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RESUMO

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatorio que apresenta ciclo
litico compreendido das etapas de reconhecimento, penetracdo, multiplicacao,
podendo sair da célula hospedeira ou evadir a reposta imune pelo mecanismo
de encistamento, permanecendo no meio intracelular. Essas etapas influenciam
na capacidade de infec¢do do parasito, relacionando-se com sua infectividade e,
consequentemente, sua viruléncia. Esse trabalho visa caracterizar
fenotipicamente isolados de T. gondii obtidos de tecidos de animais de producéao
de Alagoas, Brasil, sob o aspecto da infectividade (invasao e proliferacao) e
laténcia induzida no modelo in vitro. As provas de -caracterizagdo do
comportamento biolégico in vitro utilizadas foram: capacidade de converséo
taquizoito/bradizoito, taxa de invasdo e prova de proliferacdo. O primeiro
experimento avaliou a eficiéncia de taquizoitos em alterar o metabolismo para o
estagio de bradizoitos e foi conduzida por meio da inducao por estresse exdgeno
(meio com pH alcalino). O teste de invasao avaliou a capacidade de penetracéo
dos isolados em trés tempos: 2h, 6h e 48h. E, por fim, a proliferacdo que consistiu
em verificar a capacidade de multiplicacdo dos isolados em cultivo celular
mensurado por real-time PCR. No primeiro experimento, isolados de T. gondii
associados a abortamento em pequenos ruminantes e classificados como
genatipo Il (TgGtBrALO1, TgGtBrALO2, TgShSpl e ME49) foram submetidos a
todas as avaliacGes anteriormente descritas. O isolado TgShSpl apresentou
maior taxa de encistamento e menores taxas de invaséo e proliferagéo e foi
considerado de baixa infectividade. Os isolados TgGtBrALO1 e TgGtBrALO2,
provenientes de um mesmo surto de abortamento em cabras, diferiram apenas
na formacédo de cistos e apresentaram o perfil fenotipico similar nas outras
provas. No segundo experimento, foi avaliada a capacidade de conversao
taquizoito-bradizoito dos isolados de genotipo recombinante TgCKBrALOL (#277)
e TgCkBrALO3 (#114) provenientes de tecidos de galinhas; TgPigBrALO1,
TgPigBrALO2 e TgPigBrALO3 (todos #114), isolados de suinos e cepas de
clonais RH (tipo 1) e MEA49 (tipo II). Verificaram-se diferengas nas respostas de
formacdao de cistos de isolados de gendtipo recombinantes em comparacao aos

genotipos tipicos, tendo como consequéncia um aumento na formacdo de



vacuolos e diminuigdo das placas de lise. Ainda foi revelado que isolados de
mesmo genotipo (#114) manifestam taxas de conversao distintas. No terceiro
experimento, os cinco isolados de genadtipo recombinante descritos acima, foram
caracterizados fenotipicamente nos ensaios de invaséo parasitaria e proliferacéo
intracelular. Em adicional, foi determinado o perfil dos genes ROP18 e ROP5 de
dois isolados de gendtipos distintos, TgPigBrALO1 (#114) e TQCKBrALOL (#277).
Os isolados de gendtipo recombinantes exibiram baixa taxa de invasao e menor
proliferacdo em relacdo as cepas RH e ME49, mas n&o apresentaram diferenca
entre si. Por fim, as caracteristicas encontradas de baixa infectividade de dois
isolados recombinantes corroboram com o padrdo dos genes ROP5/ROP18
(padréo 1/3) que caracteriza um isolado avirulento ou nao-letal no modelo
murino. O emprego de técnicas de caracteriza¢do in vitro mostrou-se eficiente
para determinar as caracteristicas da infectividade que estdo diretamente

relacionadas com a viruléncia de T. gondii.

PALAVRAS-CHAVES: Toxoplasmose; Invaséo; Proliferagdo; Encistamento;
Ciclo litico; Comportamento biolégico.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite that presents a
lytic cycle consisted of stages of recognition, penetration, multiplication, and can
leave the host cell or evade the immune response from a mechanism of
encystation, remaining in the intracellular space. These stages influence the
infection capacity of the parasite, relating to its infectivity and, consequently, its
virulence. This work’s purpose is to characterize phenotypically isolated T. gondii
from tissues of animals from Alagoas, Brazil, under the aspect of infectivity
(invasion and proliferation) and latency induced in the in vitro model. The in vitro
biological behavior characterization tests chosen were: tachyzoite/bradyzoite
conversion capacity, invasion rate and proliferation test. The first test evaluated
the efficiency of tachyzoites in altering the metabolism to a stage of bradyzoites
and was conducted through exogenous stress induction (medium with alkaline
pH). The invasion test evaluated the penetration capacity of the isolates in three
times 2h, 6h and 48h. And, finally, the proliferation test that consisted in verifying
the multiplication capacity of the isolates in cell culture measured by real-time
PCR. In the first article, isolates of T. gondii associated with abortion in small
ruminants and classified as genotype Il (TgGtBrALO1, TgGtBrALO2, TgShSpl
and ME49) were submitted to all the evaluations previously described. The
TgShSpl isolate had a higher rate of encystation and lower rates of invasion and
proliferation was considered low infectivity. The isolates TgGtBrALO1 and
TgGtBrALO2, coming from the same abortion outbreak in goats, differed only in
the formation of cysts and showed the similar phenotypic profile in the other tests.
In the second article the tachyzoite-bradyzoite conversion capacity of the
recombinant genotypes TgCKkBrALO1 (#277) and TgCkBrALO3 (#114) from
chicken tissues were evaluated; TgPigBrALO1, TgPigBrALO2 and TgPigBrALO3
(all #114), isolated from pigs and strains of clonal RH (type 1) and ME49 (type II).
Differences in cyst formation responses of recombinant genotype isolates were
observed in comparison to typical genotypes, resulting in an increase in vacuoles
formation and decrease in lysis plaques. It was further revealed that isolates of
the same genotype (#114) show different conversion rates. In the third article, the

five recombinant genotype isolates described above, are characterized



phenotypically in the parasite invasion and intracellular proliferation assays. In
addition, the ROP18 and ROP5 gene profiles of two isolates of different
genotypes, TgPigBrALO1 (# 114) and TgCkBrALOl (# 277), were determined.
Recombinant genotype isolates had a low rate of invasion and proliferation in
relation to the RH and ME49 strains but did not show any differences between
them. The infectivity characteristics of two recombinant isolates corroborate with
the profile ROP5/ROP18 (1/3) gene, considered to be avirulent or non-lethal in
mouse. The use of in vitro characterization has shown to be able to reveal

characteristics of the infectivity that are directly related to virulence of T. gondii.

KEYWORDS: Toxoplasmosis; Invasion; Proliferation; Encystation; Lytic cycle;

Biological behavior.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um dos patégenos mais bem-sucedidos, capaz de
infectar um grande nimero de espécies animais e provocar a toxoplasmose, uma
enfermidade potencialmente fatal para humanos imunocomprometidos e
relacionada a problemas produtivos nas espécies caprina, ovina e suina
(DUBEY, 2010; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

A patogénese da toxoplasmose € o resultado da penetragcédo celular no
tecido hospedeiro, expressiva multiplicacdo e disseminacdo do parasito,
provocando lesdo tecidual, associada a resposta imunoldgica inflamatéria
(BHOPALE, 2003; HALONEN et al., 2004; PENG; TAN; LINDSAY, 2015;
RANDALL; HUNTER, 2011). A eficiéncia em reconhecer e se aderir a uma
célula, penetra-la, a velocidade de replicacdo no ambiente intracelular, a saida e
a infeccdo de nova célula sao atributos do comportamento biolégico (JENSEN et
al., 2015; SAEIJ; BOYLE; BOOTHROYD, 2005) que compde as etapas do ciclo
litico de T. gondii, desenvolvido pelos estagios proliferativos, conhecidos como
taquizoitos (BLACK; BOOTHROYD, 2000; BLADER et al., 2015). Esses
comportamentos se relacionam com a capacidade de migrar por barreiras
biolégicas, como a transplacentaria ou a hematoencefalica (BARRAGAN;
SIBLEY, 2002, 2003; TARDIEUX; MENARD, 2008), potencializando sua acéo
patogénica.

Soma-se a esses fatores a habilidade que T. gondii possui de diferenciar-
se entre estagios proliferativos e latentes encistados nos tecidos dos
hospedeiros, configurando um mecanismo de evaséo imunoldgica (FERREIRA-
DA-SILVA et al., 2009; SULLIVAN; JEFFERS, 2012). O encistamento é o
resultado de alteracdes bioquimicas, morfolégicas e estruturais para a protecéo
dos estagios latentes ou bradizoitos (SULLIVAN; JEFFERS, 2012).

A capacidade de invasao, proliferacdo, dispersdo nos tecidos
hospedeiros, estimulo imunogénico e a habilidade de formar cistos teciduais
contribuem para maior ou menor manifestacao da viruléncia de T. gondii e estdo
ligadas ao fenotipo do parasito (APPLEFORD; SMITH, 1997; BARRAGAN;
SIBLEY, 2003; CASADEVALL; PIROFSKI, 1999, 2001; KAUFMAN;
REMINGTON; JACOBS, 1958; KHAN et al., 2009; LOPES et al., 2016; RADKE
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etal., 2001; SAEIJ; BOYLE; BOOTHROYD, 2005; SULLIVAN; JEFFERS, 2012).
As analises fenotipicas compreendem avaliacbes in vivo e in vitro e sao
empregadas para explicar a expressdo das variacdes genéticas de T. gondii
(BRENIER-PINCHART et al., 2010; KHAN et al., 2009; LOPES et al., 2016;
PFEFFERKORN; KASPER, 1983; RADKE et al., 2005; SIBLEY, 1995; SIBLEY
et al., 2002; YANG et al., 2013; ZHOU et al., 2014).

O uso do modelo de infec¢éo in vivo em camundongos (Mus musculus) é
amplamente empregado para a determinar a viruléncia de T. gondii, sendo
baseada na resposta da infeccdo frente a uma carga conhecida de parasitos
inoculados (DUBEY et al., 2010b; FRENKEL, 1953; INGRAM et al., 2013; PENA
et al., 2008; SARAF et al., 2017). Todavia, a extrapolacédo da acéo virulenta de
T. gondii em modelo murino para as outras espécies animais € dificultosa,
caracterizando um limitante no emprego da técnica (DUBREMETZ; LEBRUN,
2012; SARAF et al., 2017)

Os progressos obtidos no campo da genética molecular tém tentado
aclarar o papel de genes individuais nas diferentes etapas da infec¢do, indicando
uma potencial associacdo de gendtipos com a sua viruléncia (DUBREMETZ;
LEBRUN, 2012). Um exemplo disso sdo os estudos dedicados a associar
viruléncia e o polimorfismo alélico das proteinas secretadas pelas roptrias
(ROP18, ROP5, ROP16 e ROP17), organelas do complexo apical envolvidas
com 0 processo interacdo parasito-hospedeiro e, por conseguinte, na
patogénese do agente (SHWAB et al., 2016). E necessério pontuar também, o
uso das tecnologias transcriptdbmicas que vém se destacando por revelar os
mecanismos moleculares desenvolvidos tanto pela célula hospedeira no desafio
da infeccdo por T. gondii, assim como aqueles apresentados pelo parasito
(FRITZ et al., 2012; RADKE et al., 2005).

Segundo Read (1994), a viruléncia abrange duas caracteristicas
fundamentais: a infectividade e a gravidade gerada pela infeccdo. Desse modo,
a infectividade pode ser compreendida como a capacidade de um agente
etiolégico de se estabelecer no hospedeiro, levando a infecgdo (PUTT, 1987),
incluindo dois aspectos: a habilidade de penetrar (invasao), de reproduzir-se
(proliferacéo), de dispersar-se ou manter-se latente dentro do organismo,
dependendo da suscetibilidade do hospedeiro ao agente etioloégico (THOMAS;
ELKINTON, 2004).
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Nos ultimos anos, diversos grupos de pesquisa se empenharam em isolar
Toxoplasma gondii de amostras de animais no Brasil (CLEMENTINO ANDRADE
et al., 2013; DE ALMEIDA et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2018; DUBEY et al.,
2010a; FEITOSA et al., 2014; GONCALVES et al., 2012; MELO et al., 2016;
PENA et al.,, 2011; SAMICO-FERNANDES et al., 2017; SILVA et al., 2017,
SOUSA et al., 2016; VITALIANO et al., 2014). Obter isolados € basilar para que
se possa acessar informacbes da biologia de T. gondii, seja pelas suas
caracteristicas genéticas ou fenotipicas, impulsionando pesquisas que visam o
desenvolvimento de biotecnologias voltadas ao diagndstico, a profilaxia e/ou
tratamento da toxoplasmose.

Variacdes fenotipicas do comportamento biolégico de cepas de T. gondii
em modelos in vitro ja foram avaliadas (APPLEFORD; SMITH, 1997; SAEIJ;
BOYLE; BOOTHROYD, 2005), assim como de outros Toxoplasmatineos como
Neospora caninum (DELLARUPE et al.,, 2014; REGIDOR-CERRILLO et al.,
2011) e Besnoitia besnoiti (FREY et al., 2016). Estudos sobre o desempenho in
vitro destes coccidios fornecem a vantagem de facilitar a selecédo de cepas de T.
gondii a serem empregadas em experimentos, uma vez que é possivel predizer
0 comportamento de uma determinada cepa em um experimento controlado.
Outra vantagem € a reducéo do uso de animais de laboratérios, em cumprimento
ao programa 3Rs (do inglés, Reduction, Refinement e Replacement), como
método alternativo que possa, um dia, substituir os testes de viruléncia in vivo
(THREE..., 2000), podendo contribuir, ainda, para a reducéo do risco de infeccdo
humana acidental no momento da manipulacdo ou inoculacdo de animais
(CRISTINE et al., 2004).

Apesar do avango no entendimento da viruléncia de T. gondii nos modelos
in vivo e molecular, ausente sdo os estudos dedicados a revelar as
caracteristicas de infectividade associadas ao ciclo litico ou de laténcia de
linhagens tipicas e recombinantes no Brasil. Assim, esse trabalho objetiva
caracterizar o perfil fenotipico in vitro de isolados de T. gondii obtidos a partir de
tecidos de animais de producdo do Estado de Alagoas, Brasil, por meio da

analise do comportamento biolégico em etapas-chave do ciclo litico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Toxoplasma gondii

T. gondii é um protozoario formador de cisto tecidual nos hospedeiros e
apresenta reproducdo intracelular obrigatoria (DUBEY, 2010). Tem um ciclo vital
heteroxénico, comportando-se com um parasito eurixeno, infectando e
replicando-se, virtualmente, em células nucleadas de qualquer animal
endotérmico (DUBEY, 1998; HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005; WONG;
REMINGTON, 1993).

A taxonomia classica de T. gondii indica a sua incluséo no reino Protista,
sub-reino  Protozoa, filo Apicomplexa, classe Sporozoasida, ordem
Eucoccidiorida, familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae e género
Toxoplasma (DUBEY, 2010). Em contrapartida, uma ampla e recente
atualizacdo da taxonomia dos organismos vivos proposta por Adl et al. (2012) e
reafirmada por Ruggiero et al. (2015) sugere a alteracdo da taxonomia do
agente, baseadas em similaridades filogenéticas e ultraestruturais. Esse parasito
passa entdo a ser incluidos no reino Chromista, sub-reino Harosa (supergrupo
SAR, compreendendo: Stramenopiles, Alveolata e Rhizaria), superfilo Alveolata,
filo Miozoa, subfilo Myzozoa, infrafilo Apicomplexa, superclasse Sporozoa,
classe Coccidiomorphea, sub-classe Coccidia e ordem Eimeriida, juntamente
com outros parasitos associados, como Cyclospora e Neospora. Esses autores
argumentam que um grande nimero de novas ferramentas moleculares produziu
dados que exigem um modelo novo e mais robusto para se adequar a nova
informacdo. Nesse sentido, a nova classificacdo acomodara as mudancas
recentes com maior estabilidade no futuro (ADL et al. 2012).

Esse coccidio apresenta distribuicdo cosmopolita, com alta prevaléncia de
infeccbes nos animais e no homem em diferentes regides do globo (DUBEY,
2010; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). E o agente da toxoplasmose,
uma zoonose caracterizada por manifestagdes clinicas diversas como alteracdes
congénitas em diferentes sistemas, com destaque para distarbios neurologicos,
além de danos reprodutivos (CENCI-GOGA et al.,, 2011; MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; SUKTHANA, 2006), no entanto, a infeccdo mais
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frequentemente descrita € na forma crénica assintomatica (DUBEY, 2010).
Diferentes fatores sdo determinantes para o estabelecimento da doenca, como:
a imunidade do hospedeiro, a via de infec¢éo, a suscetibilidade do hospedeiro e
a viruléncia da cepa de T. gondii (HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005).

Individuos que apresentam condicdo de imunossupressdo, como 0s
pacientes HIV/AIDS positivos sem tratamento (BASAVARAJU, 2016; GULSHAN
UPPAL, MD; CHIEF EDITOR: NIRANJAN N SINGH, MD, 2017) e mulheres
gestantes soronegativas para o0 parasito sao populacdes alvo na prevengao,
diagnostico e tratamento da toxoplasmose humana (TENTER; HECKEROTH,;
WEISS, 2000). Na Medicina Veterinaria, T. gondii se destaca por causar
prejuizos econdmicos devido a reducéo dos indices reprodutivos de caprinos,
ovinos e suinos (BAYARRI et al., 2012; DUBEY, 2009a, 2009b; MCSPORRAN
et al., 1985; SILVA et al., 2014), além de provocar quadros fatais de encefalite
em diferentes espécies como cetaceos (DI GUARDO et al., 2010; MAZZARIOL
et al., 2012; SOLOMON, 2013), marsupiais (DUBEY; CRUTCHLEY, 2008;
PARAMESWARAN et al., 2010) e afec¢cOes oculares em passeriformes com
destaque para canarios (DUBEY, 2002; LINDSAY et al., 1995; TURILLI;
CORAZZOLA, 1986; WILLIAMS et al., 2001).

Por meio da aplicacdo de técnicas moleculares de caracterizacao
genética, aplicadas a cepas de T. gondii de diferentes regides do mundo, foi
possivel a comparacgao e agrupamento populacional do agente em seis grandes
clusters (SU et al., 2012), com um quantitativo crescente principalmente nas
investigacdes desenvolvidas na América Central e América do Sul (PENA et al.,
2008; RAJENDRAN; SU; DUBEY, 2008;). Isso resulta em um padréo
populacional estabelecido pelo parasito em diferentes regibes do mundo
(SHWAB et al., 2014).

Isolados europeus e norte-americanos se organizam, classicamente, em
trés gendtipos clonais, as linhagens |, Il e lll (AJZENBERG et al., 2002b; HOWE;
SIBLEY, 1995; SIBLEY et al., 2002; SU; ZHANG; DUBEY, 2006; RAMIREZ;
LLEWELLYN, 2014; WEILHAMMER; RASLEY, 2011). Um novo tipo clonal de
isolados de animais silvestres nos Estados Unidos foi descrito, denominado de
tipo 12 (DUBEY et al., 2011a; KHAN et al., 2011). De modo divergente, 0s
isolados do centro e sul-americanos demonstram elevadas combinacdes alélicas

inéditas, possivelmente motivada pelo alto quantitativo de recombinacgéo durante
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a reproducdo sexuada nos felideos, sendo denominadas como linhagens
recombinantes (BELTRAME et al., 2012; DUBEY, 2008; DUBEY et al., 2005;
RAGOZO et al., 2010; RAJENDRAN; SU; DUBEY, 2012).

As cepas recombinantes apresentam ancestralidade e classes alélicas
idénticas aquelas encontradas nas trés linhagens classicas, mas segregam
esses alelos de maneira aleatéria entre os locus analisados na caracterizacéo
molecular (AJZENBERG et al., 2004; DE MELO FERREIRA et al., 2006). O papel
da recombinacgao sexual na estrutura populacional de T. gondii parece ser mais
importante no Brasil, em comparacdo com as popula¢cdes da Europa e Estados
Unidos (DE MELO FERREIRA et al., 2006)

Outras cepas de T. gondii apresentam polimorfismos Unicos e alelos
"novos", as chamadas cepas atipicas ou exoticas. Andlises filogenéticas revelam
que esses gendtipos sdo distribuidos ao longo da arvore sem qualquer
estruturacdo Obvia, podendo ou nao ter relacdo com os haplogrupos tipicos
(AJZENBERG et al., 2004; SU et al., 2003).

A viruléncia em modelo murino entre os isolados de T. gondii apresenta
diferengas biolégicas marcantes: a maioria é avirulenta, produzindo infecgdes
cronicas assintomaticas; no entanto, alguns séo altamente virulentos e resultam
em toxoplasmose aguda fatal (HOWE; SUMMERS; SIBLEY, 1996). A
metodologia comumente utilizada para determinar a viruléncia de um isolado
consiste em avaliar a repercussao da infeccdo em camundongos a partir da
inoculacado de diferentes doses de taquizoitos, sendo determinada a curva de
sobrevivéncia dos animais até 30 dias apés a inoculacdo (SARAF et al., 2017).

Cruzando os dados dos grupamentos genotipicos com informacdes da
patogénese in vivo determinou-se um padréo viruléncia: cepas do haplogrupo |
de T. gondii provocam manifestacfes clinicas aguda ou hiperaguda em murinos
com uma LD1oo (dose letal absoluta) <10 individuos, ou seja, sd0 necessarios
menos de 10 taquizoitos do agente para provocar morte de todos camundongos
inoculados. As cepas dos tipos Il e 11l séo relativamente avirulentas, com um LDso
(dose letal, 50%) que varia entre 102 e 10° taquizoitos (SIBLEY; BOOTHROYD,
1992; SAEIJ; BOYLE; BOOTHROYD, 2005). As cepas do tipo Il sdo as mais
comumente envolvidas na infeccdo humana, enquanto as cepas do tipo Il sdo
mais comuns em animais silvestres e, raramente, isoladas de humanos (HOWE;

SIBLEY, 1995). As cepas do tipo | sdo raras tanto na natureza como em
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pacientes humanos; no entanto, infecgcbes em individuos imunocompetentes
foram associadas a manifestacfes clinicas graves (AJZENBERG et al., 2002a;
BOOTHROYD; GRIGG, 2002).

Estudos de viruléncia de cepas recombinantes (tipo II/lll) de T. gondii
revelaram que estes apresentam uma viruléncia trés vezes maior do que as
cepas classicas progenitoras, sugerindo que a recombinacdo sexual
combinando polimorfismos em duas linhas clonais distintas e concorrentes,
poderia conduzir a evolugéo natural da viruléncia em T. gondii (GRIGG et al.,
2001a). Recombinacdes entre cepas dos tipos | e 11l sédo frequentes em pacientes
humanos com toxoplasmose ocular, demostrando maior viruléncia que cepas
classicas tipo Il (GRIGG et al., 2001b). Em adicional, esse mesmo gendtipo
recombinante (I/Ill) foi responséavel por quadro de neurotoxoplasmose em
paciente HIV/AIDS positivo, provocando uma grave e incomum encefalite e
coriorretinite, associadas a Sindrome Cerebral Perdedora de Sal (SCPS),
causando hiponatremia (GENOT et al., 2007).

2.2 Historico dos estudos sobre Toxoplasma gondii

As primeiras descricbes desse protozoario ocorreram no inicio do século
XX, em 1908, simultaneamente, em tecido de coelhos (Oryctolagus cuniculus),
no Brasil (SPLENDORE, 2009) e em tecido de roedores da espécie Ctendactylus
gundi, na Tunisia (NICOLLE; MANCEAUX, 2009). Ambos estudos atribuiram a
descricdo do agente parasitario, erroneamente, como pertencente ao género
Leishmania. Todavia, um ano depois, estudos morfoldégicos desenvolvidos por
Nicolle e Manceaux demonstraram que se tratava de um novo protozoario, sendo
renomeado como Toxoplasma gondii, devido a forma de arco (toxo, em grego) e
em referéncia a espécie do roedor africano que albergava o protozoario
(FERGUSON, 2009; NICOLLE; MANCEAUX, 2009).

Desde as suas descri¢cdes iniciais até a atualidade, T. gondii ganhou
destaque cientifico devido a sua importancia para a saude humana e dos animais
(DABRITZ; CONRAD, 2010; SCHLUTER et al., 2014; TENTER; HECKEROTH;
WEISS, 2000). Nas décadas de 1920 e 1930 foram publicadas descrigbes de
organismos semelhantes a T. gondii em diferentes hospedeiros (DUBEY, 2008).

As estruturas de cisto tecidual foram primariamente observadas e descritas num
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grupo de coelhos e camundongos (LEVADITI et al., 1928 apud WYROSDICK;
SCHAEFER, 2015). Entretanto, o agente viavel foi isolado de amostra animal
somente em 1937 por Sabin e Olitsky (1937) e, anos mais tarde foi isolado de
amostra humana por Wolf e Paige (1939). Nessa época, denominava-se a fase
proliferativa de T. gondii como trofozoito e 0os organismos encontrados dentro
dos cistos teciduais de cistozoitos.

Nos anos de 1940 a 1960, estudos imunogénicos revelaram o papel de
anticorpos na inativagcdo de formas proliferativas de T. gondii (SABIN;
FELDMAN, 1948) e que a imunidade protetora frente & infeccdo por esse
coccidio era mediada principalmente por células linféides (FRENKEL, 1967). Em
1958, Goldman, Carver e Sulzer (1958) estudaram o processo de reproducéo
assexuada de T. gondii e sugeriram o termo endodiogenia para denominar o
processo de geracdo de duas células-filhas a partir de uma célula comum ou
célula-mae.

Estudos de caracterizacdo biolégica de cistos teciduais elucidaram o
papel da parede do cisto e a acdo de enzimas proteoliticas sobre elas, bem como
evidenciaram a sobrevivéncia dos ‘“cistozoitos” e a suscetibilidade dos
"trofozoitos”. Diante desse dado foi possivel a obtencdo de isolados viaveis a
partir de tecidos de animais cronicamente infectados, submetidos a digestédo
enzimatica (JACOBS; REMINGTON; MELTON, 1960).

Na década de 1960 teve inicio o uso de metodologias de caracterizagcéo
fenotipica aplicadas a T. gondii. Estudos sobre diferencas na multiplicacdo de
cepas em culturas celulares e a caracterizacéo da curva de crescimento com a
identificacdo de uma fase de repouso apos a infec¢do, seguida por uma fase
exponencial de crescimento (similar a bactérias) se destacaram nesse periodo
(HOGAN; YONEDA; ZWEIGART, 1961; KAUFMAN; MALONEY, 1962). Anos
depois, a taxa de crescimento e os titulos necessarios para infeccdo de tecidos
em cultivo por T. gondii foram estudados (LYCKE; LUND, 1964).

Até a década de 1970, apenas formas assexuadas de T. gondii eram
descritas e ndo havia sido determinado seu ciclo bioldgico completo. Foi entéo
gue avancos significativos ocorreram com a descricdo do ciclo sexuado do
parasito e o relato de oocistos excretados nas fezes de felinos, fato que permitiu
a elucidagéo de caracteristicas de transmissibilidade, medidas preventivas da
infeccdo e controle do agente (DUBEY, 2008, 2009c; FRENKEL, 1970;
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HUTCHISON et al., 1971). Em meados de 1973, Frenkel denominou as formas
evolutivas de T. gondii como conhecemos hoje, ao associar o estagio evolutivo
do parasito com a velocidade de multiplicacdo. Assim, organismos que
apresentavam multiplicacéo rapida passaram a ser denominados de taquizoitos
(anteriormente denominado “trofozoito”), enquanto que as formas que
apresentam multiplicacdo lenta foram denominadas de bradizoitos (antes,
“cistozoitos”) (FRENKEL, 1973).

Entre os anos 1980 a 2000, investigacdes foram desenvolvidas sobre as
diversas vertentes de anadlise aplicada ao T. gondii: aspectos morfolégicos,
epidemioldgicos, patologicos, socioecondmicos, entre outros. Destacaram-se,
principalmente, os métodos de caracterizacdo para compreender as diferencas
entre os isolados de T. gondii obtidos de tecidos humanos e de animais (DUBEY,
2008).

A principio, as investigacfes desenvolvidas para caracterizar isolados de
T. gondii baseavam-se em analises antigénicas (APPLEFORD; SMITH, 2000;
BOHNE; GROSS; HEESEMANN, 1993; LEE et al., 1995; WARE; KASPER,
1987), na infectividade in vivo (GRIMWOOD; SMITH, 1991) e isoenzimaticas
(ASAIl et al., 1995; DARDE et al., 1992; DARDE; BOUTEILLE; PESTRE-
ALEXANDRE, 1992). Com advento das técnicas moleculares, foram
desenvolvidas metodologias mais sensiveis, confiaveis e menos laboriosas para
a tipagem de T. gondii, a exemplo dos marcadores para microssatélite, Random
Amplified Polymorphic (RADP-PCR) e, por fim, a Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP-PCR) (AJZENBERG et al., 2002b; DARDE, 2004; DE
MELO FERREIRA et al., 2004).

A andlise por RFLP-PCR tem sido vastamente empregada na
genotipagem de T. gondii (SU; ZHANG; DUBEY, 2006), porém, esse método
subestima a taxa de polimorfismo entre os isolados, havendo um indicativo do
emprego do sequenciamento direto de regides gendmicas, incluindo
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs - Single Nucleotide Polymorphism) e
de pequenas regides de insercbes e delecbes para uma genotipagem mais
precisa (BAHL et al., 2010; COSTA et al., 2011; YANG et al., 2013).

Saeij, Boyle e Boothroyd (2005) revisaram o0s aspectos fenotipicos
(migragéo, invasao e taxa de crescimento) relacionados a viruléncia entre as trés

principais cepas de T. gondii e destacaram diferengcas entre elas quanto a
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interagdo com o hospedeiro, sugerindo, assim, a necessidade de experimentos

para elucidar melhor esse aspecto.

2.3 Organizagdo estrutural, ultraestrutural e funcional dos estagios
evolutivos de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii apresenta trés formas evolutivas distintas em seu ciclo
biolégico: estagio proliferativo (taquizoitos), estagio latente (bradizoitos) e
estagio ambiental (esporozoitos) (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

2.3.1 Taquizoitos

Os taquizoitos (Figura 1) sao células arqueadas, alongadas, medindo
aproximadamente 6 um de comprimento por 2 um de largura. Possuem uma
porcdo posterior arredondada e uma porcao anterior com a presenca de uma
estrutura afilada denominada complexo apical (DUBEY; LINDSAY; SPEER,
1998; SPEER et al.,, 1999). Apresentam proliferacdo rapida e assexuada,
denominada endodiogenia (duas células-filhas geradas a partir de uma célula-
mae) (DUBEY, 1998). Possui relacdo direta com doenca, visto que é nesta forma
evolutiva que T. gondii alcanca, penetra e lesiona os diferentes tecidos (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998).

O nucleo celular comumente esta localizado na por¢cdo média, limitado
pelo envoltério nuclear composto pelas ramificacdes do reticulo endoplasmatico
liso associado aos reticulos endoplasmaticos rugosos. Anterior ao nucleo,
encontra-se o complexo de Golgi e o0 apicoplasto. Possui uma Unica mitocondria
ramificada e uma série de granulos em quantidade e posicéo variantes: granulos
densos, acidocalcissomas e amilopectina (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998;
MELO; ATTIAS; DE SOUZA, 2000; SOUZA et al., 2010).

Todo esse agrupamento de organelas esta contornado pela pelicula, uma
estrutura composta de trés membranas: o plasmalema (membrana plasmatica)
e por duas membranas intimamente interpostas, denominadas de complexo
interno de membrana (SHEFFIELD; MELTON, 1968). Esse complexo interno

apresenta interrupcdo em trés porcoes: na anterior proximo ao anel polar, na
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porcdo média pela presenca do microporo e na extremidade posterior (DUBEY
et al.,1998).

Figura 1 - Ultraestrutura e morfologia de taquizoitos de Toxoplasma gondii.

Anéis apicais
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Golgi
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endoplasmatico

Mitocondria

Corpo
lipidico

Fonte: Elaborado pelo autor com base em Souza et al. (2010) e Dubey, Lindsay e
Speer (1998). Imagem de microscopia eletrdnica de Souza et al. (2010). N — nucleo;
CG - complexo de Golgi; A — apicoplasto; g — granulos densos; R — roptrias; ¢ —
conoide; seta — vacuolo parasit6foro. Barra: 1 pm.

Associada a membrana plasmatica, encontra-se um complexo protéico
formado por filamentos de actina e miosina, que, presumivelmente, interagem
para produzir a for¢ca necessaria para a motilidade do parasito (DOBROWOLSKI;
CARRUTHERS; SIBLEY, 1997; DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1997). H4A uma
intima relacdo da pelicula com o citoesqueleto, conjunto de fibras e tdbulos
protéicos, garantindo a manutencdo da integridade mecéanica (CINTRA; DE
SOUZA, 1985; LEMGRUBER et al., 2009).

Como os apicomplexas ndo possuem organelas especializadas em
locomocédo (FRENAL; SOLDATI-FAVRE, 2013; HARDING; MEISSNER, 2014),
€ a acao de uma emaranhada rede de microtibulos e outras macromoléculas
que permite com que esses organismos desenvolvam um movimento de
locomogédo denominado deslizamento (do inglés, gliding) (MEHTA; SIBLEY,
2011; SKILLMAN et al., 2011). O deslizamento é desempenhado pelo

glideossomo, um complexo formado pela interacdo de um grupo de proteinas
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adesivas: as MIC2 (proteinas de micronemas) que interagem na sua por¢ao
citoplasmatica aos filamentos dinamicos de actina, e estes com a miosina de
cadeia leve (MLC1), a miosina de classe XIV (TgMyo) e as GAP45 e GAP50,
que ancoram todo esse complexo protéico (GILK et al., 2009; PAREDES-
SANTOS; DE SOUZA; ATTIAS, 2012; SOLDATI; DUBREMETZ; LEBRUN, 2001,
SOUZA et al., 2010). A motilidade depende da polimerizacdo e da
despolimerizacédo da actina para gerar a forca de deslizamento e, também para
a penetracdo ativa do parasito na célula hospedeira (SIBLEY et al., 2013).

Abaixo da membrana plasmatica, na extremidade anterior do parasito, o
citoesqueleto apresenta dois anéis apicais seguidos de um anel polar, onde se
localiza o centro organizador de microtibulos (SOUZA et al., 2010). A partir dela,
surgem 22 microtubulos subpeliculares periféricos e outros dois microtubulos
internos de 400 nm de comprimento que se estendem até cerca de dois tercos,
longitudinalmente, do corpo celular mantendo o arcabouco citoesquelético do
parasito. Em adicional, acima dos anéis polares situam-se o conodide, estrutura
em forma de cone, retrtil que parece agir como uma sonda durante a invasao e
a saida, mas seu papel precisa ser melhor compreendido (Figura 2) (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998; LEMGRUBER et al., 2009; SULLIVAN; JEFFERS,
2012).

O complexo apical, além das estruturas citoesqueléticas, apresentam
organelas vesiculares com acdo secretora, a saber: micronemas e roptrias
(CARRUTHERS; TOMLEY, 2008; NGO; YANG; JOINER, 2004; PAREDES-
SANTOS; DE SOUZA; ATTIAS, 2012). Micronemas sao pequenas vesiculas
localizadas na regido anterior do parasito que armazenam proteinas glicosiladas
(MIC). Funcionalmente, as proteinas do micronema intermediam intera¢des do
parasito com a célula alvo, sendo liberadas durante o processo inicial de adeséao
e regulado pela acdo de Ca?* (CARRUTHERS; TOMLEY, 2008; DUBREMETZ
et al., 1988).

As roptrias apresentam-se como clavas, com alargamento da regido
posterior e afilamento na porcdo anterior. No estagio proliferativo, T. gondii
apresenta cerca de oito unidades que armazenam no seu interior uma variedade
de proteinas denominadas ROPs (localizadas no bulbo da organela) e RONs

(localizadas na regido afilada da organela), ambas excretadas no processo de
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invasdo, juntamente com proteinas das micronemas (BOOTHROYD;
DUBREMETZ, 2008).

Figura 2 - Representacdo esquematica do complexo apical de Toxoplasma

gondii

Fonte: Elaborado pelo autor, baseado em Heaslip, Ems-
Mcclung e Hu (2009). MI: microtdbulos internos; AA: anel
apical; Co: condide; AP: anel polar; CIM: complexo interno da
membrana; Pl: plasmalema; MS: microtlbulos subpeliculares
periféricos; CA: complexo apical.

Durante a entrada na célula, os parasitos carreiam consigo parte da
membrana do hospedeiro formando o vacuolo parasitoéforo (VP), estrutura que o
protege no ambiente intracelular (DUBREMETZ, 1998). A manutencdo e
estabilidade do VP ocorrem na presenca de proteinas dos granulos densos, as
GRA, que atuam de forma significativa nas interacdes intracelulares hospedeiro-
parasito (GOLD et al., 2015; TRAVIER et al., 2008). Os granulos densos séo
organelas arredondadas com alta concentracao protéica distribuidas pelo citosol
de T. gondii (MICHELIN et al., 2009).

Ainda existe a presenca de outras organelas granulares, como o0s
acidocalcissomos e os corpos lipidicos. Os primeiros sao organelas acidas com
alta concentracdo de fésforo como pirofosfato (PPi) e polifosfato (poli P)
complexado ao Ca?* e outros cations como Zn, Cl, O, Mg, K. Apresentam-se
como estruturas vesiculares com 10 unidades dispersas na célula. Algumas das
funcBes dos acidocalcissomos sdo a de armazenar cations e fésforo, realizar a
homeostase de calcio, a manutencdo do pH intracelular e a osmorregulacao
(MORENO; DOCAMPO, 2009).
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Os corpos lipidicos sdo estruturas de armazenamento energético,
organelas conservadas que atuam como estoques intracelulares de lipidios
neutros, como ésteres de colesterol e triacilglicerdis, e como plataformas para o
metabolismo lipidico. Estdo, ainda, envolvidos em um mecanismo de aquisi¢do
de nutrientes a partir da atracdo de organelas da célula do hospedeiro para
préximo do vacuolo parasitéforo (HU; BINNS; REESE, 2017; TOLEDO; D’AVILA;
MELO, 2016).

2.3.2 Bradizoitos e cistos tissulares

Bradizoitos sdo formas evolutivas que se dividem de forma assincrona,
lenta e assexuada (FERGUSON et al., 2009; DZIERSZINSKI et al., 2004,
SULLIVAN; JEFFERS, 2012). Medem 7 uym de comprimento por 1,5 ym de
largura e diferem ultraestruturalmente dos taquizoitos por possuirem um nucleo
localizado na porcéo posterior, roptrias solidas, auséncia de corpos lipidicos e
numerosos micronemas e amilopectina (ricos em polissacarideos,
principalmente glicose) (Figura 3) (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

Figura 3 - Ultraestrutura e morfologia do bradizoito de Toxoplasma gondii

Anéis apicais

Condides

Microtabulos
subpeliculares

Roptrias

Granulos A\ Micronemas
densos
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~_ | Microporo o
Mitocondria

Apicoplasto
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interno de R
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Endoplasmatico
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A\ 2 ST
Fonte: Elaborado pelo autor com base em Dubey, Lindsay e Speer (1998). Imagem de
microscopia eletrénica de Dubey, Lindsay e Speer (1998). Am — amilopectina; Ce —
centriolos; Dg — granulos densos; Ga — apicoplasto; Go — complexo de Golgi; Im —
complexo interno de membrana; Mi — mitocondria; Mn — micronema; Nu — ndcleo; Pm
— Plasmalema; Rh — roptrias.




31

Os bradizoitos residem no interior de células hospedeiras dentro de cistos
tissulares, estruturas relativamente nao-imunogénicas que persistem por um
longo periodo num estado ativo (WEISS; KIM, 2000). Os cistos apresentam
tamanhos variados, dependente do tempo, da célula hospedeira, da cepa de T.
gondii e do método utilizado para a medicdo. Um cisto maduro possui em média
de 50 a 100 um de didmetro e uma grande quantidade de bradizoitos em seu
interior (Figura 4).

A parede fornece integridade ao cisto para permanecer no interior da
célula hospedeira, sendo formada pelas modificacdes bioquimicas do vacuolo
parasitéforo por acdo do parasito que produz e secreta quitina e glicoproteinas
(BOOTHROYD et al., 1997).

Figura 4 - Morfologia e ultraestrutura de cisto tissular de Toxoplasma gondii

Fonte: Adaptado de Dubey, Lindsay e Speer (1998). Seta e PC — parede do cisto; Bz —
bradizoitos; NuH — ndcleo da célula hospedeira.

Nutricionalmente, o0s taquizoitos e bradizoitos também possuem
diferentes exigéncias, enquanto a membrana do vacuolo parasitéforo atua como
uma peneira molecular para os taquizoitos, a parede do cisto pode reduzir
consideravelmente a disponibilidade de materiais exdgenos para os bradizoitos
para um modo de vida mais auxotréfico (BHOPALE, 2003).

Os bradizoitos permanecem ativos se proliferando de forma assexuada
nos cistos (DUBEY, 2010), enquanto os taquizoitos se multiplicam por
endodiogenia, os bradizoitos apresentam uma variacdo dessa forma de
proliferacdo. Assim, a recorréncia de ciclos de multiplicacdo do DNA com
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repetidas divisbes nucleares (similar a endodiogenia), resultara na formacao de
um numero variavel de células-filhas no interior de uma célula-méae, processo
denominado endopoligenia (FERGUSON et al., 2009). Curiosamente, outros
Apicomplexa a exemplo de Sarcocystis spp., apresentam multiplicacao
assexuada por endopoligenia, porém, com uma diferenca marcante da verificada
em Toxoplasma onde ndo ocorre divisdo do nucleo celular apds a replicacéo
repetida e ciclica do material genético, de maneira que a formacdo dos novos
individuos de Sarcocystis esta associada a fragmentacédo do ndcleo da célula-
mae (DUBEY et al., 2001).

2.3.3 Esporozoitos

O resultado da reproducdo sexuada que ocorre no trato intestinal dos
hospedeiros definitivos € a formacao de estruturas denominadas oocistos néo-
esporulados ou imaturos (forma de resisténcia no meio extracelular) que se
apresentam com formato esferéides ou sub-esferoides, parede celular resistente
e uma massa interna compacta nao uniforme (Figura 5a) (DABRITZ; CONRAD,
2010; DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; SPEER et al., 1999).

ApOs a excrecao, 0s oocistos ndo esporulados sdo incapazes de infectar
um hospedeiro sendo necessario a esporulacdo que é um processo assexuado
dependente de temperatura, umidade e oxigenagao, que ocorre entre um e cinco
dias ap0s a excrecdo do oocisto no ambiente. Os oocistos passam entédo a
apresentar no seu interior duas estruturas cisticas (esporocistos), cada uma
delas albergando quatro organismos denominados esporozoitos que sao as
formas evolutivas infectantes do parasito (Figura 5b) (DUBEY et al., 2011b;
DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

Os esporozoitos possuem nuacleo subterminal com 6-8um de
comprimento por 2 pum de largura e sao similares aos taquizoitos, mas
apresentam maior quantitativo de micronemas, roéptrias e granulos de
amilopectina (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).
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Figura 5 - Representacéo das estruturas morfolégicas do oocisto de Toxoplasma
gondii.

Fonte: Elaborada pelo autor. (A) oocisto ndo esporulado. (B) oocisto esporulado,
apresentando dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos cada.

2.4 Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii

Potencialmente, todos os animais homeotérmicos (mamiferos e aves)
podem atuar como hospedeiros intermediarios de T. gondii, favorecendo a
manutencdo do ciclo em diferentes habitats (DUBEY, 2010; HILL;
CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005). Esse coccidio possui como hospedeiros
definitivos ou completos os felideos, com destaque para o gato domeéstico por
conta da sua estreita relagdo com a populacdo humana e sua ampla disperséo
mundial (ELMORE et al., 2010; WEISS; KIM, 2000).

O ciclo heteroxeno de T. gondii (Figura 6) pode ser segmentado em trés
distintas fases: no hospedeiro definitivo (Figura 6a), no ambiente (Figura 6b) e
no hospedeiro intermediério (Figura 6c) (BLACK; BOOTHROYD, 2000).

Exclusivamente nos felideos, ocorre tanto a reproducdo assexuada
(intestinal e extraintestinal) (Figura 6a.1), quanto a reproducéo sexuada (Figura
6a.2) como resultado da ingestédo de formas evolutivas de T. gondii, seja pelo
consumo de tecidos de hospedeiros intermediarios infectados (taquizoitos ou
bradizoitos encistados), ou pela ingestdo de agua e alimentos contaminados por
oocisto esporulados.

Durante a replicacédo sexuada, as formas evolutivas alcangcam e infectam
as células do epitélio intestinal do hospedeiro definitivo, sofrem alteracdes
metabdlicas e assumem distintos estagios na forma de esquizonte por meio de
um processo de replicacdo haploide (esquizogonia). Na continuacdo, ocorre a
diferenciacdo em macrogameta e microgameta por meio da gametogénese, que

finalmente se fundem para formar um zigoto que dara origem ao oocisto nao
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esporulado (Figura 6b.3) (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; FERGUSON et al.,
1974; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). Apés a infeccdo primaria, os
felinos eliminam milhdes de oocistos ndo esporulados que perdura por cerca de
duas a trés semanas cessando a eliminacao (DAVIS; DUBEY, 1995; DUBEY,
1995).

A fase ambiental (Figura 6b) se caracteriza pela contaminacéo do solo, da
agua ou de alimentos por oocistos (DABRITZ; CONRAD, 2010; TORREY;
YOLKEN, 2013; WANG et al.,, 2014). Ap6s a excrecdo dos oocistos nao
esporulados, ocorre o processo assexuado de esporulacdo influenciado por
fatores ambientais, gerando os oocistos esporulados (Figura 6b.4) que quando
ingeridos pelos hospedeiros intermediarios (Figura 6c), ou até mesmo definitivo,
alcancam a luz intestinal destes e se excistam, liberando os esporozoitos (Figura
6c.5), que invadem os enterdcitos, assumindo a forma evolutiva de taquizoitos
(Figura 6c¢.6), alcancando a corrente sanguinea e dispersando-se por via
leucogénica para os mais diversos tecidos (BLACK; BOOTHROYD, 2000).

Nos tecidos-alvo, o0s taquizoitos penetram ativamente as células,
formando o vacuolo parasitoforo e a partir dai o parasito pode seguir por
diferentes vias dependendo competéncia imunoldgica do hospedeiro (BLACK;
BOOTHROYD, 2000; DUBREMETZ, 1998; KIM; WEISS, 2004; MORISAKI;
HEUSER; SIBLEY, 1995). Em quadros de imunossupressao do hospedeiro, T.
gondii continuara na forma de taquizoito infectando novas células o que pode
desencadear quadros clinicos de toxoplasmose, devido a lesdo tecidual
associada a replicacdo e saida da célula parasitada (BLACK; BOOTHROYD,
2000; DUBEY, 2010).

Se 0 parasito encontra um hospedeiro imunocompetente, com resposta
imune mediada por células produtoras de interferon-gama (IFN-y), por exemplo,
este se converte em bradizoitos (Figura 6c¢.7). Nesse estagio, o parasito forma
cistos teciduais (Figura 6.c.8) que podem permanecer por longos periodos sem
provocar estimulo imunologico significativo, lesdo tecidual ou processo
patolégico (SULLIVAN; JEFFERS, 2012).

Todavia, os cistos teciduais se rompem quando da auséncia de uma
resposta imune eficiente e liberam os bradizoitos (Figura 6c¢.9) que se
reconvertem em taquizoitos e estes podem se multiplicar, disseminar e causar a

toxoplasmose aguda, processo conhecido por reativacao ou recrudescéncia.
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Figura 6 - Ciclo, hospedeiros, formas evolutivas e transmissdo de Toxoplasma

gondii.

Fonte: Elaborado pelo autor baseado em Dubey (2010). Area em azul (a): Fase no hospedeiro
definitivo (HD); 1: Multiplicacdo assexuada de taquizoitos nos enterdcitos do HD; 1’: ciclo
extraintestinal pode ocorrer pela penetracdo dos tecidos, encistamento e recrudescéncia; 2: Fase
sexual, com formac&o do microgameta e macrogameta, seguida de fecundacédo e formacgéo de
oocistos n&do-esporulados; Area amarela (b): fase ambiental; 3: Oocisto n&o-esporulado
eliminado juntamente as fezes do HD; 4: Oocisto esporulado; Area em vermelho (c): Fase no
hospedeiro intermediario (HI); *#: Transmisséo oral de oocisto esporulado; }: Transmisséo oral
de cisto tecidual; 5: Esporozoitos; 6: Taquizoito penetrando e em vacuolo parasitéforo em uma
célula hospedeira; 7: Conversédo de taquizoito para bradizoito; 8: formacéo de cisto tecidual; 9:
Bradizoitos; seta roxa: Transmisséo transplacentéria.
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Desse modo, a conversdo de taquizoitos em bradizoitos € a chave para o
estabelecimento de uma infeccéo crénica, e o inverso pode provocar quadro
patolégico potencialmente fatal (SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010;
SOETE et al., 1993; SULLIVAN; JEFFERS, 2012).

T. gondii é transmitido entre seus hospedeiros de forma horizontal e/ou
vertical (HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005). A forma horizontal consiste na
ingestdo de oocistos esporulados que contaminam alimentos e agua (Figura
6c,*) e pelo consumo de bradizoitos em cistos teciduais de hospedeiros
infectados cronicamente (Figura 6c, t), este beneficiado pelo carnivorismo
mantido pelos hospedeiros definitivo e por alguns hospedeiros intermediarios
(DUBEY, 1998).

A transmissdo transplacentaria (Figura 6c, seta roxa) representa a
passagem do agente dos tecidos maternos para os tecidos fetais (BUXTON et
al., 2006). Em humanos, a infeccdo dos fetos provoca uma série de sequelas
neuroldgicas e oftalmoldgicas, conduzindo ao abortamento (RORMAN et al.,
2006). Ela também esta relacionada com a manutencdo do agente em rebanhos
animais resultando em quadros de alteracdes reprodutivas, com destaque para
as criacdes de ovinos, caprinos e suinos (DUBEY, 2009a, 2009b; DUBEY et al.,
2011c; HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005; TENTER HECKEROTH,;
WEISS, 2000).

Na literatura, ha descricbes da infeccdo por T. gondii em humanos por
vias menos habituais como transplante de érgdos (HERMANNS et al., 2001,
KHURANA; BATRA, 2016; ROBERT-GANGNEUX et al., 2018), transfusdo de
sangue (HALONEN et al., 2004) e acidentes laborais (WONG; REMINGTON,
1993).

2.5 Ciclo litico de Toxoplasma gondii

Apoés alcancar o organismo de um hospedeiro, T. gondii realiza uma
estratégia de dispersado pelos tecidos desempenhada pelos taquizoitos, em um
processo denominado de ciclo litico (Figura 7) relacionado com a patogenia
deste coccidio (BLACK; BOOTHROYD, 2000).

Inicialmente, taquizoitos extracelulares deslizam sobre a superficie de

uma célula hospedeira, reconhecendo e estabelecendo uma ligagéo firme com
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a superficie celular (adesdo) (PFAFF et al., 2005). Em seguida, penetram no
citoplasma celular e forma o vacuolo parasitéforo por meio da invaginacdo da
membrana plasmatica da célula hospedeira (CARRUTHERS; BOOTHROYD,
2007). Vérios ciclos de replicagdo ocorrem dentro do compartimento vacuolar
(proliferacéo) e apos o consumo da maioria dos recursos da célula hospedeira,
0s taquizoitos saem da célula (egressao). Essas etapas dependem do tamanho
da célula hospedeira, e uma vez que um vacuolo contenha 64-128 taquizoitos
(>36 horas), eles saem, provocando o rompimento da célula hospedeira e
seguem invadindo novas células (BLACK; BOOTHROYD, 2000; NISHI et al.,
2008).

Figura 7 - Ciclo litico de Toxoplasma gondii.

Deslizamentol
(gliding)
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Meio extracelular - Meio intracelular

Fonte: Elaborada pelo autor, baseado em Black e Boothroyd (2000). NcH — nudcleo da célula
hospedeira; VP — vacuolo parasitéforo.

Durante o curso da infeccdo, os parasitos extracelulares séo incapazes
de se multiplicar, sdo moveis e secretam expressiva quantidade de proteinas de
organelas apicais; em oposi¢ao, os intracelulares se dividem, sédo iméveis e ndo
secretam proteinas de organelas como as micronemas (BLADER et al., 2015).

7

A transicdo entre essas condi¢gOes, extra e intracelular € acompanhada por
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mudancas drasticas na concentragdo de ions, disponibilidade de nutrientes,
comportamento mitocondrial, producéo protéica e expressao génica (BRUNET
et al., 2008; GAJl et al., 2011; OVCIARIKOVA et al., 2017; RADKE et al., 2001).
A habilidade de sobreviver fora da célula hospedeira, se movimentar e depois
invadir uma nova célula é critico para o comportamento e a viruléncia de cepas
de T. gondii (OVCIARIKOVA et al., 2017).

2.5.1 Adesao

Uma vez realizado o contato inicial, os parasitos secretam proteinas de
micronemas (MICs) mediados pela liberacdo de Ca?* intracelular. Muitas das
MICs sdo secretadas como a TgMIC2 e uma proteina acessoéria (TgMIC2-
TgMIC2-AP), TgMIC4, TgMIC6, TgMIC1 e a TJAMAL. Essa Ultima interage com
proteinas de roptrias, enquanto que as TgMIC2 e o TgMIC6 se associam a
aldolase, que séo capazes de atuar junto da actina-miosina do glideossomo para
0 sucesso da invaséo celular (CARRUTHERS; TOMLEY, 2008; ZHENG et al.,
2009).

2.5.2 Invasao

A invasao de células hospedeiras por T. gondii envolve uma sequéncia de
eventos (Figura 8), controlados exclusivamente pelo parasito (invasao ativa) e
nao por mecanismos fagociticos do hospedeiro, 0 que pode justificar o fato de
qualquer célula nucleada ser uma potencial célula hospedeira (CARRUTHERS;
BOOTHROYD, 2007). Os mecanismos de invasdo executado por protozoarios
Apicomplexa sdo amplamente conservados, diferindo na escolha das células
hospedeiras, dependendo do reconhecimento de receptores especificos na
superficie celular (MITAL; WARD, 2008).

Toxoplasma gondii reconhece os proteoglicanos geneéricos presentes em
todas as células nucleadas. O reconhecimento inicial da célula hospedeira é
mediado por antigenos fixados na superficie do parasito, conhecidos como
SAGs (Surface antigen), que reconhecem e se ligam aos glicanos do hospedeiro,

formando o complexo inicial de reconhecimento (Figura 8).
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Figura 8 - Mecanismo de invasao desenvolvido por Toxoplasma gondii
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Fonte: Black e Boothroyd (2000).

Apbs a adesao, intermediada pelas MICs, o parasito secreta as RONs que
sdo proteinas presentes na regidao afilada ou “pescogo” das réptrias. A acao
conjunta das RONs (TgRON2, 4, 5 e 8) com a TJAMAL estabelece um ponto de
contato justo entre o parasito e a membrana plasmética do hospedeiro,
conhecido como juncdo em movimento (JM), visto que a integracdo dessas
proteinas interage com o glideossomo, gerando remodelacéo dos filamentos de
actina-miosina do parasito (ALEXANDER et al., 2005; BLADER et al., 2015;
BOUCHER; BOSCH, 2015; FRENAL et al., 2010; GIOVANNINI et al., 2011).

Nesse estagio, T. gondii movimenta-se ativamente, projetando-se para o
interior da célula e gerando uma invaginacdo na membrana plasmatica da célula,
atravessa a JM e forma o vacuolo parasitoforo. Ao mesmo tempo, classes de
ROPs sao injetadas no citosol da célula hospedeira para atuarem de maneiras
variadas: estabilidade do vacuolo parasitéforo recém-formado, inativacdo de
mecanismos apoptoticos, resisténcia a imunidade inata, gerando alteracdes
funcionais nesta célula (BLACK; BOOTHROYD, 2000; SHARMA; CHITNIS,
2013). Diferentes proteinas de réptrias (ROP5, ROP18, ROP16, ROP17) foram
relacionadas como influenciadoras da viruléncia de T. gondii, participando
ativamente dos processos de infectividade (BOOTHROYD; DUBREMETZ, 2008;
DUBREMETZ, LEBRUN, 2012; HAKANSSON; CHARRON; SIBLEY, 2001;
SHWAB et al., 2016).

A ROP18, considerada a proteina mais importante na viruléncia de T.
gondii, € uma serino-treonina quinase que se liga a superficie externa do vacuolo

parasitéforo, fosforilando enzimas hidroliticas (IRGs da familia das GTPases)
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gue atuam danificando o vacuolo parasitéforo e inviabilizando a continuidade do
ciclo litico do parasito. Quando fosforiladas, as IRGs perdem a habilidade de
degradacdo vacuolar e o parasito permanece preservado e multiplicando-se
(KHAN et al., 2009). A acdo da ROP18 é potencializada pela ROP5, que é uma
pseudoquinase (BEHNKE et al., 2015; FOX et al., 2016), logo, a combinacéo de
alelos dessas proteinas polimorficas € considerada um importante preditivo da
viruléncia de cepas tipicas e atipicas de T. gondii (SHWAB et al., 2016; REGO
etal., 2017). Mesmo na auséncia de ROP18, alelos especificos de ROP5 podem
reduzir a producgédo de IFN-y induzida pelas IRGs (NIEDELMAN et al., 2012), ao
passo que, a inativacdo das IRGs por ROP18 é dependente da expressao de
alelos virulentos de ROP5 (BEHNKE et al, 2015). Uma outra proteina, a ROP17,
tem sido relacionada como fator de viruléncia por agir sinergicamente a ROP18,
evitando o recrutamento de IRG para o vacuolo parasitéforo, protegendo assim
o parasito da acdo em macrofagos ativados por INF-y (ETHERIDGE et al., 2014).
Por fim, a ROP16, que diferente das outas quinases, age na manipulacdo
transcricional, fosforilando as vias STAT3/6, que culmina na reducao da resposta
Thl, por controle da producédo de citocinas pro-inflamatérias (BUTCHER et al.,
2011).

A invasdo e a motilidade pelos tecidos compdem acdes fundamentais
para a infeccdo de barreiras biol6gicas, como o epitélio intestinal, a barreira
hematoencefélica ou a placenta (BARRAGAN; SIBLEY, 2002; MITAL; WARD,
2008). Portanto, além de invadir as células circulantes, a motilidade ativa do
parasito também pode fornecer um meio efetivo de disseminacdo (SAEIJ;
BOYLE; BOOTHROYD, 2005).

2.5.3 Proliferacao

Apoés a invaséo, os taquizoitos de T. gondii instauram a replicacdo por
endodiogenia, onde uma célula-méae gera, ao final do processo assexuado, duas
células filhas (Figura 9) (BLACK; BOOTHROYD, 2000; RADKE et al., 2001).

A carga parasitaria de T. gondii € um importante para a patogénese deste
parasito em camundongos, relacionado a superestimulacdo do sistema imune,

conduzindo a altos niveis de citocinas Thl que aumentam a apoptose e
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produzem danos organicos (MORDUE et al, 2001; SAElJ; BOYLE;
BOOTHROYD, 2005; SARAF et al., 2017).

Figura 9 - Esquema simplificado da divisdo por endodiogenia de Toxoplasma
gondii.

\ Mit

Fonte: Elaborado pelo autor com base em Blader et al. (2015) e Black e Boothroyd (2000). Cn:
condide; Rp: roptrias; Nu: nucleo; Ap: apicoplasto; Mit: mitocdndria; Nap: novos complexos
apicais; CIM: complexo interno da membrana

Estudo de imunomarcacao de organelas durante o processo de replicacao
de taquizoitos, desenvolvido por Nishi et al. (2008) revelaram que inicialmente
h& distensdo do apicoplasto e do Complexo de Golgi e divisdo do centrébmero.
Ocorre entdo, o aparecimento de duas membranas peliculares que comecam a
se formar a partir do centro da célula priméria e definem as secundarias dentro
do citoplasma em pontos que se assemelham a um condide rudimentar e um
centro organizador de microtibulos. A medida que o complexo da membrana
interna se estende, a célula-mée se torna mais esférica e as réptrias e
micronemas sdo formadas nos dois polos anteriores das células filhas em
crescimento.

O material genético nuclear é duplicado e a cromatina se distribui para
ambos os polos do fuso intranuclear e se cliva mantendo intacto o envelope
nuclear, assim como o apicoplasto. A mitocdndria Unica da célula mae, reparte-
se entre as filhas, sendo a ultima organela a ser agregada. Cada célula
descendente matura-se até que o citoplasma e todo conteudo seja dividido
(BLACK; BOOTHROYD, 2000; HU, 2008; SHEFFIELD; MELTON, 1968; SOUZA
et al., 2010).

Taquizoitos de T. gondii possuem genoma hapléide (1N) assim como
outros eucariotos. Na fase S do ciclo celular ocorre a replicagdo do DNA

cromossOmico, seguido da mitose e citocinese (fase M). Em T. gondii, a fase G2,
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e consequentemente seu check-in point, parece ser inexistente ou é curta,
enquanto a fase G1 € mais expressiva. Dessa forma, a progressao do ciclo
celular de T. gondii é caracterizada por trés diferentes momentos, considerado
assim um ciclo trifasico: a fase G1, onde é mantido o metabolismo normal e ha
duplicacdo de organelas e as fases S e M que promovem a replicacdo do DNA,
mantendo ativo o0 citoesqueleto e genes de organelas relacionadas com a
invasao e clivagem celular propriamente dita (BLADER et al., 2015; RADKE et
al., 2001).

O tempo relativo as principais fases do ciclo celular de T. gondii foi
estimado por Radke e White (1998), revelando a duracéo da fase S em cerca de
2h e a de G2+M menor que 1h e a de G1 de aproximadamente 4h, totalizando
7h para que o parasito possa completar o ciclo celular. Ao longo do cultivo in vitro
observa-se o crescimento exponencial no quantitativo de parasitos com o passar

do tempo (Figura 10).

Figura 10 - Multiplicagdo in vitro de Toxoplasma gondii (cepa ME49) em
diferentes horas apdés infeccao.

72H

Fonte: O autor. Microfotografia de cultivo da cepa ME49 de Toxoplasma gondii em células da
linhagem MARC-145 imunomarcada com anticorpo primario (IgG de camundongo anti- T. gondii)
e anticorpo secundario (IgG de coelho anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor®
594, vermelho). 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) foi utilizado para marcar moléculas de DNA;
as estruturas de coloragéo azul intenso representam o ndcleo da célula hospedeira. Imagens
capturadas no laboratorio SALUVET, Madrid, Espanha.
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2.5.4 Egresséao

O fato de T. gondii manter o citoesqueleto e organelas intactas durante a
maior parte da endodiogenia favorece a capacidade de imediatamente realizar a
saida da célula infectada e invadir uma nova célula, mantendo uma maior
eficiéncia da infeccdo (BLACK; BOOTHROYD, 2000).

A egressado consiste no evento de saida dos taquizoitos de um vacuolo
maduro, bem como a transi¢do de uma forma intracelular imoével para uma forma
extracelular movel. Esse evento compartilha muitos mecanismos com o aspecto
de invasdo do ciclo litico envolvendo liberacdo de Ca?* intracelular,
movimentacao de deslizamento e secrecdo de micronema. Todavia, na saida da
célula ndo h& participacdo das ROPs ou RONs (EIDELL; BURKE; GUBBELS,
2010).

2.6 Encistamento e manutencédo da forma latente

A interconversao taquizoito-bradizoito além de beneficiar a dispersédo do
parasito entre hospedeiros por meio do carnivorismo, € a chave para o
estabelecimento da infeccdo crénica ou do aparecimento de sinais clinicos
agudos apoés a recrudescéncia. O encistamento no tecido dos hospedeiros
compromete a viruléncia e a patogenicidade do parasito (DUBEY, 2010; LYONS;
MCLEOD; ROBERTS, 2002; SULLIVAN; JEFFERS, 2012).

Em individuos infectados, os cistos sdo mais frequentes nos tecidos
nervoso, muscular esquelético e cardiaco. No entanto, os cistos também podem
ser detectados em 6rgdos viscerais, incluindo os pulmdes, figado, rins e até na
medula éssea (WEISS; KIM, 2000). A permanéncia de cistos em tecidos de
hospedeiros infectados com T. gondii € variavel, e acredita-se que podem
permanecer por anos em condicbes dependentes da resposta imune do
hospedeiro. Portanto, em imunocompetentes, a presenca desses cistos nao
provoca lesbes, mas representa um risco futuro (LYONS; MCLEOD; ROBERTS,
2002; SULLIVAN; JEFFERS, 2012), de forma que a persisténcia ou a reativacao
de bradizoitos encistados sdo as principais causas do aparecimento de
toxoplasmose em humanos (KIM; WEISS, 2004).
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Taquizoitos convertem-se em bradizoitos (encistamento) em resposta a
uma grande variedade de estimulos estressantes ou imunoldgicos do
hospedeiro, e o inverso ocorre (reativacdo) quando esse estimulo € eliminado ou
em prejuizo da funcdo imunolégica (SULLIVAN; JEFFERS, 2012). Fatores
imunoldgicos produzidos em resposta a infeccao por T. gondii como IFN-y, fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e oxido nitrico (NO) sdo associados a
cistogénese (SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010; TAKACS; SWIERZY;
LUDER, 2012). No entanto, as condi¢cdes que levam a imunodeficiéncia de
humanos e animais, como o tratamento com agentes imunossupressores e
quimioterapicos (CANER et al., 2008; CONG et al., 2015), a imunomodulacéo
gestacional (ROBERT-GANGNEUX et al., 2011; VIDIC et al., 2007; WALLON et
al., 2013), ou infeccdes por agentes que provoquem dano direto ao sistema
imunoldgico (BASAVARAJU, 2016; PEREIRA-CHIOCCOLA; VIDAL; SU, 2009)
estimulam a reativacao desses cistos. A espécie do hospedeiro intermediario
também pode afetar a capacidade de diferenciacdo ou de persisténcia dos cistos
teciduais. Bovinos e bufalos apresentam resisténcia a manutencao da infeccao,
enquanto que suinos, ovinos e caprinos destacam-se como espécies produtivas
suscetiveis a T. gondii, associada a alteracbes reprodutivas, motivados
principalmente pelo recrudescimento da infeccdo (DUBEY, 2010).

Os controles moleculares da interconverséo entre fases evolutivas de T.
gondii esta ligada a resposta ao estresse. Um desses mecanismos descritos
envolve o controle translacional pela fosforilagdo da subunidade a do Factor de
Iniciacdo Eucariotico-2 (TglF2a), mediada por quinases ativadas por estresse
(conhecidas como TglF2Ks). O TglF2a, abundante em bradizoitos, quando
fosforilado reprime a traducgéo global, permitindo a traducao preferencial de um
subconjunto de mMRNAs que codificam fatores responsivos ao estresse
(SULLIVAN Jr. et al.,, 2014) (Figura 11A). Adicionalmente, mecanismos
epigenéticos tém sido associados a conversao taquizoito-bradizoito, a exemplo
da acetilagdo de histonas que contribui para a reestruturacdo da cromatina
criando um ambiente mais propicio para a expressdo génica de genes
promotores especificos de taquizoitos ou de bradizoitos (Figura 11B)
(SAKSOUK et al., 2005; SULLIVAN; JEFFERS, 2012; VANAGAS et al., 2012).

Em condi¢gbes de cultura in vitro, diferentes estimulos estressantes de

taquizoitos promovem a formacao de cistos de T. gondii e a diferenciacdo em
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bradizoitos, a saber: o oxido nitrico exégeno (NO) (BOHNE; HEESEMANN;
GROSS, 1994), arsenito de sédio, choque térmico, pH alcalino (pH=8,0)
(SOETE; CAMUS; DUBRAMETZ, 1994), privacdo de arginina (FOX; GIGLEY;
BZIK, 2004), deplecdo de pirimidina em parasitos deficientes em uracilo
fosforibosiltransferase com baixo CO2 (BOHNE; ROOS, 1997) e, mais
recentemente, estimulos que causam estresse no reticulo endoplasmatico
(NARASIMHAN et al.,, 2008) ou que interferem na saida induzida por Ca?
(NAGAMUNE et al., 2008a, 2008b).

Figura 11- Mecanismos envolvidos com a conversao taquizoito-bradizoito de

Toxoplasma gondii: acdo da TglF2a (A) e acetilacdo de histonas (B).

( TglF2Ks
TelF2a TelF2a P
: .

COM ESTRESSE

ENCISTAMENTO : }
Bradizoitos
encistados

Taquizoitos em
vacuolos

parasitoforo

REATIVAGAO
SEM ESTRESSE

BZ BZ
B

@ Histonas [T Acatilagio

Fonte: Elaborada pelo autor com base em Sullivan e Jeffers (2012). A fosforilagdo de TgIF2aq,
dependente da quinase TglF2K, molda a tradugdo de mRNA associados a estitulos estressantes
(A). A acetilagdo de histonas afrouxa a cromatina disponibilizando genes para a transcricdo
(barra em azul) dependendo se a condi¢céo é ndo-estressante (genes especificos de taquizoitos)
ou estressante (genes especificos de bradizoitos), enquanto que a desacetilacdo inibe a
expressdo desses genes (barra em vermelho).

A presenca das glicoproteinas na parede cistica permite o estabelecimento
de marcadores de encistamento in vitro a partir da ligacdo estavel com lectinas.
Cistos de T. gondii foram identificados a partir do emprego de concanavalina A,
gue possui especificidade para residuos de D-manose ou D-glicose; aglutinina

germinativa de trigo, com especificidade para residuos de N-acetil-D-
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glucosamina; aglutinina de soja, ligando-se a residuos de N-acetil-D-
galactosamina (SETHI et al., 1977) e a aglutinina da leguminosa Dolichos biflorus
(Figura 12), com especificidade para acoplar numa glicoproteina de 116-kDa
chamada de CST1 (ZHANG et al., 2001).

Figura 12 - Marcacéao para identificacdo da parede de cisto de Toxoplasma

gondii por aglutinina de Dolichos biflorus-FITC.

Fonte: O autor. Cepa MEA49 induzida para conversao taquizoito-bradizoito por estresse alcalino
(pH 8.2) por 4 dias. (A) 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) intercalado a moléculas de DNA;
estrutura abaixo da formacéo arredondada de coloracéo azul intenso representa o nacleo da
célula hospedeira; estrutura arredondada, coloracdo azul atenuado representa formacao cistica
do T. gondii. (B) Marcacdo com anticorpo primario (IgG de camundongo anti- T. gondii) e
anticorpo secundario (IgG de coelho anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor® 594,
vermelho), confirma a infegcdo T. gondii na célula hospedeira. (C) Marcacdo por lectina de
Dolichos biflorus conjugada com FITC, confirma a conversao in vitro do agente por marcacao de
glicoproteinas de cisto. Imagens capturadas no laboratério SALUVET, Madrid, Espanha.



47

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar fenotipicamente, sob o aspecto da infectividade in vitro e
inducéo da cistogénese, isolados tipicos e recombinantes de Toxoplasma gondii
obtidos de tecidos de animais de producéo.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar as diferencas no perfil fenotipico in vitro de cepas de T. gondii de
mesmo genotipo (tipo 1), isolados de abortos de pequenos ruminantes do Brasil

e Espanha;

Comparar a capacidade de conversdo induzida in vitro de taquizoito para
bradizoito em cepas de gendtipo recombinantes I/lll (#114) e I/lI/IIl (#277) de T.

gondii de galinhas e suinos do Estado de Alagoas, Brasil;

Relacionar os achados da caracterizacdo fenotipica in vitro (invasao e
proliferacdo) com marcadores genéticos de viruléncia (ROP5, ROP18, RIO16,
ROP17) em cepa de gendétipo recombinante de T. gondii, isolados de galinhas e

suinos do Estado de Alagoas, Brasil.
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5 ARTIGO 1

Toxoplasma gondii do tipo Il variante (#3) apresenta fenétipo de
infectividade diferente de cepas do tipo Il classico (#1)

Artigo a ser submetido para o periodico Comparative Immunology,

Microbiology & Infectious Diseases
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Toxoplasma gondii do tipo Il variante (#3) apresenta fenotipo de infectividade

diferente de cepas do tipo Il classico (#1)

Resumo: O ciclo litico de T. gondii (adeséo, invasao, proliferacdo e egressao) e
a habilidade de converter-se em bradizoitos encistados representam etapas-
chave para o sucesso do processo de infeccdo e gravidade da patogénese da
toxoplasmose. Nesse estudo objetivou-se caracterizar cepas de T. gondii do
genotipo tipo Il classica e variante, quanto a capacidade de invaséo, proliferacao
e encistamento. As cepas previamente isoladas em surtos de abortamento de
pequenos ruminantes no Brasil (TgGtBrALO1 e TgGtBrALO2; #1 ToxoDB), na
Espanha (TgShSpl; #3 ToxoDB) e a cepa ME49 (cepa referéncia) foram
submetidas as provas de caracterizacao fenotipica utilizando um modelo in vitro.
As quatro cepas avaliadas mostraram maior taxa de penetragdo nas células
hospedeiras entre 2 e 6 hpi (InvP6h). Nao houve diferenca marcante no padréo
fenotipico entre as cepas ME49, TgGtBrALO1 e TgGtBrALO2, entretanto a cepa
TgShSp01 apresentou um fendétipo distinto: menor capacidade de invasao, baixa
proliferacdo e elevada taxa de encistamento. Conclui-se que cepas do tipo Il
variante possuem comportamento biolégico heterogéneo em relacao tipo Il

classico.

Palavras-chaves: Toxoplasmose, ciclo litico, modelo in vitro.

1. Introducéo

Toxoplasma gondii € um parasito eurixeno, capaz de infectar virtualmente
todos os animais de sangue quente. E o agente etiologico da toxoplasmose,
enfermidade de carater zoonético, amplamente difundida no mundo [1].

Em pequenos ruminantes, a toxoplasmose caracteriza-se principalmente
por alteracdes reprodutivas (reabsorcdo embrionaria, repeticdo de cio,
abortamento, nascimento de filhotes congenitamente infectados sintomaticos ou
assintomaticos), levando a prejuizos econdmicos significativos na cadeia
produtiva [2]. A infeccdo pode se apresentar na forma subclinica cronica,
configurando a manifestacdo mais comum, na forma branda oligossintoméatica
ou até na forma fatal, com diferentes variaveis que podem interferir nessa

evolucéo [3,4]. Fatores associados ao hospedeiro, ao ambiente e ao agente tém
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sido propostos como cruciais no desenvolvimento dessas formas clinicas [5], a
exemplo da viruléncia do parasito [6].

O padréo para avaliar a viruléncia de T. gondii € determinar a dose letal
50 (DL50) no modelo murino, utilizando como principais critérios a taxa de
infeccdo, taxa de mortalidade, carga parasitaria e o tempo de sobrevivéncia dos
camundongos infectados [7]. J& é sabido que a infeccéo por cepas clonais de T.
gondii do tipo | (DL100 ~1 taquizoito) sdo geralmente fatais em camundongos
(cepa hipervirulenta), enquanto que as infecgées por cepas do tipo Il (DL50 ~103)
e Il (DL50 ~10°) produzem infeccdes que podem ser controladas (cepas hipo
ou avirulentas) [8,9].

No Brasil, a diversidade genética de isolados de T. gondii em pequenos
ruminantes é alta [10], enquanto que a presenca de linhagens clonais classicas
como a do tipo Il, é rara [11]. Cepas dessa linhagem sao predominantes em
infeccbes de pacientes humanos imunocomprometidos (infeccdes pelo HIV), na
toxoplasmose congénita e na ocular [12], sendo relatada com constancia na
Africa, Europa e América do Norte [13]. Linhagem clonal tipo Il j& foi relatada em
quadros de abortamentos por toxoplasmose em ovinos no Reino Unido, Italia
[14,15] e, mais recentemente, na Espanha [16], resultando no isolamento da
cepa TgShSpl, que demostrou ser avirulenta. Em abortamentos caprinos, o
gendtipo tipo Il foi descrito pela primeira vez no Brasil por Oliveira et al. [17],
sendo isoladas as cepas TgGtBrALO1l e TgGtBrALO2, que demonstraram um
fendtipo intermediario de viruléncia.

Etapas do ciclo litico, como invasao e proliferacao intracelular [18-20],
além da habilidade de converter-se em bradizoitos encistados como mecanismo
de escape imunologico [21,22] sdo a chave para a compreensdo da viruléncia e
da patogénese de Toxoplasmatineos. Essas caracteristicas bioldgicas séo
avaliadas com sucesso no modelo in vitro, uma vez que esses mecanismos Sao
expressos fenotipicamente no curso da infec¢do da célula cultivada [19,23,24].

O objetivo deste estudo foi caracterizar fenotipicamente cepas de T. gondii
de genotipo tipo Il classico e variante, isoladas de fetos de pequenos ruminantes
abortados, quanto a capacidade de invaséo parasitaria, proliferacdo intracelular

e encistamento induzido.
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2. Material e Métodos
2.1. Selecao das cepas de T. gondii, manutencéo e cultura celular

Foram avaliadas trés cepas de T. gondii previamente isoladas de tecidos
fetais de caprinos e ovino, provenientes de surtos de abortamento que ocorreram
no Brasil (TgGtBrALO1 e TgGtBrALO2) e na Espanha (TgShSpl). Os dados
sobre a identificacédo dos isolados, hospedeiro, nimero de passagem em cultura
celular e origem geografica estdo na tabela 1. A cepa ME49 foi incluida como
referéncia. A genotipagem classificou os isolados TgGtBrALO1 e TgGtBrALO2
como gendtipo #1 (ToxoDB), considerado tipo Il classico, enquanto o isolado

espanhol foi caracterizado como gendétipo #3 (ToxoDB), tipo Il variante.

Tabela 1 - Informacdes sobre as cepas de Toxoplasma gondii de genotipo tipo
Il classicos e variante isolados de tecidos fetais de pequenos ruminantes.

. Passagens 3 .
Cepas Animal o Pais ToxoDB Referéncia
in vitro ®
TgGtBrALO1  Caprino 6-13 Brasil #1 De Oliveira et al. [17]
TgGtBrALO2  Caprino 3-9Re¢ Brasil #1 De Oliveira et al. [17]
TgShSpl Qvino 5-12 Espanha #3 Sanchez-Sanchez et al. [16]
ME492 Ovino 4-11d EUA #1 Cepa de referéncia

a Cepa referéncia; ° Intervalo do nimero de passagens utilizadas nos experimentos desse
estudo; ¢ Numero de passagem apos reisolamento em cultivo celular a partir de camundongo,
por suspeita de contaminagéo por Mycoplasma; ¢ Namero de passagens apés descongelamento
da cepa mantida no SALUVET, Madrid, Espanha.

Linhagens celulares de MARC-145 e Human Foreskin Fibroblast (HFF)
foram mantidas de acordo com Regidor-Cerrillo et al. [22]. Ap6s 3 dias de
infeccdo em cultivo de célula MARC-145, os taquizoitos das cepas de T. gondii
foram observados e avaliados quanto a presenca de vacuolos parasitéforos e
formacdo de placas de lise. A purificacdo dos taquizoitos foi realizada quando a
maioria dos vacuolos parasitoforos estavam preservados, através das colunas
decartaveis PD-10 Desalting (G.E. Healthcare) [16]. A viabilidade das cepas foi
determinada pelo teste de exclusdo do Azul de Trypan [25]. Nos ensaios de
invasdo e proliferacdo foram utilizadas as células da linhagem HFF e para os
ensaios de conversao taquizoito-bradizoito utilizou-se a MARC-145.

Controle do cultivo celular contra contaminacao por Mycoplasma spp. era

realizado rotineiramente pelo teste de DAPI e pela PCR da cultura, utilizando um
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Kit comercial. Uma das passagens de TgGtBrALO2, apresentou PCR positiva
para Mycoplasma spp., apesar de ndo ser visualizado marcacgodes fluorescentes
indicativas de contaminacéo no teste de DAPI. Para sanar quaisquer davidas,
optou-se pela reinoculacdo em modelo murino (foram realizadas duas
passagens em camundongos, a primeira durou 9 dias e a segunda 7 dias), e
reisolamento in vitro. Todas das outras cepas e passagens celulares foram

negativas no teste DAPI e na PCR para Mycoplasma spp.

2.2.Caracterizacao fenotipica in vitro
As provas de caracterizacdo de comportamento biolégico in vitro
utilizadas nesse estudo foram: ensaio de invasdo parasitaria, prova de

proliferacéo intracelular e capacidade de converséo taquizoito/bradizoito.

2.2.1. Ensaio de invasao parasitéaria

A taxa de invasao parasitaria nos tempos 2 hpi (InvP2h) e 6 hpi (InvP6h)
foi determinada pela relacdo entre a média de eventos gerados por cada isolado
e 0 numero de taquizoitos inoculados em cada poco. A taxa total de invaséo
parasitaria (InvPT) foi determinada com a média do nimero de eventos por poco
nas culturas de 48 horas. Foram realizados em quadruplicatas, com dois ensaios
independentes. O ensaio foi conduzido segundo metodologia descrita por
Dellarupe [20], com modificac¢des.

Em trés placas de 24 pocos, semeou-se 2x10° células da linhagem celular
HFF, incubadas por 24 horas a 37°C em estufa Umida, com saturacao de 5% de
CO:2 para formacdo de monocamada com confluéncia de 80-90%. A estes
cultivos, foram inoculados 5x10? taquizoitos purificados de cada isolado por
poco, reincubando as culturas sob as condicdes ja descritas. Duas horas pos
infeccdo (InvP2h) uma placa foi lavada com solu¢ao salina fosfatada tamponada
(PBS 1X) por trés vezes, visando a remocgdo dos taquizoitos no meio
extracelular. Esse procedimento foi repetido, em outra placa, as 6 hpi (InvP6h) e
uma terceira placa foi mantida sem lavagens por 48 hpi (InvPT).

Ao final de 48 horas de incubacdao, as placas (2, 6 e 48 hpi) foram fixadas
por 10 minutos com paraformaldeido a 3% e glutaraldeido a 0,05%, boqueada
durante 5 minutos com borohidreto de sodio (50mg/50mL) e, finalmente,

submetidas & imunomarcacao para permitir a visualizagdo e contagem de todos
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0s eventos de invasao (vacuolos parasitoforos e placas de lise). A contagem foi

realizada em microscopio de fluorescéncia invertido no aumento de 20x.

2.2.2. Ensaio de proliferagéo intracelular

A proliferagéo dos taquizoitos in vitro foi determinada pela quantificagdo
do numero de taquizoitos em distintos tempos (2; 12; 24; 48; 72 hpi) por PCR
quantitativa (QPCR), similar ao procedimento proposto por Frey et al. [24]. Os
ensaios foram realizados em quadruplicatas em 2 ensaios independentes.

Em placas de 24 pocos, células da linhagem HFF foram cultivadas na
concentragdo 2,5x10° células/poco e mantidas em estufa Umida por 24 horas a
37°C e 5% de CO2. Taquizoitos de T. gondii dos trés distintos isolados estudados
foram adicionados a monocamada celular, na concentragdo 2x103
taquizoitos/poco e incubados nas condicdes ja descritas. Ap6s 2h da inoculacéo,
os taquizoitos do meio extracelular foram retirados através de 3 lavagens com
PBS 1X, sendo as culturas novamente incubadas.

As placas referentes a cada um dos tempos avaliados (2; 12; 24; 48; 72
hpi) eram retiradas da incubacgé&o e executou-se a lise das culturas para extracao
de DNA utilizando o kit comercial DNeasy® Blood and Tissue (Qiagen, USA),
segundo recomendacdes do fabricante. As amostras de DNA extraidas foram
armazenadas -80°C até realizacdo da gPCR. Culturas de células HFF nao
infectadas foram utilizadas como controle negativo na analise por qPCR.

Foram determinadas as curvas de proliferacdo, cinética de crescimento
(fase lag e log do ciclo celular do parasito) e o doubling time (dT), tempo

necessario para as cepas dobrarem sua populacéo inicial de taquizoitos.

2.2.3. Ensaio de conversao taquizoito/bradizoito

Foi avaliada a capacidade de conversao taquizoito-bradizoito dos
isolados in vitro por meio da alcalinizacdo do pH do meio. Cada condic¢ao foi
avaliada em quadruplicata e os experimentos foram realizados em dois ensaios
independentes. A taxa de conversdo total (ConvT) foi determinada pela
contagem dos eventos. Enquanto que a taxa de converséo relativa (ConvR), foi
obtida pela subtracdo da porcentagem de encistamento nas culturas com
estimulo estressante (pH 8,0), da taxa de cisto nas culturas sem estresse (pH

7,2). Exclusivamente para o isolado TgShSpl, dados de converséo
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taquizoito/bradizoito foram importados do estudo realizado por Sanchéz-
Sanchéz et al. [16].

Cultura de células MARC-145 foram semeadas na concentracdo 5x104
células/poco, em placas de 24 pocos nas mesmas condi¢cdes j4 descritas
anteriormente. Taquizoitos purificados de T. gondii foram adicionados as
culturas na concentracdo de 2x10° taquizoitos/poco e incubados com meio
DMEM pH 7,2. Apos 8h pés-inoculacao, as culturas celulares foram lavadas 3
vezes com PBS 1X e adicionou-se meio DMEM com pH 8.0. As culturas foram
incubadas em estufa Umida a 37°C, na auséncia de COz2, por 72 horas, tendo o
meio trocado diariamente para manutencao do pH alcalino. Controles negativos
da conversdo compreendiam a incubacao dos isolados com DMEM pH 7,2 a
37°C em 5% de COo..

Todas as placas foram fixadas apds as 72 hpi em condi¢cdes descritas
acima, e seguiu-se com a imunomarcac¢ao e contagem dos eventos (vacuolos
parasitéforo, placas de lise ou cistos teciduais), sendo contados 100 eventos em
cada poco. A contagem foi realizada em microscépio de fluorescéncia invertido,
no aumento de 200x.

2.3.Marcacao por imunofluorescéncia

A imunomarcagdo foi realizada para avaliar 0s ensaios de invasao
parasitaria e conversao taquizoito-bradizoito. Apos a fixacdo, as células foram
lavadas por 3 vezes com PBS e permeabilizadas utilizando uma solucao de
0,25% de Triton 100X em PBS e incubados por 30 minutos a 37°C. Seguiu-se
com o bloqueio com PBS a 3% de BSA em condi¢des de incubacao similares a
descrita; essa etapa evitou a autofluorescéncia ou ligacGes protéicas
inespecificas.

A imunomarcacao usada para o ensaio in vitro de invasao seguiu o protocolo
descrito por Regidor-Cerrillo et al. [22] com modificagdes. Os parasitos foram
marcados com soro de camundongo hiperimune anti-taquizoito de Toxoplasma
gondii na diluicdo 1:400. Esse soro era composto de um pool de amostras de
animais infectados com a cepa ME49. Foi utilizado anticorpo caprino IgG anti-
IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor® 488 (diluicdo 1:250, cor verde;
Life Technologies, EUA).
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Para os ensaios de conversao taquizoitos-bradizoitos, as culturas foram
duplamente marcadas. Para confirmar a formacdo de cistos (bradizoitos),
utilizou-se lectina aglutinina de Dolichos biflorus - biotinilada (DBA) (diluicdo
1:150; Vector Laboratories, EUA) e para marcar a presenca de vacuolos
parasitoforos ou placas de lise (taquizoitos) incubou-se soro de camundongo
hiperimune anti-T. gondii (diluicdo 1:1600), seguido de IgG de caprino anti-lgG
de camundongo conjugado com Alexa Fluor® 594 (diluicdo de 1: 250; Life
Technologies, EUA). O DBA se excita quando submetido a luz UV, revelando
fluorescéncia verde, enquanto Alexa Fluor® 594 apresenta fluorescéncia na cor
vermelha, permitindo diferenciar os distintos eventos.

Na continuidade, em ambos 0s ensaios, foi realizada nova lavagem (3
vezes com PBS 1X), acompanhada de uma ultima marcacdo com DAPI
(1:10.000) que se intercala com DNA e revela os nucleos celulares. Por fim, as
placas foram lavadas com PBS 1X e mantidas com agua destilada e

armazenadas sob refrigeracéo até a leitura.

2.4.PCR quantitativa

O numero de taquizoitos de T. gondii foi determinado pela interpolacéo do
valor Ct (Cycle threshold value que representa o numero de ciclo fractacional
que reflete um resultado PCR positivo) sobre duas curvas padrdes.

Inicialmente, o DNA de T. gondii foi das amostras foi mensurado a partir
da amplificacdo da regido repetida de 529bp; os primers e o perfil térmico usado
foram descritos por Edvinsson et al. [26]. Também foi executada a curva padrao
composta pela quantificacao de diferentes concentracdes de DNA do parasito na
base 10 (10* a 10! taquizoitos) nem uma solucdo de DNA gendmico da célula
cultivada (concentragao de 20ng/uL).

Para normalizar a quantificacdo dos parasitos em cada amostra, o gene
enddgeno B-actina foi empregado de acordo com o protocolo de Gutierrez et al.
[27] e uma segunda curva padréo foi constituida com diferentes quantidades de
DNA gendmico da célula cultivada (320, 160, 80, 40, 20, 10,5 e 2,5 ng de DNA).
Os resultados foram expressos pela relagdo entre a quantidade de DNA do

parasito e DNA da célula (R? =2 0.99; valores slope variaram entre -3.42 a -3.27).
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2.5.Anélise estatistica

Foram empregados o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do
teste de comparacdo multipla de Dunn para investigar a diferenca na taxa de
infeccdo nas InvP2h, InvP6h e InvPT. Diferencas na frequéncia de deteccao de
DNA do parasito pelo gPCR foram avaliadas usando o X? ou o teste exato de
Fisher. O teste ANOVA two-way, seguido do teste de comparacdes multiplas de
Tukey, foram realizados para estudar a influéncia da cepa e a inducdo da
conversdo. A correcdo de Bonferroni foi usada para eliminar o erro associado a
realizacdo de comparagfes mdltipla. Significancia estatistica foi estabelecida
como p<0,05. O software GraphPad Prism 5 v.5.01 foi utilizado para realizar as

analises.

3. Resultados

3.1.Taxa de invasao parasitéaria
Todos os quatro isolados apresentaram maior taxa de entrada celular
entre o intervalo de tempo de 2 a 6 horas pés-inoculacéo (hpi; InvP6h) do que
no intervalo entre 0 a 2 hpi (InvP2h) (Tabela 2).

Tabela 2 - Taxas de invasdo parasitarias as 2h (lvnP2h) e as 6h (InvP6h) em
relacdo a 48h (InvP48h) determinadas para as cepas de Toxoplasma gondii do
genatipo tipo Il (#1 e #3; ToxoDB) isolados de abortos de pequenos ruminantes

no Brasil e na Espanha.

Isolates InvP2h (%) InvP6h (%)

ME49 33,0 47,4
TgShSp01 14,6 30,4
TgGtBrALO1 36,9 65,6
TgGtBrALO2 25,7 60,8

O isolado espanhol (TgShSpl) diferiu significativamente dos outros
isolados na invasao parasitarias em InvP2h e InvP6h. Os gendétipos TgGtBrALO1
e TgGtBrALO2 foram mais eficientes na InvP6h que ME49 e TgShSpl. Néo
houve diferenca entre os quatro isolados na invasao total a 48 hpi (InvPT) (Figura
1).
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Figura 1 - Eventos de invasao parasitaria (lvnP2h, InvP6h, InvPT) determinadas
para as cepas de Toxoplasma gondii do genotipo tipo Il (#1 e #3; ToxoDB)

isolados de abortos de pequenos ruminantes no Brasil e na Espanha.
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Box-plot representando as medianas, os quartis inferior e superior (caixas) e valores minimos e
maximos (barras) de invasao parasitaria (InvP) avaliados in vitro as 2 hpi (InvP2h) (A), as 6hpi
(InvP6h) (B) e as 48 hpi (InvPT) (C). Diferentes letras indicam diferencas significativas (p<0,05).

Na contagem dos eventos (placas de lise e formacdo de vacuolo
parasitoforo) na InvPT, houve uma diferenca no padréo da infeccdo de TgShSpl
(Figura 2), apresentando maior propor¢do de vacuolos parasitéforos do que

placa de lise, em comparacgéo aos demais isolados.
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Figura 2 - Proporgéo na formacéo de vacuolos e placas de lise na InvPT das
cepas de Toxoplasma gondii do genatipo tipo Il (#1 e #3; ToxoDB) isolados de

abortos de pequenos ruminantes no Brasil e na Espanha.

Lysis plaques Vacuoles

* Diferencas significativas entre isolados (p<0,05).

3.2.Ensaio de proliferagao intracelular

A observacdo das curvas de crescimento exponencial e da funcéo
logaritmica demonstraram eficacia e similaridade na proliferacdo dos isolados
ME49, TgGtBrALO2 e TgGtBrALOl e um padrdo fenotipico diferente deste
isolados em relagédo a TgShSp1, que apresentou a menor taxa de multiplicagéo
in vitro (p<0,05) (Figura 3A e Figura 3B).

A cinética se multiplicagdo mostrou ndo haver diferenga no crescimento
das cepas estudas na fase lag do ciclo de crescimento celular (p>0,05) (Figura
3C). Durante a fase log, a cepa TgShSp1l teve menor média de crescimento as
72hpi que os isolados do tipo Il classico, que ndo exibiram diferenca entre si
(Figura 3D) (p<0,05).
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Figura 3 - Curvas de crescimento exponencial (A), curva da funcdo logaritmica

(B), cinética de proliferacdo (C) e comparacdo das médias de crescimento

populacional as 72 hpi das cepas de Toxoplasma gondii tipo 1l (#1 e #3; ToxoDB)

isolados de abortos de pequenos ruminantes no Brasil e na Espanha.
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O isolado TgShSp1 também manifestou maior doubling time (dT=41,97)
em relacdo a ME49 (dT= 18,65), TgGtBrALO1 (dT= 19,62) e TgGtBrAL0O2 (dT=
16,08) (Figura 4).

Figura 4 - Médias dos valores de doubling time (dT) determinado na proliferacao
in vitro das cepas de Toxoplasma gondii tipo Il (#1 e #3; ToxoDB) isolados de

abortos de pequenos ruminantes no Brasil e na Espanha.
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* Diferencas significativas entre isolados (p<0,05).

3.3.Ensaio de converséao taquizoito/bradizoito

Todas as cepas apresentaram resposta positiva ao estresse exdgeno
gerado pelo pH alcalino do meio. A cepa TgShSpl apresentou maiores ConvT
(55,2%) e ConvR (42,3%) (p<0.05) quando comparada com as cepas ME49
(ConvT: 33,4%; ConvR: 30,9%), TgGtBrALO1 (30,5%; 27,5%) e TgGtBrALO1
(39,7%; 35,7%).
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Ao comparar cada evento gerado durante a inducao ao estresse (Figura

6), verificaram-se variacdes significativas entre os isolados. TgGtBrALO1 e

TgGtBrALO2 diferiram no quantitativo de cistos formados (p<0,05), enquanto que

TgShSp1l encistou-se em maior quantidade e gerou menor quantitativo de placas
de lise (p<0,05).

Figura 5 - Quantificacdo dos diferentes eventos (cistos, vacuolo parasitoforo e

placas de lises) e mosaic plot das propor¢gbes destes eventos por isolados,

resultantes da inducdo da cistogénese das cepas de Toxoplasma gondii tipo |l

(#1 e #3; ToxoDB) isolados de de abortos de pequenos ruminantes no Brasil e

na Espanha.
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Diferencas entre letras indicam diferencas significativas entre isolados (p<0,05).
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4. Discussao

A toxoplasmose em caprinos e ovinos resulta em alteracdes reprodutivas
e consequentemente em perdas econdmicas [28,29]. O parasito tem sido isolado
com frequéncia de fetos abortados e caracterizado geneticamente e, em alguns
casos, a viruléncia em modelo murino € determinada [16,17, 30,31].

Sibley e Ajioka [32] ao estudarem a estrutura populacional de cepas
clonais de T. gondii determinaram uma marcada variagéo fenotipica na viruléncia
e infectividade, apesar da baixa variabilidade genética. Considerando que o
processo de invasdo, de adaptacdo ao ambiente intracelular, proliferacdo e
egressao constituem etapas do ciclo litico de T. gondii e influenciam a viruléncia
do agente [18,19], a compreensao de cada etapa desse ciclo permite entender
as diferencas no curso da infeccéo determinada por diferentes cepas.

Nessa investigacdo, avaliou-se as caracteristicas fenotipicas associadas
a infectividade (invaséo e proliferacdo) e encistamento de cepas tipo Il isolados
de tecidos de fetos de caprinos e ovinos, em quadros de surto da toxoplasmose.
Para realizacdo dos ensaios, limitou-se o nimero de passagens das cepas visto
que ha evidéncias que longo periodo de manutencdo em sistemas de cultivo
celular ou bioensaio provoca alteracbes no comportamento biolégico de T.
gondii, podendo afetar a sua infectividade [7,33,34] e caracterizando um
importante viés nas andlises comparativas. Devido a cepa ME49 ser
amplamente difundida e rotineiramente utilizada por laboratério que estudam T.
gondii, o efeito adaptativo a cultura celular ndo foi notado nesse estudo uma vez
que a analise do comportamento bioldgico dela foi similar as cepas de campo do
tipo Il classico (TgGtBrALOL e TgGtBrALO02).

Isolados de T. gondii pertencentes ao haplogrupo Il sdo considerados
classicos (#1; ToxoDB) quando apresentam padrao tipo Il nos alelos examinados
na RFLP-PCR, enquanto que as cepas variantes (#3; ToxoDB) apresentam uma
modificacdo em um especifico, o Apico que apresenta-se como alelo do genétipo
| [35, 36]. O haplogrupo Il variante € altamente frequente na Europa, Africa e
América do Norte [37] e, apesar de diversas investigacdes se dedicarem a avaliar
cepas tipo Il (classicas e variantes), as possiveis consequéncias dessa variacao

alélica ndo € um consenso [38-40].
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As taxas de invasdo determinadas nesse estudo demostram que as
quatro cepas de T. gondii apresentam penetracao celular no intervalo de 0 a 2
hpi, porém a entrada expressiva dos parasitos nas células hospedeiras ocorreu
entre os tempos de IvnP2h e lvnP6h para todos isolados. A invasado de células
hospedeiras por taquizoitos de T. gondii envolve uma sequéncia encadeada de
passos, sendo controlada exclusivamente pelo parasito de forma ativa e ndo por
mecanismos fagociticos do hospedeiro, 0 que pode justificar o fato de qualquer
célula nucleada ser uma potencial célula hospedeira [7,18,19]. Estima-se que a
penetracdo de T. gondii na membrana da célula hospedeira leva cerca de 15
segundos para ocorrer [41], porém, dentro de uma populacdo de parasitos a
invasdo pode ser assincrona [42], e, numa condi¢cdo in vitro, 0s parasitos
necessitam de tempo de adaptacdo as condi¢cdes fornecidas [43] para executar
as etapas do ciclo litico.

Os isolados TgGtBrALO1 e TgGtBrALO2 (#1; ToxoDB) sao de uma mesma
cepa circulante obtida de dois fetos caprinos distintos em uma mesma
propriedade na regido nordeste do Brasil [17]. As duas cepas, curiosamente,
diferiram significativamente apenas na formacgdo de cistos no ensaio de
conversao taquizoito/bradizoito, onde TgGtBrALO1 apresentou menor numero
de cistos em relacdo a TgGtBrALO2. Apesar de isoladas sob as mesmas
condi¢cdes, com iguais numero de passagens durante o0 bioensaio em
camundongos e isolamento in vitro, durante a rotina de manutengdo de
TgGtBrALO2 foi realizada dupla passagem em modelo murino e reisolamento em
cultivo celular. A passagem de culturas de T. gondii em camundongos € a técnica
recomendada para eliminar contaminacdes por Mycoplasma, quando ndo é
possivel a eliminacdo completa desta cultura [44]. No entanto, taquizoitos
inoculados in vivo tornam-se mais virulentos, como foi verificado por Frenkel e
Ambroise-Thomas [45]. Trinta e um isolados de T. gondii, originais da Costa
Rica, foram inoculados em camundongos, destes, 28 estabeleceram uma
infeccéo assintomatica e 3 isolados se mostraram hipervirulentos. Porém, apos
algumas passagens, 7 dos 31 isolados manifestavam fenoétipo de alta viruléncia,
matando os animais. Diferentes taxas de formacéo de cistos entre isolados do
tipo I, também foi descrito por Brenier-Pinchart et al. [46] ao estudarem o

fendtipo de cepas isoladas de infeccdo em humano.



82

O isolado TgShSp1 (#3; ToxoDB) foi obtido de um surto de aborto ovino
em um rebanho na provincia de Palencia, noroeste da Espanha [16]. Esta cepa
comportou-se de forma distinta em todos os ensaios fenotipicos realizados em
comparacao as cepas brasileiras e a cepa de referéncia. TgShSpl apresentou
as menores taxas de invasdo nos tempos 2 hpi e 6 hpi e, ap6s 48 hpi, exibiu
maior quantidade de vacuolos e reduzida formacao de placas de lise, de forma
gue seu ciclo litico durou um tempo maior que os demais. A formacéao de placas
de lise é resultado da egressao, que consiste na saida dos taquizoitos de um
vacuolo maduro para invadir novas células, iniciando um novo ciclo [47]. Se ndo
ha saida da célula, os vacuolos maduros tendem ao encistamento como resposta
as condicdes do microambiente [48], situacdo encontrada no ensaio de
conversao taquizoito-bradizoito, que mesmo em condicbes normais de cultivo
(pH 7,2), TgShSpl foi a cepa que apresentou o0 maior percentual de
encistamento. Em condicdo estressante (pH 8,0), a cistogénese do isolado
espanhol apresentou-se elevada (55,4%) [16]. No ensaio de proliferacédo, esse
isolado destacou-se pela baixa multiplicacéo e pelo elevado dT (41,97 horas), o
que indica uma capacidade lenta na multiplicacdo do taquizoito intracelular em
relacdo aos outros isolados estudados.

Essas caracteristicas denotam que TgShSpl apresenta baixa
infectividade in vitro, achado que corrobora com a viruléncia no modelo murino
no experimento conduzido por Sanchéz- Sanchéz et al. [16], ja que o isolado ndo
provocou a morte de nenhum dos camundongos infectados com diferentes
dosagens (10° a 10! taquizoitos/mL), considerado avirulento. Em contrapartida,
ainda nesse mesmo estudo, a inoculagdo oral de ovelhas e camundongas com
oocistos dessa cepa mostrou uma alta frequéncia de abortamento em ovelhas
em relacdo aos roedores, o que sugere a influéncia do hospedeiro na
patogénese de T. gondii. Esses achados reforcam a ideia de que ndo apenas as
propriedades dos patdégenos estdo envolvidas na viruléncia, mas que ha forte
relacdo com a interacdo parasito-hospedeiro, e nesse sentindo, é dificil
extrapolar a acéo virulenta de cepas de T. gondii de modelos controlados para
diferentes hospedeiros, caracterizando um limitante no emprego dessa técnica.

Conclui-se, que no modelo in vitro de caracterizagcédo de infectividade e
inducdo a laténcia, a cepa tipo Il variante (TgSpSh01) apresentou um padréo
fenotipico diferente das cepas tipo Il classica (ME49, TgGtBrALOl1 e
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TgGtBrALO2), sendo necessario identificar as relacbes genéticas ou

epigenéticas de tais variagcbes para melhor elucidacdo do comportamento

heterogéneo entre as cepas do tipo Il.
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Diferencas entre e intragenotipos na cistogénese induzida de cepas

recombinantes de Toxoplasma gondii isoladas de galinhas e suinos

RESUMO

Investigou-se a habilidade de dois isolados de galinhas (#114 e #277; ToxoDB)
e trés isolados de suinos (#114; ToxoDB) de gendtipos recombinantes (I/11/11l e
I/lll) de Toxoplasma gondii e cepas de referéncia da linhagem clonal (RH e
ME49) de diferenciar do estégio proliferativo (taquizoitos) para o estagio latente
(bradizoitos). Os isolados foram submetidos ao cultivo celular sob duas
condicBes independentes: meio de cultivo com pH 7,0 (neutro, sem inducéo ao
estresse) e pH 8,0 (alcalino, indutor de estresse). Apos quatro dias, os cultivos
foram fixados e os eventos resultantes da infec¢céo e inducdo foram marcados.
Os cistos de T. gondii foram marcados por uma lectina de Dolichos biflorus-FITC,
ligante especifico para parede de cistos, enquanto os taquizoitos livres ou em
vacuolos foram marcados por um anticorpo policlonal anti-T. gondii seguido de
anticorpo secundario conjugado ao Alexa 594. Foram demonstradas diferencas
nas respostas de formacéo de cistos dos isolados de genoétipos recombinantes
em comparacao aos genaotipos tipicos na resposta estressante exdgena in vitro.
A diferenca entre isolados de gendtipo I/l (#114) em relacdo a taxa de
conversao e no padréo na producao de placas de lise indica que a extrapolagéo
de caracteristicas fenotipicas in vitro em parasitos de um mesmo genaétipo deve

ser cautelosa.

PALAVRAS-CHAVES: encistamento, fenotipo, toxoplasmose

1. INTRODUCAO

Toxoplasma gondii, coccidio intracelular obrigatorio atua como um dos
agentes parasitarios de maior éxito na infeccdo, manutencao e transmissao entre
seus hospedeiros (Kim and Weiss, 2004; Tenter et al., 2000). A patogenicidade
desse protozodario sustenta-se na capacidade de diferenciar entre estagios
proliferativos e latentes durante o curso da infeccdo (Skariah et al., 2010).
Quadros agudos ocorrem devido a rapida e expressiva multiplicacdo dos

taquizoitos que resulta em leséo tecidual e o aparecimento de sinais clinicos da
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toxoplasmose, enfermidade severa em individuos com sistema imunoldgico
debilitado ou imaturo (Dubey, 2010; Edvinsson et al., 2009). Individuos
imunocompetentes controlam a infeccao por T. gondii, principalmente, por meio
de uma resposta eficiente com acao de citocinas como INF-y e TNF-a (Channon
and Kasper, 1996), limitando a replicagéo do parasito e conduzindo a infeccéo
para uma condicéo de cronicidade (Suzuki et al., 1989).

Em quadros crbnicos, os taquizoitos presentes nos vacuolos parasitéforos
no meio intracelular sofrem mudancas estruturais, metabdlicas e antigénicas
diferenciando-se em estagios latentes e de replicacdo lenta denominados
bradizoitos (Dubey et al., 1998). Nesse processo de encistamento, os bradizoitos
secretam quitina e glicoproteinas que convertem a parede do vacuolo
parasitoéforo em um cisto de parede fina, elastica, resistente e relativamente néo-
imunogénico (Sullivan and Jeffers, 2012).

Bradizoitos encistados podem permanecer por um longo periodo no
tecido dos hospedeiros, com a habilidade de se reconverter a taquizoitos quando
0 hospedeiro apresenta reducao do status imunitério, por exemplo. Desse modo,
a interconversao taquizoito-bradizoito além de beneficiar a disperséo do parasito
entre hospedeiros por meio do carnivorismo, € importante para o0
estabelecimento da infec¢ao crénica ou da recrudescéncia com aparecimento de
um processo patologico agudo (Dubey, 2010; Lyons et al., 2002). A estratégia
apresentada por Apicomplexa de permanéncia latente nos hospedeiros, é um
paradoxo evolutivo, pois apesar do encistamento comprometer a viruléncia, esse
processo beneficia a transmisséo do agente entre hospedeiros (Sullivan Jr et al.,
2009).

E possivel analisar a conversdo taquizoito/bradizoito de T. gondii por
testes in vitro (Skariah et al., 2010) e diversos protocolos ja foram descritos como
eficientes para gerar estimulos estressantes para a cistogénese in vitro, como o
uso do oxido nitrico exdgeno (NO) (Bohne et al., 1994), arsenito de sédio, choque
térmico, pH alcalino (Soete et al., 1994), privacao de arginina (Fox et al., 2004)
entre outros (Bohne and Roos, 1997; Nagamune et al.,, 2008b, 2008a;
Narasimhan et al., 2008).

T. gondii apresenta uma complexa estrutura populacional (Shwab et al.,
2014). Além das linhagens classicas ou clonais (I, Il, Il), genotipos resultantes

da recombinacéo entre essas linhagens tém sido reportados, principalmente no
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Brasil (Ferreira et al., 2006; Khan et al. 2006; Pena et al.,, 2008). Cepas
recombinantes foram descritas como responsaveis por quadros de
toxoplasmose congénita (Ajzenberg et al., 2002), encefalite grave em
imunossuprimidos (Carme et al., 2002; Genot et al., 2007) e por toxoplasmose
ocular em humanos, com quadro clinico mais severo do que os provocados por
linhagens clonais (Grigg et al. 2001). Entretanto, a compreensdo de como essas
recombinacdes afetam o fendtipo de cepas do parasito e, por consequéncia, a
patogénese da toxoplasmose, tem sido pouco estudado, baseando-se, quase
gue exclusivamente, na viruléncia em modelo murino (Saraf et al., 2017).
Objetivou-se nesse estudo avaliar a capacidade de cinco cepas
recombinantes #114 (I/1ll) e uma cepa do gendtipo #277 (I/1l/1ll) de Toxoplasma

gondii em converter-se de taquizoitos a bradizoitos por inducéo in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacao dos isolados de T. gondii

Foram avaliados cinco isolados de T. gondii obtidos de galinhas e suinos
criados em sistema de subsisténcia, no estado de Alagoas, Brasil (dados ndo
publicados). Adicionalmente, foram incluidos no estudo dois isolados de
referéncia: a cepa RH (gendtipo tipo I) e a cepa ME49 (gendtipo tipo Il). Todos
os isolados foram submetidos a duas passagens em camundongos antes do
experimento. Na tabela 1 encontra-se dados referentes a identificacdo e

nameros de passagem em cultura celular dos isolados estudados.

Tabela 1 - Informacdes sobre os isolados de Toxoplasma gondii utilizados no

estudo: cepas recombinantes e tipicas.

Isolados Espécie animal Passagem in vitro2

TgCkBrALO1 Galinha 9-17
TgCkBrALO2 Galinha 7-15
TgPigBrALO1 Suino 7-18
TgPigBrALO2 Suino 8-18
TgPigBrALO3 Suino 7-19
RH Humano 9-162
ME49 Ovino 7-142

a Numero de passagens ap6s descongelamento e reinoculagao em
camundongo.
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A caracterizacao genotipica (dados nao publicados) revelou que o isolado
TgCkBrALOl trata-se do gendtipo recombinante (I/II/Ill) #277 (ToxoDB) e os
isolados TgCkBrALO2, TgPigBrALO1, TgPigBrAL02, TgPigBrALO3 séo gendtipos
(I/111) #114 (ToxoDB), cujas informagdes sao apresentadas na figura 1.

Figura 1 - Genotipagem por RFLP-PCR e analise filogenética das cepas tipicas

e recombinantes (#114 e #277) de Toxoplasma gondii (quadrados).
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2.1 Cultivo celular

Os taquizoitos dos diferentes isolados foram mantidos em monocamadas
de células epiteliais de rim de macaco verde africano da linhagem MARC-145.
As células foram cultivadas em meio DMEM alta glicose com glutamina 2 mM e
vermelho de fenol (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
suplementado com 10% de soro equino (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA), HEPES 5 mM (pH 7,2), além de uma mescla de penicilina
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(100 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml) e anfotericina B (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA), técnica previamente descrita por Regidor-Cerrillo
et al. (2011). A cultura de células foi realizada em frascos de cultura de 75 ou 25
cm?incubadas a 37°C com saturagdo de 5% de CO2. O Soro equino utilizado foi
previamente inativado por calor (57°C por 30 minutos), esterilizado por filtracao
e submetido a reacao de imunofluorescéncia indireta comprovando auséncia de
IgG anti- T. gondii e N. caninum. Controle do cultivo celular contra contaminacéao
por Mycoplasma spp. era realizado rotineiramente pelo teste de DAPI e, na
suspeita de contaminagdo, submetia o cultivo a PCR com metodologia descrita
por Van Kuppeveld et al. (1992). Todas as culturas foram negativas para

Mycoplasma spp.

2.3 Ensaio de converséo taquizoito-bradizoito

Células da linhagem MARC-145 foram semeadas na concentracdo de
5x10* células/poco, em placas de 24 pocos e incubadas por 24 horas a 37°C
com saturacdo de 5% de COg, para obtencao de confluéncia do tapete celular.

Os taquizoitos foram purificados dos cultivos, trés dias apos a infeccéo
guando apresentavam >80% de vacuolos parasitoforos preservados. As células
infectadas foram raspadas e a suspenséo foi passada repetidas vezes em agulha
de 25G e purificados em coluna PD-10 (GE Healthcare, Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido). A concentracéo e a viabilidade dos taquizoitos
foram determinadas pelo teste de exclusdo de azul de Trypan por contagem em
camara de Neubauer. Todo procedimento de purificagcéo foi realizado a 4°C e a
inoculacao das monocamadas de célula MARC-145 para os experimentos foram
realizadas em até 1 hora do inicio da purificacao.

As culturas foram infectadas com 2x103 taquizoitos purificados de cada
isolado estudado e 8 horas pos-inoculacao (hpi) foram lavadas trés vezes com
PBS 1X para retirada dos taquizoitos extracelulares. Foram recultivados com
meio DMEM com pH ajustado para 8,0. As placas foram incubadas em estufa
37°C na auséncia de CO2 e o meio foi trocado a cada 24h para garantir a
manutencdo do pH alcalino, gerando o estresse dos taquizoitos e induzindo a

conversao a bradizoitos.
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Quatro dias pés-infecgdo, os ensaios foram fixados com metanol a -20°C
por 20 minutos e marcados por imunofluorescéncia para contagem dos eventos
resultantes da infeccdo. Cada condicdo foi avaliada em quadruplicata e os
experimentos foram realizados em dois ensaios independentes. Para controle
negativo, cada isolado foi incubado em placas preparadas nas mesmas
condi¢cbes descritas, mas mantendo DMEM em pH 7,2 a 37°C em 5% de COz,

apos as lavagens.

2.3 Marcacgao por imunofluorescéncia

Apos a fixacdo, as células foram lavadas por trés vezes com PBS e
permeabilizadas utilizando uma solugdo de 0,25% de Triton 100X em PBS a
0,3% de BSA e incubadas por 30 minutos a 37 °C. Seguiu-se com o bloqueio
com PBS a 3% de BSA em condicfes de incubacéo similares as descritas para
evitar a autofluorescéncia ou ligacdes protéicas inespecificas.

Posteriormente foi realizada uma dupla marcagdo: para confirmar a
formacdo de cistos (bradizoitos) utilizou-se lectina aglutinina de Dolichos
biflorus-biotinilada (DBA) (Vector Laboratories, EUA) e para os vacuolos
parasitéforos ou placas de lise (taquizoitos) realizou-se incubacdo com
anticorpos de camundongo anti-T. gondii (diluicdo 1:500; 1 hora a 37°C), seguida
da adicao de IgG de cabra anti-lgG de camundongo (H+L) conjugado com Alexa
Fluor® 594 (diluicdo de 1: 250; 1 hora a 37°C; Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA). O DBA quando excitado revela fluorescéncia verde e Alexa Fluor® 594
demonstra fluorescéncia na cor vermelha, permitindo diferenciar os distintos
eventos. Na sequéncia foi realizada nova lavagem (trés vezes com PBS 1X),
acompanhada de uma ultima marcacdo com DAPI (1:10.000) que se intercala
com o DNA e revela os nucleos celulares. Por fim, as placas foram lavadas e
mantidas com agua destilada e armazenadas sob refrigeracéo.

A leitura dos resultados de inducdo da converséo taquizoito-bradizoito foi
feita em microscopio invertido de fluorescéncia onde se realizou a contagem total
de 100 eventos por poco: formacdo de vacuolo parasitoforo, placas de lise ou

cisto tecidual.
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2.4 Anédlise estatistica

Foram empregados o teste paramétrico one-way ANOVA, seguido do
teste de comparacdes de Turkey para avaliar a influéncia da inducdo da
conversdo no aparecimento do cisto, placas de lise ou vacuolos de cada isolado.
O teste two-way ANOVA, seguido pelo teste de comparacbes multiplas de
Bonferroni foram empregados para avaliar a taxa de conversao entre isolados.
SignificAncia estatistica foi estabelecida como p<0,05. O software GraphPad
Prism 7 v.7.00 foi utilizado para realizar todas as andlises estatisticas e

ilustracdes gréficas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Cinco isolados de T. gondii obtidos de animais destinados ao consumo
humano foram avaliados quanto a aptiddo de responder a estimulos
estressantes, assumindo uma condicdo de laténcia em cultura celular da
linhagem MARC-145. Anteriormente, essa linhagem celular foi empregada para
revelar caracteristicas in vitro de isolados de Neospora caninum (Dellarupe et
al., 2014; Regidor-Cerrillo et al., 2011) e Besnoitia besnoiti (Frey et al., 2016),
demonstrando que a cultura in vitro representa um modelo adequado para o
estudo de caracteristicas fenotipicas de apicomplexas.

J4 estd estabelecido que ocorrem mudancas nas caracteristicas
bioldgicas de cepas de T. gondii mantidas prolongadamente em cultura celular
ou em modelo murino (Khan et al., 2009; Lindsay et al., 1991, Villard et al., 1997),
de maneira que qualquer comparacao de fenétipos entre os isolados de T. gondii
deve ser realizada usando os estoques originais ou de baixa passagem (Saraf
et al., 2017), ou realizar a reinoculacao do isolado em um hospedeiro animal e
realizar o reisolamento in vitro como sugerido por Dellarupe et al. (2014). Dessa
forma, optou-se por realizar dupla passagem das cepas utilizadas nesse estudo
em camundongos para diminuir o viés da adaptagéo dos isolados em cultivo
celular.

Empregou-se nesse estudo as cepas RH e ME49 como referéncias para
auxiliar na comparagdo com isolados recombinantes. A cepa RH apresenta

rapida proliferacéo em cultivo celular e € hipervirulenta no modelo murino (Sibley
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and Boothroyd, 1992), enquanto que a cepa ME49 apresenta menor taxa de
replicacdo, sendo considerada cistogénica in vivo e hipovirulenta no modelo
murino (Saelij et al., 2005). Para enriquecer a analise foi incluida uma cepa
referéncia do tipo Ill, uma vez que os isolados recombinantes expressam a
maioria dos alelos analisados por RFPL do tipo Il em combina¢cdo com tipo |
(#144) ou com tipo | e Il (#277).

As galinhas sdo consideradas excelentes indicadores de contaminacéo
ambiental para oocistos de T. gondii devido ao habito de se alimentarem préximo
ao solo e serem suscetiveis a infec¢éo pelo parasito (Dubey et al., 2002). Em
suinos, a toxoplasmose esta relacionada com alteracdes reprodutivas e
configura como um importante problema para a Saude Publica (Dubey et al.,
2012; Miranda et al., 2015), uma vez que o consumo de embutidos, carnes in
natura, preparacdes com coccao inadequada configuram vias que beneficiam a
veiculacéo do parasito (Dias et al., 2005; Dubey, 2009). A manutencéo do agente
nos tecidos animais se da pelo encistamento acompanhado de alteracdo da
forma evolutiva de taquizoitos para bradizoitos (Dubey et al., 1998). Logo, a
interconversao entre estagios proliferativos e estagios latentes de T. gondii € um
evento crucial para a laténcia do parasito no hospedeiro sem gerar danos a este,
podendo até ser transmitido ou produzir alteracfes patolégicas (Lyons et al.,
2002; Tenter et al., 2000; Weiss and Kim, 2000).

O estabelecimento de um modelo in vitro padronizado, proposto para esse
estudo, permitiu comparar e diferenciar biologicamente isolados. A diferenciacéo
de taquizoitos em bradizoitos a partir de estimulo estressante com meio de pH
alcalino (8,0) dos isolados estudados foi obtido com éxito conforme demonstrado
na Figura 2.



98

Figura 2 - Cisto de Toxoplasma gondii in vitro induzido por pH alcalino em cultura
celular da linhagem MARC-145.

N

C

Cultivo da cepa TgCkBrALO1 apo6s indugdo do encistamento por meio alcalino. (A) Contraste de fase; (B)
4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) foi utilizado para marcar moléculas de DNA; (C) Marcagao com anticorpo
primario (IgG de camundongo anti- T. gondii) e anticorpo secundario (IgG de coelho anti-lgG de
camundongo conjugado com Alexa Fluor® 594, vermelho), seta representa um vacuolo parasitéforo (VP).
(C) Marcacéo por lectina de Dolichos biflorus conjugada com FITC, confirma a converséo in vitro do agente
por marcagao de glicoproteinas de cisto, ndo ha marcagdo do VP.

As proporc¢des da formacgéo de vacuolos parasitoforos, placas de lise e
cistos para os diferentes isolados estdo demostradas na figura 3. Todos os
isolados formaram de cistos nas culturas no meio com pH 7,0 (sem estresse) em
baixo niamero, mostrando aumento significativo quando cultivados em meio com
pH 8,0. J& € bem documentada que a inducdo por estresse exogeno altera o
ciclo celular do parasito, conduzindo a uma condicdo de diferenciacdo de
taquizoitos a bradizoitos (Skariah et al., 2010) e o uso de meio com pH alcalino
(pH 8,0-8,2) tem sido um método altamente empregado para este fim (Lei et al.,
2005; Ricard et al., 1999; Soete et al., 1994, 1993).



Figura 3 - Sunburst chart das proporc¢des de vacuolos, placas de lises e cistos para cada cepa de Toxoplasma gondii com

inducéo (meio com pH 8,0) e sem inducéo (meio com pH 7,0) do encistamento in vitro.
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Ressalta-se que o pH alcalino ndo representa uma condi¢ao de estresse
fisiol6égico, mas mimetiza o desencadeamento da converséo de estagio in vivo
(Ferreira da Silva et al., 2009, 2008). Contudo, a conversdo a bradizoito
encistado pode ser guiada por fatores fisiolégicos que ndo sejam estresses
ex0genos, uma vez que o0s taquizoitos podem se converter espontaneamente
em bradizoitos, como na baixa multiplicidade de infeccdo (MOI) e no recultivo
sequencial de taquizoitos presente no sobrenadante de culturas infectadas
também levam a formacao de cistos (McHugh et al., 1993; Sullivan and Jeffers,
2012). Outro fator que pode explicar o encistamento em culturas sem estresse
exdgeno é o uso de linhagens celulares com um nimero elevado de passagens
na manutencdo dos parasitos (Dubey et al.,, 1998). Nesse experimento,
utilizamos a linhagem MARC-145 entre a 312 e 362 passagem.

Comparando os diferentes eventos gerados entre os tratamentos (meio
pH 7,0 e pH 8,0) (Figura 4), observa-se que a presenca de vacuolos parasitoforos
sofreu reducdo significativa, com excecdo da cepa de referéncia RH, que
demonstrou maior formacdo de vacuolos quando exposta ao meio de pH
alcalino. As placas de lise foram reduzidas nos cultivos de meio de pH 8,0 de
guase todos isolados, exceto para TgCkBrALO1 e TgPigBrAL0O3, ndo havendo
diferenca estatistica.

Observa-se uma relacéo indireta quanto aos resultados obtidos na
inducdo a laténcia entre o aumento da formacao de cistos com a formacéo de
vacuolos (excecdo da cepa RH) e o aparecimento de placas de lise. Soete et al.
(1993) relataram que a interconversdo ndo é um evento sincrénico no cultivo
celular, apesar dos parasitos in vitro formarem uma populacdo homogénea. Alia-
se o fato da transicao entre taquizoitos e bradizoitos estar, assim como o ciclo
litico de T. gondii, acompanhado temporariamente por transcricdo de genes
dispersos no cromossomo do parasito (Radke et al., 2005), de modo que ha uma
desaceleracdo do ciclo celular provocado pela entrada no processo de
conversao a bradizoitos (Gubbels et al., 2008; Radke et al., 2003). Essa reducéo
do ciclo celular, possivelmente, contribui para a diminuicdo da proliferacao, e
também na formacédo de placas de lise, expressao da egressdo que é a etapa
final do ciclo litico do parasito. Esse fenbmeno foi reportado por Shimada,
O'Connor, Yoneda (1974) ao avaliarem a relacdo entre destruicdo da
monocamada de célula hospedeira e encistamento da cepa RH com 14 dias de
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tratamento onde houve aumento da formacao de cistos e diminui¢do drastica da

lise celular.

Figura 4 - Quantitativo dos eventos (cistos, vacuolos e placas de lises) entre o
cultivo sem inducgéo (pH 7,0) e com inducéo (pH 8,0) da conversdo taquizoito-

bradizoito das cepas tipicas e recombinantes (#114 e #277) de Toxoplasma

gondii.
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A — contagem de cistos; B — contagem de vacuolos; C — contagem de placas de lises. A diferencga
dos eventos entre tratamentos foi significativa para todos os isolados entre os tratamentos

(p<0,05), exceto nos que apresentam asterisco ( *).

As taxas relativas de conversdo (Figura 5) mostram que a cepa
TgCkBrALO1 (55,1%) apresentou um maior percentual de encistamento, com
diferenca significativa em relacdo as outras cepas. O perfil fenotipico de alto
encistamento demostrado por esse isolado garante a manutengcéo de formas
vidveis do agente uma vez que fornece resisténcia a digestdo, ndo inativacao

pela resposta imune do hospedeiro, acdo medicamentosa, além disso facilita a
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dispersdo ambiental, aumentando assim a transmissdo do parasito se o

hospedeiro for consumido por um predador (Sullivan Jr. et al., 2009).

Figura 5 - Taxa relativa de converséo taquizoito-bradizoito entre cepas tipicas e

recombinantes (#114 e #277) de Toxoplasma gondii, em porcentagem.
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As cepas de referéncias exibiram baixas taxas de conversdo em relagao
aos isolados recombinantes com 25,3% para a cepa RH (menor entre todos os
isolados) e 37,9% para a cepa ME49. Soete, Camus e Dubrametz (1994)
relataram que a linhagem RH pode sofrer desenvolvimento parcial de bradizoito
in vitro sob condi¢des similares aqui descritas, no entanto, geralmente acredita-
se que as cepas do tipo | sejam menos capazes de realizar a conversao do que
as cepas do tipo Il (Weiss and Kim, 2000) ou do tipo Il (Behnke et al., 2008). A
cepa RH de T. gondii foi primeiramente isolada em 1939 de tecido humano
(Sabin, 1941) e desde entédo passou por modelos in vivo e in vitro em diversos
laboratorios do mundo (Hughes, Hudson, Fleck, 1986). Devido a passagem
prolongada, esta cepa perdeu seu potencial de producéo de oocistos (Frenkel;
Dubey; Hoff, 1976), bem como de formar cistos teciduais em ratos (Dubey, et al.,
1999). De modo divergente, foi verificado que em ratos infectados com

taquizoitos da cepa RH, estes foram capazes de converterem-se em bradizoitos
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guando tratados com atovaquone associado a pirrolidina ditiocarbamato de
amonio (Djurkovic-Djakovic et al., 2005).

O isolado TgPigBrALO3 de gendtipo I/1I/1ll (#114; ToxoDB) comportou-se
de forma diferente em compara¢&o aos outros trés isolados de mesmo genotipo,
revelando maior producédo de cistos, desenvolvimento de placas de lise e n&o
diferente estatisticamente entre tratamento estressante e ndo-estressante. Ha
uma tendéncia de compreensao que um genotipo determinado expressara uma
caracteristica fenotipica também determinada. Todavia, comparacdes
gendmicas e transcriptdmicas revelaram que variacbes fenotipicas entre
isolados do tipo | (RH e GT-1) séo resultados de diferencas na expressao de
genes do parasito, além de identificar diferentes vias de modulacdo da célula
hospedeira pelos isolados (Yang et al., 2013). H& caréncia de informacdes sobre
a contribuicdo genética nas diferencas fenotipicas entre cepas recombinantes de
mesmo genotipo.

A associacdo dos conhecimentos genéticos tdo bem aceitos e
empregados na caracterizacao de isolados de T. gondii pode e deve ser aliado
as manifestacées fenotipicas para melhor caracterizar um isolado. E necessario
ressaltar que os estudos epigenéticos podem contribuir imensamente para
compreender os mecanismos de encistamento. Em particular, a acetilacdo de
histonas tem sido relacionada com a expressao de genes estagio-especificos de
taquizoitos e bradizoitos. A acetilagdo de histona contribui para a restruturacao
da cromatina, favorecendo um ambiente que leva a expressdo de um
determinado gene (Behnke et al., 2008; Dixon et al., 2010; Jamieson et al., 2009;
Sullivan Jr et al., 2009).

Foram demonstradas diferencas na resposta entre cepas recombinantes
tipo I/111 e I/11/11l em comparacao as cepas tipicas quando induzida a uma resposta
estressante exdgena in vitro. Uma cepa (TgPigBrALO3) de gendtipo /1l (#114)
manifestou taxas de converséo e padrédo na formacao de placa de lise distintas
das outras cepas de mesmo genotipo, o que sugere que a extrapolacao de dados

fenotipicos intragendtipos deve ser cautelosa.
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7 ARTIGO 3

Caracteristicas da infectividade in vitro foram compativeis com o perfil dos
genes ROP18 e ROP5 de isolados recombinantes de Toxoplasma gondii,

obtidos de suino e galinha.
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Caracteristicas da infectividade in vitro foram compativeis com o perfil dos
genes ROP18 e ROP5 de isolados recombinantes de Toxoplasma gondii

obtidos de suino e galinha.

Resumo

O comportamento biologico de diferentes isolados de T. gondii durante o ciclo
litico contribui para um maior ou menor fenétipo de viruléncia determinada no
modelo murino. Devido a dificuldade de extrapolacdo de dados da viruléncia in
vivo, marcadores moleculares vém sendo identificados e relacionados com a
patogenia em camundongos, a exemplo dos genes das proteinas de réptrias
(ROPs). Objetivou-se caracterizar a habilidade de invaséo celular e proliferacado
de cinco isolados recombinantes de T. gondii obtidos de tecido de suino e galinha
no Brasil e estabelecer a relagéo entre a infectividade e os alelos dos genes
ROP5 e ROP18. As caracteristicas fenotipicas da infectividade in vitro dos
isolados recombinantes caracterizaram-se por baixa taxa de invasdo e
proliferacdo intracelular e estdo relacionados com o padrédo dos marcadores
moleculares de viruléncia ROP5/ROP18 (1/3) considerados avirulentos ou nao-

letais.

Palavras-chaves: Viruléncia; fen6tipo; genoétipo

1. Introducéao

Toxoplasma gondii € um coccidio intracelular obrigatorio, cosmopolita e
com habilidade de infectar uma ampla gama de hospedeiros como seres
humanos, animais selvagens e domesticados (Dubey, 2010). E o agente
etiologico da toxoplasmose, uma enfermidade que em infec¢cbes agudas pode
provocar severas lesdes oftalmoldgicas, neurologicas e problemas reprodutivos
(Tenter et al.,, 2000; Weiss and Dubey, 2009). Entretanto, as infeccOes
geralmente cursam de forma assintomatica e cronicas, com o encistamento do
parasito nos tecidos dos hospedeiros (Sullivan and Jeffers, 2012).

A patogenia da toxoplasmose ocorre em consequéncia da lesédo tecidual,
provocada pelo ciclo litico do parasito associada a resposta inflamatoria
desenvolvida pelo hospedeiro frente a agressao (Bhopale, 2003; Black and
Boothroyd, 2000). O ciclo litico de T. gondii resulta do processo de adeséao dos
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taquizoitos na superficie da célula hospedeira, invasdo com formagé&o do vacuolo
parasitéforo, proliferacéo intracelular e saida celular, ocasionando a liberacéo de
taquizoitos no ambiente extracelular para infec¢cdo de novas células (Black and
Boothroyd, 2000; Saeijj et al., 2005). O comportamento biolégico de diferentes
isolados de T. gondii durante o ciclo litico contribui para um maior ou menor
fendtipo de viruléncia e isso depende das estratégias de evasao imunoldgica
apresentada por cada isolado, chamados fatores de viruléncia (Appleford and
Smith, 1997; Dupont et al., 2012; Melo et al., 2011).

A viruléncia de T. gondii € determinada pela mortalidade apresentada por
camundongos infectados com diferentes doses do parasito (Saraf et al., 2017).
Através dessa analise, verificou-se que cepas clonais, encontradas
frequentemente na Europa e nos Estados Unidos (Shwab et al., 2014)
apresentam fenétipo hipervirulento (tipo 1), hipo ou avirulento (tipos Il e 11I) (Howe
and Sibley, 1995; Sibley and Boothroyd, 1992). Na América do Sul (com
destaque para o Brasil), a presenca de cepas clonais € incomum, em geral a
estrutura populacional de T. gondii nessa regido é formada por isolados com
elevadas combinacBes alélicas, denominados de gendtipos recombinantes
(Ajzenberg et al., 2004; de Melo Ferreira et al., 2006; Pena et al., 2008). Cepas
recombinantes foram isoladas de humanos com graves quadros de
neurotoxaplosmose e toxoplasmose ocular, apresentando maior viruléncia que
cepas classicas, sugerindo que a recombinacgdo sexual de linhas clonais distintas
e concorrentes, seja 0 caminho natural na evolugcédo da viruléncia em T. gondii
(Carme et al., 2002; Cavalcante et al., 2007; Grigg et al., 2001a, 2001b; Khan et
al., 2009). Apesar de amplamente empregado e ser a metodologia padréo
recomendada, a viruléncia de T. gondii em modelo murino ndo pode ser
extrapolada para outras espécies animais, caracterizando um limitante da
técnica (Dubremetz and Lebrun, 2012; Saraf et al., 2017).

Na busca por marcadores genéticos da viruléncia, identificou-se que o
perfil alélico das proteinas de roptrias (ROPSs) apresentavam uma associacao
com a viruléncia em camundongos (El Hajj et al., 2007; Weilhammer and Rasley,
2011; Zhao et al., 2009). As ROPs sao quinases envolvidas ativamente com o
processo de invaséo celular e manutencéo da infeccao (Dubremetz and Lebrun,
2012; Shwab et al., 2016). Atualmente, um dos fatores de viruléncia mais
importantes de T. gondii € a ROP18, que tem sua acdo potencializada pela
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ROPS5, de forma que a combinacédo de alelos dessas proteinas € considerada
um importante preditivo da viruléncia de cepas de T. gondii (Behnke et al., 2015;
Fox et al., 2016; Régo et al., 2017)

Objetivou-se caracterizar a habilidade de invaséo celular e proliferagéo de
cinco isolados recombinantes de T. gondii obtidos de tecido de suino e galinha,
além de estabelecer a relacéo entre o fendtipo da infectividade in vitro e o padréo
dos genes ROP5 e ROP18 para dois isolados (genotipos #114 e #277).

2. Material e Métodos

2.1 Caracterizacao dos isolados de T. gondii

Foram avaliados cinco isolados de T. gondii de gendtipos recombinantes
obtidos de tecido nervoso de suinos (TgPigBrALO1, TgPigBrAL02, TgPigBrAL03)
e galinhas (TgCKkBrALO1 e TgCkBrALO2) criados em sistema de subsisténcia na
zona rural da cidade do municipio de Vicosa, estado de Alagoas, Brasil (dados
ndo publicados). A caracterizacdo molecular prévia dos isolados revelou o
padrdo genotipico apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Genotipagem por Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP-
PCR) dos isolados de Toxoplasma gondii de genétipo recombinante, obtidos de

tecidos de suinos e galinhas.

Isolates SAG1 SAG2 SAG3 BTUB GRAG6 c22-8 c29-2 L358 PK1l APICO ToxoDB

TgPigBrALO1,
TgPigBrALO2,

TgPigBrALO3 | ] | 1l 1l 1l | 1] | #114
TgCkBrALO2
TgCkBrALO1 | 1] | Il Il Il Il 1l [ #2177

Foram incluidas nesse estudo as cepas de referéncia RH (gendtipo tipo I)
e ME49 (gendtipo tipo 11). Todos os isolados foram submetidos a duas passagens
em camundongos antes da execucdo dos experimentos. O intervalo de
passagens em cultivo celular dos isolados durante os experimentos esta
apresentado na tabela 2.

A manutencéo rotineira dos isolados ocorreu em monocamada de células
da linhagem MARC-145 e para os ensaios de invaséo e proliferacdo utilizou-se
a linhagem HFF. O protocolo de manutengdo dos isolados e das ceélulas
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hospedeiras em cultivo, bem como a purificacdo dos taquizoitos para os ensaios

foram realizadas de acordo com Regidor-Cerrillo et al. (2011).

Tabela 2 - NUumero de passagens in vitro das cepas tipicas e recombinantes
(#114 e #277) de Toxoplasma gondii utilizadas no estudo.

Isolados Espécie animal Passagem in vitro2

TgCkBrALO1 Galinha 9-17
TgCkBrALO2 Galinha 7-15
TgPigBrALO1 Suino 7-18
TgPigBrALO2 Suino 8-18
TgPigBrALO3 Suino 7-19
RH Humano 9-162
ME49 Ovino 7-142

a Numero de passagens apés descongelamento e
reinoculacdo em camundongo.

2.2 Ensaio de invasao parasitaria

Para o ensaio de invasdo parasitaria seguiu-se o protocolo previamente
descrito por Dellarupe (2014) com algumas modificacdes. Foi realizado
plaqueamento (placas de 24 pocos) de 2,5x10* células da linhagem HFF para
obtencdo de monocamada celular confluente em 24 horas de incubacéao a 37°C,
com saturacdo de 5% de COz2. Posteriormente foi inoculado 2,5x10? taquizoitos
dos isolados estudados nos pocos das placas, em quadruplicata. Diferentes
placas foram lavadas por trés vezes com PBS para a retirada dos taquizoitos
que ndo realizaram a invasao em dois tempos distintos: as 2 horas pés-infeccao
(hpi) e as 6 hpi. Uma outra placa foi mantida sem lavagem até 48hpi (final do
experimento). As taxas de invasdo parasitaria as 2 horas (InvP2h) e as 6 horas
(InvP6h) foram determinadas pelo numero de eventos (vacuolos parasitéforos e
das placas de lise) e a taxa total de invasao (InvPT) foi determinado pelo nimero
de eventos por poco na placa que nao foi lavada (48 hpi). Ao final de 48 hpi, as
placas foram fixadas com metanol a —20°C por 20 minutos e procedeu-se a
imunomarcacao pela metodologia descrita Jiménez-Pelayo (2017). Os pocos de
placas foram examinados em microscopio invertido com fonte de luz UV com
aumento de 200x para contagem dos vacuolos parasitéforos e das placas de lise
imunomarcadas (eventos) por po¢o apos o crescimento do parasito. Os ensaios

foram realizados em dois ensaios independentes.
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2.3 Ensaio de proliferacéo intracelular

A proliferacdo dos taquizoitos in vitro foi determinada pela quantificacédo
do namero de taquizoitos em diferentes tempos de crescimento (2; 12; 24; 48;
72 hpi) por PCR quantitativa (QPCR). Foram determinadas curvas de
proliferacéo, cinética de crescimento (fase lag e log do ciclo celular do parasito)
e comparacao das médias da proliferacao as 72hpi.

A metodologia utilizada nesse ensaio foi similar ao procedimento proposto
por Frey et al. [24], com modificagdes. O plagueamento de células da linhagem
HFF foi realizada na concentracgdo 2,5x10° células/poco e utilizou-se um inéculo
de 2x103 taquizoitos/poco dos isolados estudados a monocamada celular. Os
ensaios foram realizados em quadruplicatas em dois ensaios independentes.

O numero de taquizoitos de T. gondii foi determinado pela interpolacédo do
valor Ct sobre as curvas padrdes do parasito (10* a 10! taquizoitos) e do gene
enddgeno B-actina (320, 160, 80, 40, 20, 10, 5 e 2,5 ng de DNA). Os primers e 0
perfil térmico usado para o parasito foram os descritos por Edvinsson et al.
(2006) e para o gene enddgeno por Gutierrez et al. (2012). Os resultados foram
expressos pela relacdo entre a quantidade de DNA do parasito e DNA da célula

(R? 2 0.99; valores slope variaram entre -3.39 e -3.26).

2.4 Estudo da viruléncia molecular

A genotipagem de locus associados a viruléncia (ROP5 e ROP18) foi
realizada para os isolados TgCkBrALOl1 e TgPigBrALOl, que apresentam,
respectivamente, 0s genotipos recombinantes #277 e #114. Utilizou-se a

metodologia de RFLP-PCR, descrito anteriormente por Shwab (2016).

2.5Analise estatistica

Foram empregados o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do
teste de comparacdo multipla de Dunn para investigar a diferenca na taxa de
infeccdo nas InvP2h, InvP6h e InvPT. O teste ANOVA two-way, seguido do teste
de comparagbes multiplas de Bonferroni foram empregados para estudar a
influéncia a indu¢éo da conversao entre isolados e a diferencas na frequéncia de
deteccdo de DNA do parasito pelo gPCR as 72 hpi. Significancia estatistica foi
estabelecida com p<0,05 e o software GraphPad Prism 7 v.7.00 foi utilizado para

realizar todas as analises estatisticas e ilustragdes graficas.
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3 Resultados

3.1 Ensaio de invaséo parasitaria

A taxa de invaséo celular foi similar entre os isolados recombinantes com
destaque para o isolado TgPigBrALO3 que teve as menores taxas as IlvnP2h
(5,8%) e as lvnP6h (14,4%), porém essa diferenca nao foi significativa. As taxas
de invaséo entre da cepa tipica RH foi a maior entre todos os isolados. A entrada
em InvP6h (entre 2h e 6hpi) foi mais efetiva que em InvP2h (Oh as 2hpi) entre os

isolados estudados (Tabela 3).

Tabela 3 - Taxas de invaséo parasitaria as 2hpi (lvnP2h), 6hpi (InvP6h) e 48hpi
(InvP48h) dos isolados recombinantes de Toxoplasma gondii (#114 e #277,
ToxoDB) isolados de suinos e galinhas.

Isolates Inv2h(%) Inveh(%) Inv48h(%)

RH 18,4 36,4 59,2
ME49 13,4 28,0 52,6
TgCkBrALO1 8,4 18,4 30,2
TgCkBrALO2 9,2 20,5 35,2
TgPigBrALO1 8,5 21,4 30,7
TgPigBrALO2 8,5 18,9 36,8
TgPigBrALO3 5,8 14,4 31,1

Verificou-se que os isolados recombinantes de ambos os genétipos (#114
e #277) se comportaram de forma similar quanto a invasdo das células, néo
havendo diferenca significativa em InvP2h, InvP6h ou InvPT. Entre as cepas
clonais, a RH apresentou maior nUmero de eventos resultantes da invas@o nos

tempos avaliados, seguido por ME49 (Figura 1).
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Figura 1 - Eventos de invasao parasitaria para lvnP2h (A), as InvP6h (B), InvPT
(B) dos isolados recombinantes de Toxoplasma gondii (#114 e #277; ToxoDB)

isolados de suinos e galinhas.
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Diferentes letras indicam diferencas estatisticas (p<0,005)

3.2 Ensaio de proliferacédo intracelular

As curvas de crescimento exponencial, da funcdo logaritmica e
crescimento populacional as 72 hpi revelaram que a cepa RH multiplicou de
maneira mais eficiente que os demais isolados. Entre os isolados de gendtipo
#114 e #277, a proliferacao foi estatisticamente igual, no entanto o isolado
TgCkBrALOl (#277) teve menor numero de taquizoitos/ng de DNA que os
demais, entanto TgPigBrALO3 (#114) foi o isolado com eficiéncia na proliferagéo
entre os recombinantes, ndo mostrando diferenca significativa em relagéo a cepa
ME49.
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Figura 2 - Curvas de crescimento exponencial, da fungcdo logaritmica e
comparacao das médias de crescimento populacional as 72 hpi dos isolados

recombinantes de Toxoplasma gondii (#114 e #277; ToxoDB) isolados de suinos

e galinhas.
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Diferentes letras demostram diferencas estatisticas.

3.3 Estudo da viruléncia molecular

A caracterizacdo dos alelos dos genes das proteinas de réptrias ROP5 e
ROP18 dos isolados TgTgCkBrALO1 (#277) e TgPigBrALO1 (#114) apontou o
perfil 1/3 (ROP5/ROP18) para ambos os isolados. Em comparacdo aos dados
publicados previamente por Shwab et al. (2016), a combinagao desses alelos
esta associada a um fenotipo néao virulento no modelo murino. Os genes ROP16
e ROP17 exibiram os alelos 3 e 4 para o isolado de galinha e 1 e 4 para o isolado

suino (Tabela 4).
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Tabela 4 - Caracterizagcdo dos alelos dos genes ROP5, ROP18, ROP16 e
ROP17 dos isolados TgTgCKkBrALO1 (#277) e TgPigBrALO1 (#114) obtidos de

galinha e suino e cepas de referéncia RH e ME49.

Virulence protein Virulence in vivo by
Isolate Genotype
ROP5 ROP18 ROP16 ROP17 Shwab et al. (2016)
RH Tipo | (#10) 1 1 1 1 Lethal
ME49 Tipo Il (#1) 2 2 2 2 Lethal
TgCkBrALO1 #277 1 3 3 4 No-lethal
TgPigBrALO1 #144 1 3 1 4 No-lethal

3 Discussao

No presente estudo foram qualificados os aspectos fenotipicos da
infectividade in vitro (invasédo e proliferacdo) de isolados recombinantes de T.
gondii e o perfil genético dos fatores de viruléncia ROP5 e ROP18. A
infectividade de um agente infeccioso € compreendida como a capacidade de
invasdo e colonizacdo dos tecidos (Dubremetz and Lebrun, 2012; Putt, 1987).
Esse comportamento biol6gico em Toxoplasmatineos pode ser determinado por
avaliacdes in vitro (Appleford and Smith, 2000, 1997; Dellarupe et al., 2014; Frey
et al., 2016; Regidor-Cerrillo et al., 2011), contudo, a relacdo entre achados
fenotipicos da infectividade in vitro com os fatores de viruléncia nao esta
estabelecido. Para nosso conhecimento essa € a primeira investigacdo que
estuda a etapas do ciclo litico de gendétipos recombinantes e verifica a relagao
entre os achados in vitro e os marcadores moleculares de viruléncia.

Os isolados avaliados foram obtidos de animais de producéo da zona rural
do interior do Estado de Alagoas, nordeste brasileiro (dados n&o publicados).
Esses animais eram criados para a subsisténcia e consumidos pela populacéo
humana, o que configura um sério problema sanitario, uma vez que carne
proveniente de produc¢des com precdrio manejo sanitario apresenta um maior
risco de infeccdo para os humanos do que animais criados em sistemas
tecnificados (Garcia-Bocanegra et al., 2010; Hill et al., 2005; Jones and Dubey,
2012). Adiciona-se a isso o fato de ser cultural nessa regido do Brasil o consumo
de visceras de suinos, como o coragédo, tecido que ja teve T. gondii isolado de

animais de criacdo de subsisténcia no sul do Brasil (Oliveira et al., 2014). Assim,
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deve-se alertar a populacao sobre os riscos da ingestao de tecidos crus ou com
coccédo inadequada (Dubey, 2010).

Antes da realizacdo dos ensaios fenotipicos, as cepas foram inoculadas
em camundongos para reduzir os efeitos da cultura in vitro que podem alterar
algumas das caracteristicas fenotipicas do parasito (Khan and Michael, 2018).
Os cinco isolados (um genotipo #277 e quatro genotipos #114) exibiram
igualdade na analise estatistica no fenotipo de infectividade de invaséo
parasitaria e proliferacdo in vitro. Todavia, o isolado TgPigBrALO3 (#114)
apresentou um comportamento distinto dos demais, e apesar de exibir menor
taxa de invasédo, esse isolado curiosamente teve a maior proliferacdo entre os
isolados recombinantes, ou seja, apesar da baixa habilidade de penetrar as
células foram eficientes em multiplicar-se no curso do ciclo litico, ainda que sem
significancia estatistica. Comparando as caracteristicas apresentadas dos
isolados recombinantes com as cepas clonais, verificamos que os cinco isolados
apresentaram baixa infectividade.

De modo esperado, a cepa de referéncia RH (tipo 1) foi a mais eficiente
tanto na invasdo quanto na proliferacéo, seguida da cepa ME49 (tipo II). Dado
que confirma as descricfes feitas por Radke e White (1999) que ja haviam
demostrado que a taxa de crescimento in vitro difere significativamente entre
gendtipos tipicos, com a cepa do tipo |, cresendo substancialmente mais rapido
do que as cepas dos tipos Il e lll. A cepa RH ndo s6 tem uma taxa de crescimento
in vitro mais elevada, mas também pode sobreviver muito mais tempo no
ambiente extracelular do que qualquer outra linhagem conhecida de T. gondii
(Khan et al., 2009).

Isolados recombinantes e atipicos sédo encontrados em alta frequéncia no
Brasil em animais (Pena et al., 2008) e em humanos, estando associados com
toxoplasmose ocular congénita na frequéncia de cinco vezes maior do que em
casos europeus (Gilbert et al., 2008). Desta maneira, o estudo de caracterizacao
biologica ou genética de novos isolados sdo importantes para compreender a
complexidade do parasito. Na busca por métodos que facilitem o acesso a
viruléncia deste coccidio, diferentes marcadores moleculares tém sido descritos.

O perfil dos genes ROP5/ROP18 apresentado pelas cepas TgCkBrALO1
(#277) e TgPigBrALO1 (#114) foram descritos como de isolados néo letais ou
avirulentos em um amplo estudo realizado por Shwab et al. (2016) com isolados
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de diversas regibes geograficas. Esses dados corroboram com 0s nossos
achados de infectividade in vitro. A quinase ROP18 atua fosforilando enzimas
hidroliticas (IRGs; familia das GTPases) que danificam o vacuolo parasitéforo
inviabilizando a sobrevivéncia do parasito (El Hajj et al., 2007; Steinfeldt et al.,
2010). A ROP5, uma pseuquinase, potencializa a acdo de ROP18 na inativacao
das IRGs e mesmo na auséncia de ROP18 alelos especificos de ROP5 podem
reduzir a producédo de IFN-y induzida pelas IRGs (Niedelman et al., 2012), ao
passo que, a inativacdo das IRGs por ROP18 € dependente da expresséo de
alelos virulentos de ROP5 (Behnke et al., 2015). As ROP18 e ROP5 também tém
se mostrado importantes alvos vacinais devido a atividade imunogénica, com
protecdo parcial contra cepas virulentas e avirulentas (Zheng et al.,, 2013,
Grzybowski et al., 2015).

O gendtipo #114 j4 foi isolado anteriormente em galinhas por de Oliveira
et al. (2009) no Estado de Pernambuco. Na caracteriza¢ao fenotipica in vivo esse
isolado ndo provocou a morte de nenhum animal inoculado, sendo classificado
como avirulento, e exibiu na avaliagdo de marcadores moleculares de viruléncia
os alelos 1/3/1/4 (ROP5, ROP18, ROP16, ROP17, respectivamente) (Shwab et
al., 2016), igualmente aos apresentados pelo isolado do presente estudo. O
genotipo #277 foi primeiramente descrito também em galinhas, no Estado da
Paraiba, porém como nao ha descri¢do prévia da viruléncia in vivo ou molecular,
comparou-se a associacao do perfil alélico do isolado TgCkBrALO1 (Tabela 3)
com um isolado que apresenta mesmo perfil alélico de ROPs, o isolado
TgCkGy18 (#68) (Dubey et al., 2007), obtido de galinhas na Guiana Francesa. O
isolado franco-guianés foi considerado avirulento em camungondo, assim a
combinacdo dos alelos de TgCkBrALO1l também esta relacionada com um
isolado avirulento.

Apesar de terem sido propostas como fatores de viruléncia, as proteinas
ROP16 e ROP17, essas nao apresentaram relacdo com a viruléncia em
camundongo nas descricbes comparativas de Shwab et al. (2016).
Funcionalmente, a quinase ROP17, atua de forma sinérgica ROP18 (Etheridge
et al.,, 2014) e a ROP16 manipula a transcricdo das vias STAT3/6, reduzindo a
resposta Thl (Butcher et al., 2011). Aqui, optou-se por incluir esse marcadores
para verificar a relagdo com o modelo in vitro. No entanto, o perfil de alelos 1 ou
3 (ROP16) e 4 (ROP17), por exemplo, sdo descritos tanto para isolados
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virulentos, quanto avirulentos, sem um padrdo evidente ou correlagdo com a
viruléncia em camundongo (Shwab et al., 2016). Logo, nédo € possivel tracar uma
relacdo entre o perfil desses genes como o fenoétipo de baixa infectividade aqui
descrito dos isolados de gendtipo recombinante.

Conclui-se que os gendtipos #114 e #277 de T. gondii de suino e galinha
do Brasil apresentam o mesmo comportamento de invaséo e proliferacéo in vitro,
caracterizando um fenétipo de baixa infectividade e este fenétipo possui relacéo

com os marcadores moleculares de viruléncia ROP5 e ROP18.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Cepa de Toxoplasma gondii de gendtipo tipo Il variante apresenta padréo
fenotipico de infectividade distinto nos ensaios na invasdo parasitaria,
proliferacdo intracelular e cistogénese induzida em relacdo a cepas de

genotipo tipo Il classico.

A caracterizacdo da habilidade de resposta ao estresse para cistogénese
demostrou que isolados recombinantes I/1ll diferem de isolados do genétipo
recombinante I/1l/lll e entre isolados de mesmo gendtipo. E necessario
estabelecer melhor relagéo da viruléncia em modelo murino, caracterizagao
genética e comportamento fenotipico para cepas recombinantes de T.

gondii.

As caracteristicas fenotipicas da infectividade in vitro (baixa taxa de invaséo
e baixa de proliferacdo intracelular) de dois isolados recombinantes de T.
gondii corroboram com o padrdo dos marcadores moleculares de viruléncia

ROP5/ROP18 (1/3), considerados avirulentos ou ndo-letais.

Variacdes fenotipicas entre e intragenotipos devem ser exploradas por
ferramentas genéticas, epigenéticas e ou transcricionais para compreender
0s mecanismos desenvolvidos por T. gondii envolvidos no comportamento

bioldgico.

Técnicas de caracterizagcdo in vitro mostram-se aptas para revelarem
caracteristicas da infectividade que estdo diretamente relacionadas a
viruléncia. Estudos futuros devem se dedicar a correlacionar achados in vitro,
in vivo e moleculares a fim de tentar validar um teste de viruléncia que nao

necessite o uso de camundongos.



