that limited availability of distinct mitrents regulate
stage differentiation and i a valusble novwd apmoach to
increase wadyroite formaton fe wiro and to further our
knowledps oo stage conversion of Tovopiamne.

Az an obligatory imracellular parasite, tempoTary axemc
oultivation may—among other factors—also deprive T g omdi
tachyzoites of ceeential mittients and growth factors. Twelve
hours in the shsenee of host cdls mdeed induced the expres-
sion of bradynite-specific genes and the farmation of cyst-like
vacunles after subesquent infection of HFF cells (Tahle 135

Importantly, thiz finding again demwonstrates that stress con
ditiong directly exerted oo the parasite can trigmer stage
converdon of T gomdi if the parasite iz subsquently paced
inte a suitable celular snviromment.

Cydic nudentldes—regulators of siressrelated bradyzolte
Tormation?

In a vanety of organims, stress and differentiation responses
are aszeociated with conserved cyclic nuclectide signaling
pethweys. Similarly, permoanently of trandently Dereasing
the levels of intracelluler oGMF and c AMF, respectively, has
been showo to induce tradyeoite differentiaton in T gomdlf
(Tate 1) 1o addition, inlibiters of downstream cAMP- and
cGMP-dependent protein kineses Jked to tachyroite-bradysodte
tmogition (Tablk 13 It iz worthy o Dote that the NO dooor
SMP, !.& one of the strege-related trigeers of stage conversion
(zc above) also trangiently increased iotracellular cAMP
levels 0 both host cells and paragites” Furthermere, eleva-
tion of the parasite cAMP level was critically aseociated with
the ability of T. gond!f to differentiate to the bradyzoite stape
gince it was only cheerved in the cyst-forming PLEK strain bt
Dot in the BH sirain which haz often 8 dimbished capadty to
form bradyzoites.™ These findings raiscs the interesting poe-
gitility that cAMP and oGMP gignalling am potentally
critical regulators of the stress-related differentiation proocss
in T. gomdif.

Spontaneows stage conversion of T. Gondi

Analyzss of Toxophesene stage conversion under giress condi-
tionz have doubtlezs Tweadenod our understanding of & critical
event of the parasite life cyde and oo the pathogencsis of
digeaze. The finding of varous stress factors inducing stage
converdon and cyst development has put formard the view
that hradyeodte diffementiation isa strees-related regponss of T,
gomd¥ to hostile environmental conditions, such agthe nflam-
matery regponse to the tachyroite stage. Bradyzoite develop
ment may indeed share featires common to other sress-
induced differentiation processes such as the deprivation of
nitrents and endespors furmaton io becilli, ghicose starva-
tivn and hyphae formation o fungi, or spore formation io
Dt vostethomt dacoldeme® Being an oblipatory intracelular
parazite that relics oo persistence withio its host, it appears
likely, howewer, that stage differentiation in Toxepliemna iz
partially or pedominantly regulated by other factors than
thoes oheerved in commensals or free-lving orga msme. Long-
standing chesrvatons as well as recent develoEnents Spport
the view that bradyenite formation might be physivlogically
regulated by other factors than strees,

Spontanens bmadyooite develnpment

Bradyeoites and cystike structures can develop in ol cuk
tures io the absmnos of cxopenous immune regulators, fe
proinflammatory cytokines "4 3242 11 5 Mlition, tachyenite
to bradyeoite frangition can cocur spontanocusly without
applying any stress factor, although mostly at a lower foe-
queocy  when  compared  te stressmduweed  condb
tipng 1-132LIT BRG] after jnnenlation of tachyeoites
dirctly inte the traing of mice, comversion to the bradymoite

& | Mol biobyst, 2006, #, 1-11
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stage was evident within 2-3 days, .2 earlier than required lor
a mbust anti-parasitic mmune response** This suggested that
spontancons differentintion of tachyzaites o bradyzoites
might have ako ococurred in wive, The low frequency of
bmdyzoite formation that is normally observed in the atsence
ofexogenms stress factors in wiro may indeod suffice in vivo to
guarantee the formation of enough tissue cysts and therehy
parasite persistence and transmission to new hosts,

The rate of spontancous tachyzoile to bradyzoite differen-
tiation varies among Toxo ple s strains™ ™! with the mouse-
aviruknt type I1 or 111 strains generally switching at higher
rates than the mose-virnknt type 1 strains. Furthermore, the
infective stage of Tavepierme may also be critical zsince high
frequency of tachyzoite to bradyzoite development was ob-
served after inocnlation of sporozoites and scveral subsequent
rounds of rapid tachyzoite ]:lm:l]iFv:mtjll:rn.'E"l Interestingly, bra-
dyzoite formation was preceded by, and eritically depended
on, a parasite cell cyde shift towards slower growth. 4
Roduced parasite replication i= thus not only linked to

0 stress-induced hradyzoite development {zee above) but is alzo

crucial during spontaneous stage conversion. The importance
of a rednced parasite replication for spontancous stage con-
version has recently been extended to the tachyzoite-hrady-
zoite tramsition following the initial inocolation of mature
brdyzoite-containing cysts.’ Consequently, a change in the
premitatic period of the cell cycle with the occurrence of a
novel Golike phase that iz not present in rapidly dividing
tachyzoites has been associated with bradyzoite differentiation
of Taxeplasma® It will be interesting to soe whether the
ooonrrence of thiz novel Grlike cell cycle phase represents a
default pathway after several rounds of tachyzoite replication
or rather it iz a switch in the cell cycle progression that is
governed by envinmental conditions that are sensed at a
distinct cell cycle checkpoint.

Zdays

Impact of the host cell on bradyzoite develo pment aml cyst
Tormation

Whether the host cell type is a determinant for Tovaplasma
tachyzoite-bradyzoite conversion is a matter ol contraversy.
Mozt cell lines indeed support at least some degree of tissue
cyst formation and this has led to the conclusion that the cdl
type docs not contribute greatly to bradyzoite formation "%
It should be stressed, however, that this issue has never been
quantitatively compared, Furthermore, analyses of tachysoite
yiekls i vitro indicated profound differences depending on the
cell type™ Practical considerations, e.g. availahility, ease of
handling and maintenance, and robustness (the latter particu-
larly during stress-induced bradyzoite formation) have put
{orward the nse of human Abroblasts as a common host cell
type to study stage differentiation (For a lis of cell types nsod
for the analyses of bradyroite differentiation see rel. 4 and 631
In wive, however, it is well known that bradyzoite-containing
cysts of Toxoplasmae are predominantly found m brain and
misck tisstes® and within the brain, newrons appear to be the
major cell type for parasite persistence,® These indings have
raized doubts whether bradyzoite differentiation indeed ocours
independently ol the host cell type. Certainly, depending on
the host species, cyst formation also occurs n visceral organs
including liver and kidney.* The predominant localization of
tiEsue cysts in brain and moscles conld, therefore, just reflect
the longevity of peurans and rouscle celk or the immunologi-
cal environments i these tissues that would ensure the long
term persistence of the latent infecton. Conversely, it can also
he hypothesized that neurons and musclk cells {or the respec-
tive tissues) provide an appropriate cellular environment that
readily sustams tiesue cyat development. This view is sup-
ported by smdies on Toxepizme differentiation and develop-
ment that were carried out in primary rat CNS cells. The
remilts showed that bradyzoites developed spontaneously

T days

I fEerenion oen of LaC10 rat skebolal sayoblasdt ool novirs Tor gicbeeg el infocion with Tpandi LHC 10 oolls wens cullvaisd m DMEM

ity comtamang 10% ol call senen (FOSE Two days after sesdme and Rermation of & meerly conleenl menelayer, e oells were
chiflfenenbistad Lo snprtibes by ol Uvatien dn sed nem wath low serust codbent (2% FOSL Diflfensnioatis o ot decletal musele cells was judged
Ty U cvoter st oo e Lopde sy noylial mivoliles 2l 7 dayaalier ssading, In contrast, continwsd il ivation of LaC 10 contio] celk in medivm with
hagh st im coatent (10% FOR) prodearnantly sustatied ool] problfemiien. Scde bar weprosents 100 m.
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within rewronz, astrocytes and mdcroglia indicating that these
cell types may serve as :q'lnmprulr_' host cells for the initis l|
stepe ol tissne cyst u.'_'»dmm':r_'nt. Furthermore, Jones &
reported on a cell culture system which supported the dcw:l-
opmaent and long-term mamtenance of T gondii tissue cysts in
primary muring astrocytes over a period of 120 days'* which
may he dependent on the specific host cell type.

We have recently started to investigate hradyzoite Forma-
tion in skeletal mouscle cells. Although Toxoplasmae cysts havea
predilection for momacle tizsnes, ™™ little attention has been

mih CC2

4 hrs

24 hrs

2 days

6 days

Al andl- Toxopigams

miven to muscle celk as a host cell type to sdy
Toxoplasma-host ool interaction or stage differentiation. This
1= particularly surprizing, since persistence of Toxop lasme cysts
in skeletal rmscle tizzue iz of major relevance for the parasite
tmramission to humans viz raw or undercooked meat. Using
privaary skeletal mmscle cells that had been differentiated s
vitro to mature myotubes, we found a remarkahly high
Iequency of spontanepus tachyzoite to bradyzoite differentia-
tion until s days after tachyzoite infection {Ferrera-da-Silva
and Loder, unpublished). As an alternative option to study the
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interconversion of Toxopiesme in musds cellz in vitro e also
empleyed the rat myoblast ol line LEC10. The cdls were
maintained subcenfuent (in onder to preven spontanecus
differentiation) in Dulbecce's ME medinm supplemented with
10% PFCE and antibicotes and were regularly trysimezsd and
goeded at 1000-3000 cdls cm~?. 1o order to suppott the
differentiation of myoblasts after they had ust reached con-
fluence, they mere cultivated in DMEM with mdiced serum
content, f.e 2% FCS and myotube formation was confirmed
by phase contrast microecopy (Mg 1). Importantly, after
inpculation of such mncle ol cultures with T gomdid, sponta-
necus differentiation of tachyroites to bmdyzoites was readily
oheerved ag determined by differentia] immunofinorescence
microscopy. Bradyzoites developed at high frequencics during
the first two days of mfsction {Fig. 2) thus confirming results
from primary murine mugle cclls. Although bradysoite-con-
taining vacuoles were algo clearly detectabk at later time
points (Fig. 2, it has to be mentioned, however, that we were
unable to reproducibly oheerve high frequencics of tradyzoite-
oontainng vacudes during sustained cultivation perinds due
to the degeperation of the cel]l culture monolayers. Mever-
theless, high frequencies of tachyzoite—tradyzoite switching in
both primary and contnuous skeleta] muscle cellks support the
hypothesis that the cellular envirooment incuding the type of
host o]l may regulate Foxoplasene differentiation

Begides the hos cell type, the physology of the host ocll bas
recently been shown to have a major impact on bradyzoite
differentiation. Changes in gene transcription after treatment
of human fibroblasts with a trsubsttuted pyrools were accom-
pamied by rduced paragite replication and high frequencies of
bmdyzoite differentiation *® 1o fact, up-regulaticn of the -
man cell division autcantgen (CDA)-1 was shown to tgger
bmdyroite devclopment and cyat formaton as reveakd by
g BMA koockdown. Furthamor, owrexmesnon of CDA-L
sufficed to inhibit parasite growth and to indues opression of
bmdyzoite-specific antigens. ¥ This study degantly shomed
that the host cell transcriptome can directly infiuence
Toxopiesnne stage differentiation. 1t will be interesting to soc
whetber COA- is also a majer trigger for the commitment of
Tonoplasmne towards the bradyzoits stage during spootanecus
stage coOVersicn i0 certain ocll types, 4. DEUDODS oF musde
celle.

Conc lusions

Onr knowledge on the intiguing Eoccss of stage differentia-
tono io the cukaryoti peragite Foveplamsme gond!! has -
creaged considerably by using the a pproach of strezsindnced
bmdyroite formation b vire. Whether cellular ress exerted
by the best during infection i the major regulator of cyst
formation fr v, bowewer, remains uoknown Reecnot ad-
vances io the cdllular and molecular biclesy of stage conwer-
gion of Foxoplasmne point towards the type and the physiclogy
of the host cells as critical determinants. This alse puts
forward the view that spontanecis bradyroits development
in &0 appoopriate oclular covirooment may be mone ImpoT-
tant as previously thought. Certainly, we are stll far from a
complete poture of the repulaton of stage converson of T
gomd but we are, nevertheles, on 8 pood way to understand
the molecular hasz for bradyzodte differentiation and parasite

persistence. 1o further analyses, muscle cellsmay be a valuable
In viro mode] which will alow us—hbeside Dourons—te io-
vegtigate oo plasa stage conversion under conditicns that
mare doscdly ressmibles the physicegical covireoment o the
infected host.
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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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