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Resumo

Toxoplasma gondii, um parasito do filo Apicomplexa, € um patégeno intracelular obrigatério
sendo responsavel por 10-50% de infecgBes humanas em todo mundo. Portanto, é de se
esperar que componentes tanto do parasito quanto da célula hospedeira auxiliem T. gondii na
invasdo ao epitélio intestinal. Embora, os mecanismos pelos quais o parasito estabelece a
infeccdo no trato intestinal ainda ndo estdo bem estabelecidos. Nosso objetivo foi avaliar
aspectos morfofisioldgicos da linhagem celular Caco-2 frente as infeccdes por T. gondii.
Foram avaliados os efeitos na endocitose e permeabilidade paracelular por meio do dextran
em células infectadas, a integridade e a distribui¢do das microvilosidades (utilizando faloidina
para deteccdo de actina), a formacao da juncdo de oclusdo (através da localizacdo celular da
ocludina), a mensuracdo da resisténcia elétrica transepitelial (TEER), e a expressao de
citocinas IL-1pB e IL-8. A inibicdo da via de sinalizagdo Notch também foi avaliada nas células
Caco-2 frente ao parasito. Nossos resultados demonstraram que a endocitose de dextran foi
menor nas células infectadas. Devido a infec¢do pdde ser claramente observada a perda das
microvilosidades, quando comparada com células ndo infectadas. Quanto a distribuicdo da
ocludina, foi observado um padréo de distribuicdo tipo rede de forma integra nas células ndo
infectadas. Por outro lado, as células infectadas com T. gondii mostraram que a ocludina esta
localizada de forma descontinua na membrana apical. Consequentemente pode-se observar
uma diminuicdo da TEER devido alteracdo da juncdo de oclusdo nas células infectadas. Sobre
a expressdo de RNAs mensageiros, observou-se um aumento da citocina IL-8 e uma tendéncia
de aumento de IL-1p na presenca de T. gondii. A inibicdo da via Notch nas células Caco-2
afetou a proliferacdo do parasito. Estes resultados sugerem a influéncia da invasdo de T.
gondii na homeostase intestinal, incluindo alteracGes na permeabilidade e de distribuicdo da
ocludina e actina. Em estudos posteriores, a inclusdo de sistemas in vivo poderd ampliar e

reforcar esses resultados.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Caco-2, ocludina, dextran, actina, polaridade.



Abstract

Toxoplasma gondii, a zoonotic Apicomplexa phylum parasite, is an obligate intracellular
pathogen responsible for 10-50% of human infections worldwide. Cell invasion is essential
for parasite surviving. Thus, it is expected that both parasite and host cell compounds help T.
gondii succeed invasion at intestinal environment. Moreover, the mechanisms by which the
parasite invades and disseminates through the gastrointestinal tract are not well established.
We aimed to evaluate and determine some morphophysiologic modifications on the cell line
Caco-2 during T. gondii infection. To accomplish this, we addressed to assess the effect on
dextran endocytosis and paracellular permeability of infected cells, investigate the effect of T.
gondii on Caco-2 microvilli (using phalloidin for actin detection) and tight junction integrity
(by occludin detection) on this cell line. To establish whether T. gondii infection can modify
the transepithelial electrical resistance (TEER), and IL-1B and IL-8 cytokines expression.
Moreover, we took further to study the influence of Notch pathway in Caco-2 cells infected
with this parasite. Our results show that dextran endocytosis is less in infected cells than in
non-infected cells. Caco-2 brush border was disrupted due T. gondii infection showing a
dissipation of microvilli at the cell surface. The infection outcome could be clearly observed
by loss of microvilli when comparing non-infected cells. For evaluated the effect of T. gondii
infection on occludin distribution, we performed immunofluorescences. Occludin was
observed in a net pattern on control cells, however this patter is not well establish in the
presence of the parasite. In addition, the protein localization was clearly lower at infected
cells, compared to non-infected ones. TEER in Caco-2 cells infected decreased than in non-
infected control. There was an increase in IL-8 and an increasing tendency in IL-1 mMRNAs
expression when Caco-2 cells were infected. Furthermore, intracellular proliferation of T.
gondii diminishes in the presence of Notch pathway inhibitor. These results suggest the
important influence of T. gondii invasion on the homeostasis of intestinal cells including tight
junction and brush border integrity and, cell permeability leading loss of epithelia polarity.
Nevertheless, further investigation using animal model is need to better understand the effect

of T. gondii infection on polarity and cell surface.

Keywords: Toxoplasma gondii, Caco-2, occludin, dextran, actin, polarity.
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1. Introdugéo

1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii, protozoario do filo Apicomplexa, é um parasito intracelular
obrigatorio e de distribuicdo ubiquitaria, sendo responsdvel por 10 — 50% de infeccGes
humanas em todo mundo (MILLER et al., 2009; EGAN et al., 2012). Neste aspecto, uma das
caracteristicas mais importantes deste protozoario é sua habilidade de infectar uma ampla
gama de hospedeiros, incluindo aves, repteis e mamiferos (WEBSTER, 2010; PAREDES-
SANTOS et al.,2013). Entretanto, apenas os felideos sdo os hospedeiros definitivos deste
parasito, sendo o0s Unicos que eliminam uma das formas infecciosas que sdo 0s oocistos junto
com as fezes. Durante a infeccdo felina aguda, um gato pode excretar varios milhdes de
oocistos por dia (DUBEY; MILLER; FRENKEL, 1970; MONTOYA; LIESENFELD, 2004;
MONTOYA; ROSSO, 2005).

O ciclo biolégico de T. gondii inclui trés formas infecciosas: taquizoitos, com
reproducdo assexuada; bradizoitos, que formam cistos teciduais e também apresentam
reproducdo assexuada e esporozoitos, contidos dentro dos oocistos (DUBEY et al., 1998). A
rapida divisdo dos taquizoitos pode ser responsavel pelos sinais clinicos da toxoplasmose,
favorecendo a disseminacdo do parasito a quase todos os érgdos e tecidos do hospedeiro
(POSSENTI et al., 2013). Os bradizoitos permanecem dentro de cistos intracelulares,
protegidos dos mecanismos de defesa do sistema imune, sendo 0s principais componentes da
fase cronica da toxoplasmose (WEISS; KIM, 2011). Os oocistos, outra forma resistente de T.
gondii, sdo altamente infecciosos quando esporulados e podem permanecer viaveis por Varios
anos contaminando o ambiente (MITTAL; ICHHPUJANI, 2011).

Seus aspectos ubiquitario, infecciosos, epidemioldgicos, patoldgicos e de resposta
imune do hospedeiro, caracterizam um parasito peculiar e muito importante em termos de

salde publica mundial.

1.2 Transmissao e Ciclo Bioldgico de T. gondii

O principal mecanismo de transmissdo de T. gondii ocorre mediante a ingestdo de
bradizoitos encistados em tecidos de hospedeiros cronicamente infectados ou esporozoitos
contidos dentro dos oocistos esporulados (ALVARADO-ESQUIVEL; CAMPILLO-RUIZ;
LIESENFELD, 2013). A partir deste ponto, segue-se um complexo ciclo bioldgico,

englobando tanto reproducdo sexuada, que ocorre nas células do epitélio intestinal dos
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felideos (géneros Felix e Lynx), quanto assexuada, que ocorre nos tecidos dos hospedeiros
intermediarios (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

O estagio sexuado inicia-se quando os felideos ingerem uma das trés formas
infectantes: taquizoitos, oocistos presentes no meio ambiente ou ainda cistos contendo
bradizoitos. Diversas enzimas proteoliticas do estomago e do intestino delgado destroem a
parede do oocisto ou cisto, liberando as formas infectantes. Estas invadem os enterdcitos,
onde passam por um processo de conversdo para taquizoitos e apresentam uma intensa
multiplicacdo por endodiogenia e merogonia. Este processo resulta na formacgdo dos
merozoitos e, posteriormente de esquizontes (DUBEY, 1998).

Em seguida, ocorre a formacdo dos gametas masculinos e femininos mediante o
processo da gametogénese dentro da célula. Com a fertilizacdo, os oocistos formados sao
liberados pelo rompimento dos enterdcitos e excretados como formas ndo esporuladas nas
fezes dos felideos. O processo de esporulacdo ocorre alguns dias apos liberagdo no meio
externo, levando em conta condi¢Bes favoraveis de temperatura, oxigenagdo e umidade. Em
um periodo de um a cinco dias, 0s oocistos passam a ter dois esporocistos contendo quatro
esporozoitos cada e se tornam infectantes no meio ambiente (DUBEY; FRENKEL, 1972). A
excrecdo dos oocistos pelos felideos comeca de trés a sete dias apds a ingestdo dos cistos
teciduais e pode se prolongar por mais de 20 dias. Os oocistos podem infectar uma grande
variedade de hospedeiros intermediarios quando estes ingerem agua ou alimentos
contaminados. Nesta fase do ciclo, os felideos também sdo susceptiveis, porém com uma
baixa eficiéncia infecciosa (JONES; DUBEY, 2010).

Quando um hospedeiro intermediario ingere oocistos, 0s esporozoitos sdo liberados,
penetram o epitélio intestinal, onde se diferenciam em taquizoitos. Estes, por sua vez,
replicando-se rapidamente por endodiogenia dentro de qualquer célula e se disseminam
facilmente por todo o organismo. Como resultado da conversdo de taquizoito a bradizoitos, os
cistos teciduais se formam entre sete a dez dias ap6s a infeccdo, e podem permanecer no
hospedeiro intermediério indefinidamente, predominando no cérebro, olhos e mausculos
(MONTOYA; ROSSO, 2005).

A ingestdo dos cistos teciduais por outro hospedeiro intermediario se da por
intermédio do consumo de carne crua ou mal cozida. A partir disto, a parede dos cistos se
rompe quando passa pelo trato digestivo, causando a liberacdo de bradizoitos. Estes irdo
infectar o epitélio intestinal do novo hospedeiro, e assim se diferenciaram em taquizoito
disseminando-se por todo organismo (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012; TURNER et
al., 2013).
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1.3 Aspectos Epidemioldgicos da Toxoplasmose

T. gondii € um parasito de ampla distribuicdo geogréfica, abrangendo uma grande
diversidade de hospedeiros. Isso também se reflete em termos de gendtipos. Neste caso, a
distribuicdo de diferentes genotipos apresenta um evidente padrao geografico no que se refere
as distintas cepas de parasitos encontrados nos hemisférios Norte e Sul. Assim, vem sendo
extensamente relatado que as cepas da América do Sul sdo originadas de recombinacdes
frequentes, sendo, portanto, mais diversificadas em relacdo a America do Norte e Europa.
Nestas regifes, as cepas sdo agrupadas em trés linhagens clonais, ou seja, com baixa
heterogeneidade genética, designadas em tipo I, Il, 11l (SIBLEY et al., 2009; SU et al., 2012).
Entretanto, cepas clonais podem se expandir para regides da América do Sul resultando na
presenca de novas linhagens com elevado potencial patogénico (SIBLEY; AJIOKA, 2008).

Independente da cepa, o hospedeiro humano pode se infectar com T. gondii pela
ingestdo ou manipulacdo de carne crua ou mal cozida. Normalmente a carne suina apresenta
um alto indice de contaminacdo com cistos teciduais, constituindo uma importante fonte de
infeccdo. Agua e vegetais também podem ser importantes fontes de contaminacdo pela
presenca de oocistos excretados por gatos infectados (JONES; DUBEY, 2010; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

Neste aspecto, um estudo realizado no México demostrou elevada circulagdo de T.
gondii em porcos de fazendas; aproximadamente 50% dos animais estudados apresentou um
estado de infeccdo cronica sugerindo uma constante exposicdo do homem ao parasito. Dentro
deste contexto, a fonte de reinfec¢do de animais, que sdo criados para 0 consumo humano,
pode ser causada pelo continuo contato com oocistos de T. gondii presentes em fazendas,
tanto em fontes de agua, como no solo, 0s quais sdo encontrados frequentemente em sistemas
de producéo suina (ORTEGA-PACHECO et al., 2013).

Fatores climaticos também podem afetar a viabilidade do oocisto no meio ambiente.
Em paises tropicais existe uma elevada prevaléncia de toxoplasmose devido ao clima quente e
umido, o que favorece a sobrevivéncia prolongada do oocisto. Além dos fatores ambientais,
fatores antropomorficos também séo relevantes para se entender aspectos epidemioldgicos da
toxoplasmose. Neste caso, habitos humanos podem explicar porque existe uma grande
variacdo na soroprevalencia da doenca no homem, em relacdo aos habitos diarios: cozimento
dos alimentos, habitos higiénicos, tipos de alimentos consumidos e a higienizacdo dos
mesmos. Também incluem os habitos culturais, sociais e econdmicos e interferéncia em

ambientes silvestres, cujo resultado é o contato do hospedeiro com cepas até entdo
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desconhecidas (CARME et al., 2009; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). A este fator,
deve ser ressaltada a ampla gama de hospedeiros intermediarios de T. gondii incluindo
hospedeiros silvestres, cujo contato com o homem pode resultar em casos de toxoplasmose
(CARME et al., 2009).

Os aspectos socioecondmicos podem se relacionar com uma elevada frequéncia da
infeccdo por T. gondii. Assim, Bahia-Oliveira e colaboradores (2003) constataram que, na
cidade de Campos dos Goytacazes, norte do estado do Rio de Janeiro — Brasil, 84% da
populacdo de baixo nivel socioecondmico apresentou anticorpos IgG anti- T. gondii, em
comparagao com 23% da populacdo soropositivos de elevado nivel socioecondémico.

Dubey e colaboradores (2012) acreditam que o Brasil, com uma alta prevaléncia de
infeccdo por T. gondii em animais e humanos, seja um espaco de investigacdo para grupos
internacionais pesquisarem a epidemiologia e controle da toxoplasmose. Como foco
importante, sdo necessarias medidas preventivas, tais como higiene, possivel imunizagdo com
a descoberta de uma vacina para a toxoplasmose e educacao sanitéaria, que deveriam comecar
nas escolas do ensino fundamental, sabendo-se que 50% das criancas de 10 anos, em varias

localidades do Brasil, estdo expostas a T. gondii.

1.4 Adesdo e invasdo de T. gondii a célula hospedeira

Em detrimento a muitos outros microrganismos intracelulares, T. gondii apresenta uma
via de invasdo dindmica e ativa. Para invadir as células alvo, o parasito depende de seu
movimento e da secrecdo continua de proteinas contidas em organelas secretorias, tais como
micronemas, roptrias e granulos densos (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

A primeira etapa deste processo é a adesdo do parasito & membrana da célula, por
intermédio de receptores de tipo integrinas, laminina e colageno tipo IV (FURTADO et al.,
1992; BISHOP; CRAWFORD; ESKO, 2005). Além disso, o parasito utiliza adesinas
dependente de célcio, as quais sdo secretadas pelas micronemas, as quais promovem a
orientacdo e a adesdo do mesmo (HUYNH; CARRUTHERS, 2006).

A etapa que se segue a adesdo € a invasdo do parasito. Analises por microscopia
eletrbnica demostram que as organelas utilizadas por T. gondii para armazenar e secretar as
proteinas necessarias para invasdao das células hospedeiras se encontram em elevada
qguantidade na zona apical. Nesta regido, se localizam dois dos compartimentos mais
importantes para esta finalidade, as micronemas e roptrias (LEMGRUBER et al., 2011).

As micronemas, as roptrias e 0s granulos densos, sdo secretados de um modo

organizado, como uma série de eventos continuos durante a invasdo de uma célula.
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Primeiramente, o conteudo das micronemas, localizados na zona apical do parasito, é
descarregado durante o contato inicial com a superficie da célula. Em seguida, um grupo de
aproximadamente 10 roptrias libera seu conteudo proteico no citoplasma da célula, onde o
parasito € invaginado pela membrana da célula hospedeira, formando o vacuolo parasitéforo.
Este vacuolo o protege dos mecanismos de defesa da célula e da fusdo dos compartimentos
lisossdmicos. Além disso, a secre¢do de granulos densos € regulada para liberar proteinas no
limen do wvacuolo parasitoforo (NICHOLS; CHIAPPINO; O'CONNOR, 1983;
CARRUTHERS, 2002; CARRUTHERS; BOOTHRQOYD, 2007).

De acordo com estudos bioquimicos e genéticos, existem trés funcdes das organelas
mencionadas: 1) modificacdo do vacuolo parasitéforo para a aquisi¢cdo de nutrientes obtidos
pela célula hospedeira; 2) proteinas das roptrias ajudam na biogénese e associacdo das
organelas do hospedeiro com o vacuolo parasitéforo; e 3) a adesdo e penetracdo do parasito na
célula alvo desempenhada pelas proteinas das micronemas (CARRUTHERS, 2002).

Neste processo de adesdo e invasdo, 0 intestino delgado representa um lugar
fundamental para o parasito dei continuidade ao ciclo bioldgico. A compreensdo dos aspectos
morfologicos e fisiologicos do epitélio intestinal, bem como da via de sinalizacdo Notch (na
homeostase e desenvolvimento intestinal) é crucial para se compreender a dindmica de

infeccdo de T. gondii.

1.5 Proteinas de unido célula-célula no Epitélio Intestinal
O intestino tem um propdsito essencial e critico em todos os seres vivos: a
absorcdo de nutrientes. Para que este proposito seja alcancado de modo adequado, o intestino
deve funcionar como uma barreira seletiva, digerindo e absorvendo nutrientes, e
simultaneamente bloqueando o ingresso de microrganismos e toxinas no organismo
(MCGUCKIN etal., 2011; TAKASHIMA; GOLD; HARTENSTEIN, 2013).

As células epiteliais formam parte das barreiras superficiais que separam os diferentes
ambientes do hospedeiro e 0 ambiente externo. O trato gastrointestinal é a barreira com maior
comprimento e estd adaptada especificamente para a colonizacdo de bactérias comensais.
Estas ajudam na digestdo e influenciam no desenvolvimento e fungdo do sistema imune no
nivel da mucosa intestinal (PETERSON; ARTIS, 2014).

A camada simples de células epiteliais formando o trato gastrointestinal atua como
uma barreira seletiva dividindo o ambiente luminal e os tecidos subepiteliais e esta constituida
por diferentes tipos de células, as quais entram rapida e continuamente em um processo de

renovacdo pelas células tronco intestinais residentes na base das criptas de Lieberkuhn
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(NOAH; SHROYER, 2013). O espaco entre as células epiteliais precisa ser vedado; essa
funcdo é feita pelos complexos apicais de unido, que inclui as juncbes de oclusdo e aderentes.
Esse conjunto proteico define a polaridade das células epiteliais e regula o transporte passivo
paracelular de ions, nutrientes, e células imunes através do epitélio gastrointestinal
(LAPOINTE; BURET, 2011; SHEN, 2012).

Os grupos de jungdes de oclusdo e aderente tém como suporte um denso anel de actina
e miosina que podem regular a funcdo de barreira (TURNER, 2009). A perda das juncdes
aderentes leva a dissociacdo das proteinas de unido célula-célula e de unido matriz-célula,
perda da diferenciacdo e polarizacdo da célula epitelial promovendo a apoptose prematura
(HERMISTON; GORDON, 1995). As juncdes aderentes sdo necessarias para a constitui¢do
das juncgdes de oclusdo, as quais vedam o espaco paracelular. As jungdes de oclusdo sdo
complexos multiproteicos, que ficam na porcao intercelular apical, compostos de proteinas
transmembrana, proteinas periféricas de membrana (zonula occludens) e moléculas
reguladoras como as quinases (SCHNEEBERGER; LYNCH, 2004; TURNER, 2009; LIMA,
et al. 2010).

As proteinas transmembrana mais importantes das juncdes de oclusdo sdo os membros
da familia das ocludina e das claudina; essas Gltimas podem definir aspectos importantes da
permeabilidade das juncbes de oclusdo. A ocludina interage diretamente com as proteinas
claudina e actina. Estudos recentes indicam que a expresséo reduzida knockdown do gene que
expressa a proteina ocludina, induz o aumento da permeabilidade paracelular de
macromoléculas; o que aponta que a ocludina tem um papel importante na manutencédo e
estrutura das juncdes de oclusédo (TURNER, 2009; AL-SADI et al., 2011).

As juncdes de oclusdo sdo consideradas estruturas chave que regulam o trafego
paracelular de macromoléculas, ou seja, na seletividade dos solutos por tamanho e carga. O
rompimento da barreira das juncdes de oclusdo intestinais pode levar no aumento da
permeabilidade paracelular, seguido da permeacdo de moléculas pro-inflamatérias que
chegam do meio externo. Tudo isto induze a ativacdo do sistema imune da mucosa,

promovendo a inflamacéo e o dano tecidual (LEE, 2015).

1.6 Via de sinalizagdo Notch e desenvolvimento intestinal

A via de sinalizacdo Notch é um sistema de sinalizacdo conhecida por regular o
desenvolvimento embrionario e morfogéneses nos metazoarios (KOPAN, 2012). A via Notch
representa um tipo de comunicacéo direta célula-célula essencial para regular a proliferacéo,

apoptose e para definir o destino das células progenitoras ou células tronco durante o
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desenvolvimento dos diferentes tecidos do organismo (GRIDLEY, 2007). Alguns estudos
demonstram que esta via de sinalizacdo é responsavel pela regulagdo do destino das células
mesenquimatosas em células progenitoras de intestino de mamiferos e Drosophila
melagogaster (ARTAVANIS-TSAKONAS; RAND; LAKE, 1999; VAN ES et al., 2005).
Notch (Notch 1-4) € um receptor de superficie celular que transmite sinais mediante a
interacdo com ligantes transmembrana (DSL) como Delta e Jagged (em mamiferos) em

células vizinhas.

Notch

ADAM10 or |
TACE
(S2 cleavage)

y-secretase
(S3 cleavage)

Mam N
Target genes Target genes
@ repressed = active
) NN NN 7 RN 7N
CSL
@CO-R

Figura 1 - Via de sinalizagcdo Notch. A unido do ligante Delta (verde) de uma célula ao receptor Notch (roxo)
de outra célula tem como resposta a clivagem proteolitica do receptor. A metaloproteinase ADAM10 (TACE-
Enzima conversora de TNF-a)) e o complexo y-secretase catalisam a reacdo para liberar o dominio intracelular
Notch (NICD), que entra ao nicleo e interage com as proteinas de unido a DNA (CSL) e o coativador
Mastermind (Mam). Fonte: BRAY'; 2006.

Em mamiferos, foram identificados trés genes tipo Delta (DIl), designados DII-1, - 3 e
-4, Para os ligantes de tipo Serrate, existem dois genes: Serratel/Jagged-1 e Serrate2/Jagged-
2, 0s quais foram isolados de humanos, ratos e camundongos (MIYAMOTO;
WEINMASTER, 2008; KOPAN, 2012).

A unido do receptor com seu respectivo ligante implicam duas rupturas proteoliticas
no receptor Notch. A primeira ruptura € catalisada por uma metaloproteinase ADAM10; e a
segunda ruptura é mediante uma y-secretase, um complexo enzimatico que contém varias
outras proteinas como presenilina, nicastrina, PEN2 e APH1. Esta segunda ruptura libera o

dominio intracelular Notch (NICD), sendo transportada ao nucleo para ligar-se com uma
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proteina de unido ao DNA, chamada CSL, representado por CBF-1/RBP-Jx em mamiferos,
Su(H) em Drosophila, e Lag-1 em Caenorhabditis elegans; e um coativador Mastermind
(Mam) para promover a transcri¢do de genes alvos (BRAY, 2006).

No colon, existe uma abundante expressdo de Noch 1 e Jagged 1 nas zonas
proliferativas das criptas, sendo que Jagged 2 apresenta uma expressao uniforme em quase
toda a cripta (MIYAMOTO; ROSENBERG, 2011). Dessa forma, aparentemente a via de
sinalizacdo Notch apresenta relevancia na homeostase e desenvolvimento intestinal.

Um dos papeis essenciais da via de sinalizacdo Notch no intestino é controlar a
diferenciacdo das células mesenquimatosas intestinais. Este papel foi identificado mediante
estudos utilizando inibidores de y-secretase (GSIs) em roedores causando um aumento da
producdo de células caliciformes e enteroendrdcrinas (MILANO et al., 2004).

A via Notch estd ativa nas células mesenquimatosas intestinais e nas criptas
progenitoras (FRE et al., 2011). Exemplos da presenca dos diferentes protagonistas da via de
sinalizacdo Notch sdo os ligantes DII1 e DIl4, que estdo expressos nas celulas secretorias
intestinais. Além disso, existe uma expressdo significativa de ligantes transmembrana DSL
nas células de Paneth e nas células caliciformes na base da cripta as quais atuam como células
de suporte para as células mesenquimatosas no intestino e colén, respectivamente (SATO et
al., 2011).

O papel da via de sinalizacdo Notch no controle da diferenciacdo e proliferacdo das
células intestinais foi confirmado pela utilizacdo de camundongos transgénicos. A delecédo de
Hes-1, que é o gene alvo mais importante da via Notch, foi associado com um aumento
significativo de células epiteliais intestinais de tipo secretdrias. Outro ensaio fazendo a
inativacdo especifica de CSL, proteina de unido ao DNA, teve como resultado a completa
perda da proliferacdo de células progenitoras nas criptas, de modo que elas continuaram o
processo de diferenciacdo em células caliciformes (VAN ES et al., 2005; MIYAMOTO;
ROSENBERG, 2011).

Por outro lado, os niveis de expressdo da via Notch tem que ser adequados para um
otimo desenvolvimento das células mesenquimais gastrointestinais. Kim e colaboradores
(2011), identificaram defeitos graves no desenvolvimento de fibroblastos subepiteliais e uma
diminuicdo do comprimento do intestino em camundongos com uma delecdo do gene RBP-
Jk. Alem disso, a atividade constitutiva de Notch também produz uma répida perda de células
mesenguimatosas e da organogénese. Isto sugere que é necessaria uma atividade balanceada

da via Notch para ter uma organizagdo apropriada das células intestinais.
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A terceira funcdo da via de sinalizagdo Notch no intestino € manter a homeostase das
células mesenquimatosas epiteliais. Vandussen e colaboradores (2012) mostram que mediante
0 bloqueio da via Notch com dibenzazepina acontece uma perda das células mesenquimatosas
colunares que ficam na base das criptas. Eles esclarecem que a inibicdo de Notch estimula
uma diferenciacdo precoce das células progenitoras em células de tipo secretérias, como as
células caliciformes, enddcrinas, com borda em escova e células com uma co-expressao de
marcadores celulares de tipo caliciforme e Paneth representado por Muc2 e, lisozima e
Mmp7, respectivamente (PELLEGRINET et al., 2011).

1.7 Resposta imune intestinal na infecgéo por T. gondii

Quando o hospedeiro tem contato com T. gondii via oral, o primeiro encontro do
sistema imune do hospedeiro com o parasito € na mucosa intestinal. O sistema imune da
mucosa € composto por uma camada de células epiteliais que separa a lamina propria do
[umen intestinal (MOWAT, 2003). Neste epitélio, encontra-se uma populacdo heterogenea de
células T denominadas linfocitos intraepiteliais. Estes linfocitos contribuem com a
homeostase e defesa do ambiente intestinal, mantendo a integridade da barreira epitelial. A
lamina propria estd composta por miofibroblastos, células T, células B, macrofagos e células
dendriticas. Além dessas células, as placas de Peyer desempenham um importante papel de
protecdo. Essas placas sdo agregados de nddulos linfoides que formam parte do tecido
linfoide associado as mucosas, e ajudam no transporte de antigenos e patdgenos sendo
considerados sensores imunes do intestino (JUNG; HUGOT;, BARREAU, 2010;
CHEROUTRE; LAMBOLEZ; MUCIDA, 2011).

Apobs a ingestdo dos oocistos ou cistos contendo bradizoitos, a parede do oocisto ou
cisto é digerida no estomago; os esporozoitos ou bradizoitos atravessam o epitélio do intestino
delgado e penetram na lamina propria, onde estes se diferenciam em taquizoitos em
aproximadamente 24 horas (DUBEY, 2008).

Entre 24 a 48 horas, os parasitos disseminam para 0s sitios extraintestinais onde
macrofagos e células dendriticas infectadas pelos parasitos podem ser mediadores dessa
disseminacdo (COURRET et al., 2006; BIERLY et al., 2008). Os macrofagos inflamatorios
desempenham um importante papel microbicida nesta etapa de infec¢do; o recrutamento
destas células depende da expressdo de receptores de quimiocinas (CCR2), resultando na
morte do parasito (DUNAY et al., 2008). Além disso, a destrui¢do do vacuolo parasitoforo
depende de enzimas do tipo GTPases, relacionadas com a imunidade dependentes de
interferon gama (IFN-y) (FENTRESS et al., 2010).
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O inicio da resposta imune da mucosa intestinal engloba o reconhecimento dos
padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPS) como profilina e glicosill fosfoinositol
(EGAN et al., 2009). Em modelos murinos, a ativacdo de células dendriticas da mucosa
mediante receptores do tipo Toll (TLRs: TLR11, TLR2 e TLR4) ocorre ap0s a apresentacao
de antigeno e ativagdo de células T nos tecidos linfoides. Mas, na auséncia de TLR11, a
producdo de IFN-y por células T tem um efeito minimo (BENSON et al., 2009). Por isso,
sugere-se que a translocacdo de bactérias tem um papel importante para iniciar uma resposta
imune contra o parasito, atuando como um efeito adjuvante na ativacdo da resposta imune.
Em camundongos, na auséncia de flora intestinal, ndo ocorre produgéo de citocinas secretadas
por células T apds infeccdo com T. gondii; mas a administragdo oral de lipopolissacarideos
bacterianos, reverte este efeito (HEIMESAAT et al., 2006; BENSON et al., 2009).

A via de interacdo entre células T CD4+ da lamina propria, linfdcitos intraepiteliais e
enterdcitos atua no sentido de manter a homeostase intestinal e promover a protecdo durante a
infecgdo por T. gondii. Entretanto, em camundongos infectados com o parasito, linfocitos
intraepiteliais CD8af3 produzem IFN-y, desencadeando uma atividade citotoxica contra os
enterdcitos e macrofagos infectados (CHARDES et al., 1994).

As populagdes de linfocitos intraepiteliais também realizam atividades de tipo
imunoreguladoras no intestino durante a infeccdo por T. gondii. As células T CD4+ da lamina
propria trabalham em conjunto com as células epiteliais do intestino para a producdo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (MENNECHET et al., 2002). Uma importante
funcdo dos linfécitos intraepiteliais € modular a resposta pro-inflamatoria para proteger o
intestino do parasito. Isto ocorre pela producdo do fator de crescimento transformante tipo [
(TGF- B) pelos linfocitos intraepiteliais CD8af, que regulam negativamente a expressdo de
IFN-y pelas células T CD4+ da lamina propria (BUZONI-GATEL et al., 2001,
MENNECHET et al., 2004).

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral
Avaliar aspectos morfoldgicos e fisioldgicos da infecgdo de células de célon humano da

linhagem celular Caco-2 por Toxoplasma gondii.

2.2 Objetivos especificos
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e Determinar a concentracdo Otima de dextran em células Caco-2 para avaliacdo de
endocitose celular frente a infeccdo por T. gondii

e Avaliar a expressdo da proteina de juncao de oclusdo, ocludina e da proteina actina em
celulas Caco-2 infectadas por T. gondii.

e Quantificar a expressdo de RNAs mensageiros de citocinas em células Caco-2
infectadas por T. gondii.

e Analisar a permeabilidade paracelular de células Caco-2 infectadas por T. gondii.

e Determinar a resisténcia elétrica transepitelial das células Caco-2 infectadas por T.
gondii.

e Verificar o efeito do inibidor do complexo proteico y-secretase (Dibenzazepina) na
viabilidade das células Caco-2.

e Verificar o efeito do inibidor do complexo proteico y-secretase (Dibenzazepina) na

proliferacéo intracelular de T. gondii.

3. Justificativa

Os aspectos epidemioldgicos da toxoplasmose e a elevada patogenicidade dependendo
do tipo de cepa de T. gondii, leva a considerar a importancia de conhecer como o parasito atua
sobre a arquitetura do epitélio intestinal. Sabendo que a via natural de infeccéo por T. gondii é
a entrada através do intestino, consideramos que é relevante o estudo das diferentes proteinas
que auxiliam no suporte do epitélio intestinal, tais como ocludina e actina. Sendo uma
importante barreira & entrada de patdgenos seria interessante avaliar se a permeabilidade seria
alterada pela infeccdo pelo parasito. Além disso, devido ao importante papel de Notch na
diferenciacdo de células epiteliais intestinais decidimos avaliar a proliferacdo do parasito em

células intestinais Caco-2 quando ocorre a inibicdo da via Notch.

4. Materiais e Métodos

4.1 Manutencdo da linhagem celular Caco-2

A linhagem celular Caco-2 (BCRJ:CR059 — Banco de Células do Rio de Janeiro),
proveniente do adenocarcinoma de colon humano, foi cultivada em garrafas de cultura de 25
cm? no laboratério de Imunopatologia — Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) —
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), utilizando 0 meio DMEM (Dulbecco’s modified

Eagle’s médium) (Cultilab, Campinas,SP, Brasil) suplementado com 20% de soro fetal
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bovino (SFB) (Cultilab, Campinas,SP, Brasil), 1% de L-glutamina (2mM) e 1% de antibidtico
(10.000U/ml de penicilina, e 100mg/ml de estreptomicina) (Sigma Chemical Co., St Louis,
USA).

O repique das células foi realizado a cada cinco dias, sempre procedendo ao
crescimento das células conforme descrito a seguir: retirou-se 0 meio de cultura e adicionou-
se meio de cultura incompleto (meio DMEM sem suplementos) para retirar o excedente de
SFB da garrafa de cultura. Em seguida, adicionou-se 1,0 ml de solucéo tripsina (0,25%) e
EDTA(0.53mM). Posteriormente, a garrafa foi incubada na estufa umidificada a 37°C e 5%
de CO, entre 10-15 minutos.

As células liberadas foram retiradas e transferidas para um tubo de 15 ml e
centrifugadas a temperatura ambiente, por 5 minutos a 151 x g. O precipitado de células foi
ressuspendido em 1,0 ml de meio de cultura com os suplementos mencionados, distribuido
em duas garrafas de cultivo novas contendo 5,0 ml de meio completo e mantidas na estufa
umidificada a 37°C e 5% de CO,. As células também foram congeladas em meio de
congelamento (90% de soro fetal bovino e 10% de dimetilsulfoxido-DMSO).

A fim de se obter diferenciacdo morfoldgica de tipo enterdcito, no nivel da presenca
de microvilosidades, polaridade celular e presenca de juncdes de oclusdo as células foram
mantidas por 20 dias em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO; trocando o meio cada dois
dias (PINTO et al., 1983).

4.2 Manutencdo in vitro da cepa 2F1 de T. gondii

Foi utilizada a cepa 2F1 de T. gondii, derivada da cepa RH, tendo a caracteristica de
expressar 0 gene da enzima [-galactosidase, foram gentilmente cedidos pelo Dr. Vern
Carruther da Universidade de Michigan — Escola de Medicina (USA). A cepa 2F1 foi mantida
na linhagem de células de carcinoma de cérvix humana (HelLa), obtidas da ATCC, cultivadas
em meio RPMI 1640 (Cultilab - Brasil) a 2% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab - Brasil). A
medida que as células infectadas foram sendo lizadas pelo parasito, 0 meio contendo
taquizoitos livres foi centrifugado a 400 x g por 5 minutos e o precipitado ressuspendido em
meio a 2%. Em seguida, os parasitos foram distribuidos em novos frascos contendo células

HeLa confluentes.

4.3 Infeccdo das células Caco-2
As células Caco-2 cultivadas em meio DMEM 20% foram mantidas em placas (Tissue

Culture Testplate — TPP - Suiza) de 24 pocos (densidade de 5,0 x10° células/300ul/pogo) com
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ou sem laminulas de vidro (13 mm de didmetro); ou placas de 96 poc¢os (densidade de 7,0 x
10 células/100ul/pogo) dependendo do experimento a realizar, e mantidas na estufa a 37°C e
5% de CO,. A concentracdo de soro fetal bovino foi reduzida a 2% para a realizacdo da
infeccdo.

Para retirar as células HeLa da solucdo de parasitos que seriam utilizados para a
infeccdo foi feita uma centrifugacdo diferencial. Primeiramente foi realizada uma
centrifugacdo a 400 x g por 5 minutos; o sobrenadamente foi coletado em outro tubo e
centrifugado novamente por 5 minutos a 151 x g e foi obtido o precipitado com parasitos. A
infeccdo foi feita com parasitos da cepa 2F1 de T. gondii na proporcéo de cinco parasitos por
célula por poco, seguido de incubagdo por 3 horas a 37°C. Apos esse periodo, as células foram
lavadas com o meio incompleto para remoc¢do dos parasitos que ndo infectaram e novamente
incubadas por 24 horas a 37°C com meio completo, seguindo as condi¢des anteriormente

mencionadas.

4.4 Avaliacdo da cinética da endocitose de FITC-Dextran (4 kDa) nas células Caco-2

na presenca e auséncia de T. gondii

As células Caco-2 foram cultivadas em placas de 24 pocos com laminulas em uma
quantidade de 5,0 x 10° células/300ul/poco, mantidas em cultivo por 20 dias para ter uma
plena polarizacdo e diferenciacdo celular das mesmas. As celulas foram infectadas em uma
proporcéao de cinco parasitos por célula, seguindo o procedimento mencionado anteriormente.
Apbs as 24 horas de infec¢do, o meio foi trocado por meio incompleto e incubou-se por 30
minutos na estufa. Foram avaliadas duas concentracdes de FITC-Dextran (Sigma) (0,5 e 1,0
mg/ml), para determinar qual seria a melhor concentragdo considerando a formagéo de
vesiculas contendo o carboidrato (dados ndo mostrados).

Um mg/ml de Dextran foi determinado como a concentracdo a ser utilizada para o
experimento descrito a seguir. Ap6s 30 minutos, as células foram incubadas com 1,0 mg/ml
de Dextran diluido em meio DMEM incompleto. O tempo para avaliar a endocitose foi de 60
minutos.

Para fixar as células, as laminulas foram lavadas com PBS fresco trés vezes, fixadas
com 4% de formalina [10% de formol e 0,3 % de gluteraldeido (25%) diluidos em PBS] por
30 minutos a temperatura ambiente no escuro. Em seguida, as laminulas foram novamente
lavadas trés vezes com PBS.

Para marcar o nucleo, foi utilizado o marcador ToPRO 3 (Invitrogen - T3605), em

uma diluicdo de 1:2000 em PBS, incubado por 1 hora a temperatura ambiente no escuro.
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Apos o periodo de incubagdo, as laminulas foram lavadas com PBS fresco trés vezes e fixadas
novamente. As laminulas foram montadas em ldminas com 10 ul de reagente de montagem de
laminulas SlowFade-Gold antifage (Life Technologies — S36936), colocadas em lamina e
seladas com esmalte transparente. As laminulas foram observadas no microscopio confocal
Zeiss LSM 510 Meta.

4.5 Imunofluorescéncia para deteccdo de ocludina e actina em células Caco-2

infectadas com T. gondii.

As células Caco-2 foram cultivadas em laminulas em placas de 24 pogos, numa
concentracdo de 5,0 x 10° células/300pl/poco; e foram mantidas em cultivo por 20 dias para
se obter uma plena diferenciacdo celular das mesmas. As células foram infectadas numa
proporcao de cinco parasitos por célula, seguindo o procedimento mencionado anteriormente.

Apo6s o tempo de infeccdo, as células foram fixadas com metanol gelado, e incubadas
por 15 minutos a -20°C. Seguida da fixag&o, as laminulas foram lavadas com PBS trés vezes e
permeabilizadas com saponina (0,05% em PBS) por 15 minutos a temperatura ambiente. O
bloqueio de sitios ndo especificos foi feito com solucdo de bloqueio (2% BSA e 0,01%
saponina diluidos em PBS) por 30 minutos a temperatura ambiente. Ap6s o tempo, as
laminulas foram incubadas com os anticorpos primarios: anticorpo de coelho anti-ocludina
(1:100) (Life Technologies - 711500) e anticorpo de camundongo IgG anti-SAG1 (1:300),
ambos diluidos em solucdo de blogueio e incubados por 1 hora a temperatura ambiente. Em
sequida, as laminulas foram lavadas seis vezes (5 minutos cada lavagem) com solucdo de
blogueio. Adicionou-se o0 anticorpo secundario correspondente para cada anticorpo primario,
e incubou-se por 1 hora a temperatura ambiente no escuro. Junto com 0s anticorpos
secundarios, foi adicionado o reagente faloidina (1:300) conjugado com Alexa fltor 564 (Life
Technologies — A22283). Em seguida, seis lavagens foram realizadas com PBS, sendo as
células fixadas com metanol a -20°C por 5 minutos; procedeu-se uma nova lavagem com PBS
e, por ultimo, as laminulas foram montadas em laminas com 10ul de reagente de montagem
de laminulas SlowFade-Gold antifage (Life Technologies — S36936), colocadas para baixo e
seladas com esmalte transparente. As laminulas foram observadas no microscopio confocal
Zeiss LSM 510 Meta.

4.6 Ensaio de Permeabilidade paracelular nas células Caco-2
Para avaliar a permeabilidade paracelular da linhagem Caco-2, foram utilizadas placas

com 12 inserts de membrana de policarbonato (tamanho do poro 0,4 um - Transwells® 3460
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— Clear - Costar); a uma densidade de 5,0 x 10° células/300pl/membrana; no compartimento
inferior, foram adicionados 1.000ul de meio, sendo mantidas por 20 dias na estufa a 37°C e
5% de CO,. Apo6s o tempo de cultivo, 0 meio DMEM com SFB foi substituido por meio
DMEM sem SFB e incubado por 30 minutos na estufa a 37°C e 5% de CO,. Em seguida, foi
diluido o carboidrato FITC-Dextran em uma concentragdo final de 1,0 mg/ml em meio
DMEM sem SFB, adicionado no compartimento superior e incubado por 1 hora na estufa a
37°C e 5% de CO,. Finalmente, o meio foi coletado de ambos 0s compartimentos para
mensuracdo a 483 nm de excitacdo e 525 nm de emissdo no leitor de placas (Versa Max
ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), juntamente com uma
curva padrdo de Dextran (40 pg/ml a 0,625 pg/ml de Dextran diluido em meio DMEM sem
SFB).

Insert - Transwell

Compartimento superior

Membrana com microporos

Compartimento inferior

Figura 2 - Imagem representativa do sistema Transwell, indicando os compartimentos deste. As células sdo
cultivadas no compartimento superior, sobre o insert que é a membrana de policarbonato. No compartimento
inferior é adicionado meio suficiente para cobrir 0 insert. Disponivel em:
<http://csmedia2.corning.com/LifeSciences/Media/pdf/transwell_guide.pdf>. Acesso em: 23 de fev. 2015.

4.7 Ensaio de medicdo da Resistencia Elétrica Transepitelial (TEER) das células
Caco-2

Para avaliar a resisténcia elétrica transepitelial (TEER) da linhagem Caco-2, foram
utilizadas placas com 24 inserts de membrana de policarbonato (&rea do insert 0,3 cm? -
tamanho do poro 0,4 um - Transwells® 353095 — Falcon); a uma densidade de 3,0 x 10°
células/300ul/membrana; no compartimento inferior, foram adicionados 600ul de meio, sendo
mantidas por 20 dias na estufa a 37°C e 5% de CO,. Os inserts foram divididos em trés
grupos: inserts com meio sem célula, inserts ndo infectados e inserts infectados. Apos o
tempo de cultivo, foi medido a TEER, duas vezes por insert, no aparelho EVON?
voltohmeter. A infeccdo foi feita por 24 horas conforme descrito anteriormente. Apds as 24
horas de infecgéo, os inserts foram medidos novamente no aparelho mencionado. Os dados

sdo mostrados como ohms/cm2. Para determinar o valor real da resisténcia elétrica



28

transepitelial das células Caco-2 foi feito uma subtracdo da TEER das células que o aparelho

mostra menos a TEER dos inserts com meio sem células.

4.8 Tratamento de células Caco-2 com inibidor para y-secretase (Dibenzazepina)

As células foram cultivadas em placas de cultura de 96 pogos, onde se realizou 0
tratamento com o inibidor para a enzima y-secretase, dibenzazepina (DBZ), utilizando duas
concentracdes (1,0 e 2,0 uM em 0,1% DMSO com o meio) por 24 horas em auséncia ou
presenca de T. gondii (BECKER et al., 2013). O tratamento foi avaliado nos ensaios

seguintes.

4.9 Ensaio de proliferacdo de T. gondii (cepa 2F1)

As células Caco-2 foram cultivadas em placas de 96 po¢os em uma densidade de 7,0 x
10* células/100pl/poco e mantidas por 48 horas a 37°C na estufa. A infeccéio foi feita
conforme descrito anteriormente; ap6s 3 horas, o meio foi removido e o inibidor foi
adicionado nas duas concentracdes ja mencionadas.

O ensaio de proliferacdo de T. gondii foi realizado de acordo com Teo e colaboradores
(2007), com algumas modificaces. Brevemente, em uma placa de 96 pocos, as amostras de
parasitos 2F1 (curva padrdo de 1,0 x 10° a 15,625 x 10° parasitos totais) e células Caco-2
infectadas e tratadas com o inibidor para y-secretase foram lizadas com 100ul do seguinte
tampédo: RIPA [50mM de tris-HCI, 150mM de NaCl, 1% de Triton X-100, 1% (peso/volume)
de deoxicolato de sodio e 0,1% (peso/volume) de dodecil sulfato de sodio (SDS), pH 7,5]
(Sigma) durante 30 minutos, incubadas com 100ul de tampé&o de ensaio (PBS pH 7,3; 9mM
de MgCl, e 102mM de B-mercaptoctanol) e 40ul de CPRG (clorofenol vermelho-B-D-
galactopiranosideo; Roche Diagnostic) a 6,25mM por 30 minutos adicionais. Apds este
periodo, a atividade enzimatica de B-galactosidade foi mensurada a 570nm usando leitor de
microplacas (Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA) e os dados foram apresentados como indice de proliferacdo de T. gondii (B-gal) de
acordo com a referencia da curva padrdo (limite de deteccdo da reacdo de 15,625 x 10°

parasitos totais).

4.10 Ensaio colorimétrico de Viabilidade celular mediante MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) de acordo com Mosmann (1983)
As células Caco-2 foram cultivadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 7,0 x

10* células/100pl/pogo e mantidas por 48 horas a 37°C na estufa. A viabilidade das células foi
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avaliada mediante o tratamento com o inibidor para y-secretase com e sem a presenga de T.
gondii. A infeccdo foi feita como foi descrito anteriormente; ap6s 3 horas, o meio foi
removido e o inibidor foi adicionado nas duas concentracbes mencionadas anteriormente
durante 24 horas. Logo apos foram adicionados 90 ul de meio DMEM sem soro e 10 ul do
reagente MTT por pogo e incubado por 4 horas a 37°C. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 100 ul de SDS 10% por pogo e misturado até dissolver os
cristais de formazan, resultantes da reducdo do reagente MTT. Apo6s 30 minutos de incubacéo,
a densidade optica foi determinada a 570 nm em leitor de placa (Versa Max ELISA
Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). A porcentagem de células
viaveis foi calculada em todas as condi¢des experimentais em relagdo ao controle (células ndo

tratadas), que correspondeu a 100% de viabilidade.

4.11 Avaliacdo da expressdo de RNA mensageiro para IL-8 e IL-1P
Apobs os 20 dias de cultivo das células Caco-2, foi feito a infeccdo conforme foi
descrita anteriormente. Também foi realizado a estimulacéo das células Caco-2 com rIFN-y

humano (Invitrogen ) com uma concentracao de 25 ng/ml por 24 horas.

4.11.1 Extragdo de RNA mensageiro e obtengdo do DNA complementar

A extracdo do RNA total foi realizada com o reagente Trizol® (Invitrogen), seguindo-
se 0 protocolo recomendado pelo fabricante (Gibco BRL, USA). Para lizar as células, foi
utilizado 1,0 ml de Trizol por 1,0 x 10° células, seguido de agitacdo vigorosa com a pipeta por
30 segundos, as amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 5 minutos. Para cada 1,0
ml de Trizol usado foram adicionados 0,2 ml de cloroférmio, as amostras foram
homogeneizadas em “vortex” e centrifugadas a 1.2000 x g por 15 minutos a 4°C. A fase
aquosa foi coletada em um tubo novo e foi adicionado o mesmo volume de isopropanol 100%
gelado, agitado em “vortex” e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente para
precipitar o RNA da fase aquosa. Novamente os tubos foram centrifugados a 12000 x g por 10
minutos a 4°C. Feito isso, foi acrescentado 1,0 ml de etanol 70% por 1,0 ml de Trizol, sendo a
amostra homogeneizada em “vortex”, seguido de nova centrifugacdo a 7.500 x g por 5
minutos a 4°C. As amostras de RNA foram suspensas em 20 ul de 4gua deionizada e livre de
RNase, sendo, entdo, as amostras armazenadas a —80° C. Para a obtencdo da concentragédo de
RNA/ul foi feita uma diluicdo de 1:50 nas amostras e determinadas usando o aparelho
GeneQuant (GE, USA).
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O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado através de reacdo de transcricdo
reversa, com a utilizacao de transcriptase reversa (Superscript 1) e 5ug de RNA. As reacdes
foram realizadas utilizando a enzima Taq polimerase no termociclador PTC-100 (MJ
Research, Watertown, MA). Todas as amostras também foram submetidas a reacdes para a
deteccdo de RNA mensageiro para B-actina e GAPDH, utilizados como controles positivos da
reacdo de amplificacdo. A amostra negativa (agua) foi submetida a reacdo com cada par das

sequéncias dos primers utilizados (Tabela 1).

Gene Sequéncia

hp-actina | FW 5'-GCCAACCGCGAGAAGATGA-3

RW 5-CATCACGATGCCAGTGGTA-3

hGAPDH | FW 5-ATGCCATCACTGCCACCC-3

RW 5-ACCTTGCCCACAGCCTTG-3

hIL-1B FW 5 -TTATTACAGTGGCAATGAGGATGAC-3"
RW 5 -GTGGTGGTCGGAGATTCGTAG-3

hiL-8 FW 5 -GAAGTTTTTGAAGAGGGCTGAGAA-3’
RW 5-CCTACAACAGACCCACACAATACAT-3

Tabela 1 - Sequéncia de Primers. A sigla h representa que sdo primers para humano.

4.11.2 Quantificagdo das mensagens de IL-8 e IL-1B por reacdo de PCR
quantitativa (qPCR)

A expressdo quantitativa dos genes foi analisada através de reacGes de PCR em tempo
real, utilizando-se o sistema SYBR Green (Invitrogen - USA) no aparelho ABI PRISM —
7500 sequence detection system (Applied Biosystems — USA). Primers adequados para tal
reacdo foram criados a partir do programa Primer Express, com excec¢do do gene para -actina
(Becker et al., 2013). O cDNA foi utilizado juntamente com reagentes SYBR Green,
determinado pelo fabricante. Os parametros da reacdo foram aqueles determinados pelo
aparelho, utilizando-se a temperatura de 60°C para anelamento. Nas reacdes com o SYBR
Green, um ciclo final de 20 minutos, com temperatura crescente de 60 a 95°C foi empregada
para a obtencdo de uma curva de dissociagdo dos produtos da reacdo, utilizada para a analise
da especificidade de amplificacdo. Os resultados foram analisados com base no valor de TC
(threshold cicle) ou linha de corte, definido apds a reagdo, sendo este o0 ponto correspondente
ao numero de ciclos onde a amplificacdo atinge um dado limiar, que permite a analise

quantitativa da expressdo do fator avaliado.



31

4.12  Anélise estatistica

Todos os dados foram analisados como media e desvio padrdo de dois ou trés
experimentos independentes realizados em triplicata. As diferencas entre os grupos foram
analisadas pelo teste ANOVA com comparacGes multiplas de Bonferroni e as comparacGes
entre condigdes pares foram realizadas pelo teste t de Student, utilizando o programa
GraphPad Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). As diferencas

estatisticas foram consideradas significativas quando P<0,05.
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5. Resultados

5.1 Diminuicdo da viabilidade celular das células Caco-2 infectadas com taquizoitos

de T. gondii
A viabilidade das células infectadas por T. gondii foi primeiramente avaliada pelo
ensaio colorimétrico de viabilidade celular mediante MTT. A porcentagem de células viaveis
foi calculada em relacdo ao controle (células ndo infectadas), que corresponde a 100% de
viabilidade. Neste caso, pode-se observar um decréscimo da viabilidade das células Caco-2

infectadas com taquizoitos, em comparacdo com as ndo infectadas (Figura 3).
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Figura 3 - Diminuicao da viabilidade celular das células Caco-2 infectadas com taquizoitos de T. gondii. As
células (7,0 x 10* células/100ul/pogo) foram plaqueadas em sextuplicata em placas de 96 pocos por 48 horas. O
ensaio de viabilidade foi feito ap0s as 24 horas de infec¢do. A porcentagem de células viaveis foi calculada em
relacdo ao controle (células ndo infectadas), que corresponde a 100% de viabilidade. * P<0,05.

5.2 A endocitose do FITC-Dextran pelas células Caco-2 diminui na presenca de T.
gondii
Para avaliar a capacidade endocitica do carboidrato dextran pelas células Caco-2,
imagens foram capturadas no microscopio confocal (Figura 4). Foi observado maior
endocitose de FITC-Dextran pelas células ndo infectadas em comparacdo com as células
infectadas com T. gondii. O grafico de picos para ambas as condicOes, infectado e nédo
infectado, representam a intensidade da fluorescéncia pelo carboidrato associado a FITC, que
é um fluorocromo. Com todo o painel de imagens da Figura 4, observamos que as células

Caco-2, na presenga do parasito, endocitam em uma menor quantidade o carboidrato dextran.
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Figura 4 - A endocitose de FITC-Dextran pelas células Caco-2 ndo infectadas é maior em comparac¢do com
as células infectadas com T. gondii. FITC-Dextran (4kDa) foi diluido em meio DMEM, em uma concentragdo
final de 1mg/ml e incubado por 1 hora em células Caco-2. A infecgdo das células foi feita 24 horas antes do
tratamento com o carboidrato. Os nucleos foram marcados com To-PRO 3 (1:2000). O grafico de picos indica a
intensidade da fluorescéncia da foto em trés planos. Barra de escala de 10um. Zoom 2x.

5.3 A integridade da barreira epitelial das células Caco-2 foi alterada pela infeccéo

com T. gondii.

A permeabilidade paracelular foi mesurada como o fluxo do carboidrato dextran entre
as células. Foi utilizado o modelo de transwell onde as células Caco-2 foram cultivadas por
20 dias. Apos a infec¢do com T. gondii por 24 horas, as células foram incubadas com 1mg/ml
de FITC-dextran (4 kDa) por 1 hora. A infeccdo com T. gondii resultou no aumento da
permeabilidade do carboidrato do compartimento superior ao compartimento inferior (Figura
5). Isto foi determinado pela quantidade do dextran contido no meio de cultivo do
compartimento inferior do transwell. A concentracdo do dextran no compartimento inferior de
células infectadas com T. gondii foi de 0,01258 + 0,0009746 mg/ml quando comparado com
as células ndo infectadas 0.008476 + 0,001350 mg/ml (p<0,0001) indicando a maior

passagem do carboidrato quando as células foram infectadas com o parasito.
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Figura 5 - T. gondii aumenta a permeabilidade paracelular de FITC-Dextran nas células Caco-2. FITC-
Dextran (4kDa) foi diluido em meio DMEM, em uma concentracéo final de 1mg/ml, colocado no compartimento
superior e incubado por 1 hora nas células Caco-2 infectadas ou ndo. O tratamento com o carboidrato foi feito
apos as 24 horas de infecgdo. Foi coletado o meio do compartimento inferior do transwell e feita a mensuragao
em um leitor de placas em relacdo & curva padrdo. Concentra¢@es de dextran em mg/ml. *** P<0,0001.

5.4 Alteracéo do citoesqueleto de actina de células Caco-2 na infeccéo por T. gondii

A preservacdo das microvilosidades das células Caco-2 mediante infeccdo por T.
gondii foi avaliada através da deteccdo das fibras de actina com o reagente faloidina, que se
une especificamente a esta proteina. Apds 20 dias de cultivo, as células foram infectadas com
T. gondii por 24 horas. Apds o tempo de infeccdo, pode-se observar na parte apical, a
diminuicdo da quantidade de microvilosidades nas células Caco-2 em comparagdo com as
células ndo infectadas (Figura 6A). A parte basolateral das células também foi avaliada e
observou-se que a fluorescéncia das fibras de actina das células infectadas marcadas com
faloidina diminuiu e as células ndo infectadas apresentaram maior fluorescéncia dessas fibras
(Figura 6A).
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Figura 6A - Alteracdo do citoesqueleto de actina de células Caco-2 na infec¢do por T. gondii. As células
foram cultivadas por 20 dias em laminulas de vidro e infectadas por 24 horas. Imagens da parte apical da célula
(painel superior); e imagens da parte basolateral da célula (painel inferior), na presenca e auséncia de T. gondii.
Zoom 2x. Para a marcacdo das fibras de actina foi utilizado o reagente faloidina (1:300) conjugado com Alexa
flior 564, e incubado por 1 hora. As laminulas foram observadas no microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta.
Setas em amarelo indicam as microvilosidades das células. Barra de escala de 10um.
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Figura 6B - Alteracéo do citoesqueleto de actina de células Caco-2 na infeccdo por T. gondii. As células
foram cultivadas por 20 dias em laminulas de vidro e infectadas por 24 horas. Células em presenca e auséncia de
taquizoitos de T. gondii (celeste). Na parte inferior das imagens, gréficos de picos mostram a intensidade da
fluorescéncia (quantificacdo relativa) de ambas as condi¢fes. Zoom 2x. Para a marcagdo das fibras de actina e
taquizoitos foram utilizados o reagente faloidina (1:300) conjugado com Alexa fllor 564, e anticorpo de
camundongo IgG anti-SAG1 (1:300), respectivamente; e incubados por 1 hora. As laminulas foram observadas
no microscépio confocal Zeiss LSM 510 Meta. Barra de escala de 10um.

O software ZEN 2012 SP2 foi utilizado para analisar as imagens do microscopio
confocal. O programa permite uma analise de quantificagio relativa com base na quantidade
de fluorescéncia transmitida pelo fluorocromo utilizado (faloidina) que marca especificamente
as fibras de actina (Figura 6B). A analise de quantificacdo relativa mostra um histograma
onde a intensidade da fluorescéncia é maior nas células nao infectadas em comparagdo com as
infectadas, mostrando que a infecgcdo por T. gondii induz alteragdes no citoesqueleto de actina
nas células intestinais infectadas. Observamos também imagens das células no plano X
(horizontal) e Y (vertical), onde podemos observar o parasito dentro das células, confirmando

assim a infeccdo por T. gondii (Figura 6B).
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5.5 A infeccédo por T. gondii induz uma diminuicdo de ocludina nas células Caco-2

Para verificar se a infeccdo por T. gondii altera a juncdo de ocluséo e a expresséo da
proteina ocludina, avaliamos a distribuicdo da proteina por imunofluorescéncia em células
infectadas e ndo infectadas. A proteina da zonula de oclusdo, ocludina, apresenta uma
expressdo relevante nas células Caco-2. Foi observado que a proteina ocludina, na porcéo
apical, estd presente junto com a membrana celular de forma continua, dando uma aparéncia
de cinto para estabelecer a unido entre células (Figura 7A). As imagens mostram que a
localizacdo da ocludina é menor e de forma descontinua nas células infectadas quando

comparado com células ndo infectadas com T. gondii (Figura 7B).
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Figura 7 — A infec¢éo por T. gondii induz uma diminuigdo de ocludina nas células Caco-2. As células Caco-
2 (5,0 x 10° células/300ul/pogo) foram cultivadas em placas de 24 pogos em laminulas por 20 dias. A) Células
Caco-2 apds 20 dias de cultivo mostram o padréo tipo rede da proteina ocludina. Foto esquerda: Zoom 1x; Foto
direita: area marcada da foto esquerda. B) Células Caco-2 nado infectadas e infectadas com taquizoitos de T.
gondii. Setas em laranja mostram a descontinuidade da proteina ocludina. A infeccéo foi feita em uma proporgéao
de 5 parasitos: 1 célula. A marcacéo para ocludina foi feita com anticorpo anti-ocludina produzido em coelho. O
padrdo de tipo rede é afetado pela presenca do parasito. Zoom 2x. As laminulas foram observadas no
microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta. Barra de escala de 10um.
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5.6 A Resisténcia Elétrica Transepitelial das células Caco-2 diminui na infecg&o por T.
gondii
Para determinar se a resisténcia elétrica transepitelial (TEER) das células foi afetada
pelo parasito, as células foram cultivadas em placas no sistema transwell por 20 dias,
infectadas por 24 horas e TEER foi mesurada no aparelho EVON? voltohmeter. Na Figura 8,
os valores sdo descritos como ohms/cm?. O dia zero representa o dia antes da infeccéo (coluna
cinza), e o dia um representa o dia apds as 24 horas de infeccdo (colunas pretas). Observa-se
que existe uma diminuicdo da TEER nas células infectadas (192,2 ohms/cm?), comparadas

com as células ndo infectadas (257,3 ohms/cm?) (Figura 8).
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Figura 8 - A Resisténcia Elétrica Transepitelial das células Caco-2 diminui na infe¢do por T. gondii. As
células Caco-2 foram cultivadas em inserts de membrana (Transwells) por 20 dias. A infeccdo foi feita por 24
horas. As mensuracdes dos inserts foram feitas no aparelho EVON? voltohmeter, duas vezes por insert. A coluna
branca indica sé o insert com meio. A coluna cinza indica o dia 0, 24 horas antes da infecgdo. A primeira coluna
preta indica as células sem infectar; a segunda coluna preta representa as células Caco-2 infectadas ap6s 24horas.
** P<0,01.

5.7 Repercussdo na viabilidade das células Caco-2 na presenca do inibidor de y-
secretase
Para verificar o papel da via de sinalizacdo Notch, foi utilizado o inibidor de y-
secretase, uma enzima essencial para liberar o dominio intracelular Notch (NICD). O primeiro
passo foi verificar se o inibidor de y-secretase interferiria na viabilidade das células Caco-2,
atraves do método do MTT. Observou-se que as células tratadas como 1,0 uM do inibidor
apresentaram uma viabilidade de 100%. No caso das células tratadas com a concentragédo de
2,0 uM, estas apresentaram queda na viabilidade, em torno de 30% (Figura 9). Entéo foi

escolhida a concentracdo de 1,0 uM para 0s proximos experimentos.
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Figura 9 - Viabilidade de células Caco-2 tratadas com o inibidor de proteina y-secretase da via Notch. As
células (7,0 x 10* células/100ul/pogo) foram plaqueadas em sextuplicata em placas de 96 pocos por 48 horas. O
ensaio de viabilidade foi feito ap6s 24 horas de tratamento com o inibidor de y-secretase (1uM e 2uM). A
porcentagem de células viaveis foi calculada em relacéo ao controle (células sem tratamento), que corresponde a
100% de viabilidade. * P<0,05.

5.8 Diminuicdo do indice de proliferacdo dos taquizoitos de T. gondii nas células
Caco-2 na presenca do inibidor de y-secretase

Para verificar se a inibicdo da via de sinalizagdo Notch interferiria na proliferacdo de

T. gondii, o inibidor do complexo proteico y-secretase foi utilizado em células infectadas pelo

parasito e a avaliacdo da multiplicacdo desse foi realizada através do ensaio de proliferacao

com a cepa 2F1 de T. gondii. Nas células tratadas com o inibidor, com a concentracéo de 1,0

uM, observamos que a proliferacdo dos parasitos diminuiu consideravelmente comparada

com as células ndo tratadas (Figura 10).
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Figura 10 - Diminui¢do do indice de proliferacdo dos taquizoitos de T. gondii nas células Caco-2 na
presenca do inibidor de y-secretase. As células (7,0 x 10* células/100ul/pogo) foram plaqueadas em
sextuplicata em placas de 96 pocos por 48 horas. O tratamento das células com o inibidor para y-secretase foi
feito apds as primeiras 3 horas de infec¢do. O ensaio de proliferacéo intracelular de taquizoitos foi feito apds as
24 horas de infeccdo. Os dados foram apresentados como indice de proliferacdo de T. gondii (B-gal) de acordo
com a referencia a curva padréo (limite de deteccéo da reacéo de 15,625 x 10° parasitos totais). *** P<0,0001.

5.9 A expressao de citocinas inflamatdrias aumenta nas células Caco-2 infectadas com
T. gondii
Foram avaliadas duas citocinas nas células Caco-2, IL-8 e IL-1B, na presenga e

auséncia de T. gondii. Além disso, as células foram estimuladas com uma concentracdo de
riIFN-y (25 ng/ml). No caso de IL-8, observamos que as células Caco-2 infectadas com o
parasito tém um aumento (P = 0,0422) na expressdo de RNAs mensageiros em comparacao
com as células sem infectar. Para o caso de IL-1B, observamos uma tendéncia a aumentar nas
celulas infectadas (Figura 11A). Para o caso das células estimuladas com IFN-y, observamos
que a expressdo para ambas citocinas tem uma tendéncia a aumentar versus as células sem

estimulagdo (Figura 11B).
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Figura 11 - A expressdo de citocinas inflamatérias aumenta nas células Caco-2 infectadas com T. gondii.
A) Comparacgdo da expressdo de citocinas entre células Caco-2 sem infectar, e células infectadas com T. gondii.
B) Comparagdo da expressdo de citocinas entre células Caco-2 na presenga e auséncia de rIFN-y humano. Apds
20 dias de cultivo das células Caco-2, foi feito a estimulagdo com rIFN-y humano (25 ng/ml) por 24 horas. A
infecgdo foi realizada por 24 horas para avaliar o efeito sobre a expressdo de RNAs mensageiros das citocinas
testadas. Os dados s&o apresentados como o nivel relativo de RNAs mensageiros. * P<0,05.
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6. Discusséo

Toxoplasma gondii € um parasito altamente adaptado, refletindo em sua ampla gama
de hospedeiros intermediarios. Entretanto, a reproducéo sexuada ocorre apenas no nivel do
epitélio intestinal de felideos e os mecanismos pelos quais o0 parasito estabelece infeccdo no
trato intestinal dos hospedeiros ainda nédo estdo bem estabelecidos. Dessa forma, o presente
estudo teve como propdsito a avaliacdo in vitro das alteracdes desta mucosa quando
infectadas com taquizoitos de T. gondii, pois constitui o inicio do ciclo bioldgico do parasito,
assim como é a principal porta de entrada deste. Observamos uma nitida modificacdo
morfoldgica e funcional do epitélio intestinal em decorréncia da infeccédo, o que pode fornecer
importantes informacgdes ao entendimento da dinamica infecciosa de T. gondii no epitélio
intestinal.

O desempenho da célula hospedeira durante a invaséo pelo parasito tem sido estudado
principalmente com taquizoitos de T. gondii, os quais podem invadir células hospedeiras com
uma alta frequéncia e sincronicidade (BARGIERI et al., 2014). Sabendo que o epitélio
intestinal € um importante sitio para o primeiro contato do parasito com o hospedeiro, as
consequéncias da barreira epitelial sdo importantes fatores patogénicos que permitem que T.
gondii possa infectar o hospedeiro, favorecendo a inflamacdo do intestino e translocacéo de
bactérias através do epitélio (EGAN et al., 2012; LEI et al., 2014).

A habilidade do epitélio para constituir uma barreira de difusdo aos solutos entre 0s
compartimentos celulares é controlada por duas vias: 1) a via transcelular, onde depende de
transportadores e canais dependentes de energia e que estdo distribuidos nas membranas
apicais e basolaterais; e 2) a via paracelular, onde as proteinas da zonula de ocluséo,
localizadas no espaco intercelular apical, regulam a difusdo passiva dos ions e pequenos
solutos sem carga (POWELL, 1981; SCHNEEBERGER; LYNCH, 2004).

Utilizando o modelo de estudo in vitro - células Caco-2, um dos aspectos notados em
nosso estudo a respeito das modificacBes da barreira do epitélio intestinal, constou de um
decréscimo da capacidade endocitica das células e um aumento do fluxo do dextran que é
consequéncia da perda da polaridade celular. Possivelmente, este fato ocorreu em virtude de
alteracbes da membrana celular causadas pela infecgdo por T. gondii. De qualquer forma, a
perda de estabilidade celular pode alterar a capacidade de endocitose das células Caco-2, ja
que a absorcdo mediada por este mecanismo de transporte € uma caracteristica marcante deste
tipo de celula (SAl et al., 1998).
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AlteracGes do epitélio intestinal em infec¢do por T. gondii ja foram demonstradas in
vivo, na mucosa intestinal de gatos. Neste caso, infeccdo por T. gondii resultou em
degeneracdes mitocondriais e do reticulo endoplasmatico, assim como a encurtamento
significante dos microvilos das células epiteliais (FERGUSON, HUTCHISON, SIIM, 1976).
Esses dados estdo de acordo com nossos achados ndo apenas em termos de similaridades de
consequéncias da infeccdo no nivel do epitélio intestinal, mas também reforca a importancia
em termos de viabilidade da utilizacdo da linhagem Caco-2 refletindo de forma semelhante ao
que ocorre in vivo.

Além da alteracdo da capacidade de endocitose das células, observamos uma perda da
viabilidade celular em decorréncia da infeccdo com taquizoitos. Estas alteracdes
provavelmente promoveram a migracdo do parasito através da camada de células polarizadas,
0 que constitui um importante determinante da viruléncia e invasdo de T. gondii
(BARRAGAN; SIBLEY, 2002).

A camada do epitélio gastrointestinal, em homeostase, forma uma barreira seletiva
onde 0s microrganismos e a maioria dos antigenos sdo controlados. A interacdo entre o
epitélio e a populacdo de microrganismos estd baseada na modulacdo da permeabilidade
intestinal e os mecanismos de defesa da mucosa intestinal. A espessura do epitélio intestinal é
dindmica, ndo obstante o principal mecanismo e o efeito sobre a dindmica da permeabilidade
do epitélio intestinal sdo pouco estudados (FIORENTINO et al., 2014). A integridade da
camada do epitélio intestinal é preservada pelos complexos de juncdo intercelular, onde as
juncOes de oclusdo funcionam como uma barreira para a difusdo lateral dos componentes
apicais e basolaterais, e como controle da rota paracelular (SCHNEEBERGER; LYNCH,
2004). Porém, existem poucas informacBes sobre a regulacdo das juncbes de oclusdo na
presenca de infecgdes por parasitos, dentre eles T. gondii.

Outro aspecto importante encontrado em nosso estudo refere-se a que a exposi¢do das
células epiteliais Caco-2 a T. gondii levou a uma diminuicdo do componente proteico das
juncBes de oclusdo conhecido como ocludina. De fato, alguns estudos tém descrito uma
alteracdo da rede de ocludina, fosforilacdo e desacoplamento do complexo de juncdo de
oclusdo na presenca de infeccdo por bactérias tais como Salmonela typhy e Shigella
(FIORENTINO et al., 2013; FIORENTINO et al., 2014). Como parasito intracelular
obrigatorio e invasor do epitélio intestinal, acreditamos que este padrdo de alteragdo da

proteina ocludina também se estenda para T. gondii, conforme nossos resultados sugerem.
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Considerando o parasitismo obrigatério, é esperado que este protozoario possa fazer
uso das proteinas das juncBGes de oclusdo (tight junctions - TJ) para invadir o epitélio
intestinal. Ocludina, como uma das proteinas das juncdes de oclusao, contribui para manter a
integridade do epitélio intestinal e, possivelmente, seja um alvo importante de T. gondii. Al-
Sadi e colaboradores (2011) relataram que a diminuigdo de ocludina nas células Caco-2 e em
intestinos de camundongos utilizando RNAs de interferéncia levou ao aumento do fluxo de
macromoléculas, sugerindo que a ocludina tem um papel importante na manutencdo da
barreira epitelial.

Neste caso, o aumento do fluxo macromoléculas reflete na desorganizacdo do epitélio
intestinal, facilitando a invasdo por patdgenos. Por isso a baixa quantidade de ocludina
observada nas células Caco-2 infectadas, comparadas com as células ndo infectadas,
demonstram que a infeccdo pelo parasito leva a alteracdo nas proteinas de juncdo de ocluséo.
Weight e Carding (2012) propdem que T. gondii utilize o complexo proteico de jungdes de
oclusdo como porta de entrada para invadir os enterdcitos e conseguir sua disseminagdo na
mucosa intestinal, além de apresentar uma influencia na alteracéo da distribuicdo de ocludina.
Esses eventos promovem justamente a transmigracéo do parasito através do epitélio intestinal.

Vérios trabalhos descrevem que a linhagem de células Caco-2 é popularmente
conhecida como um modelo in vitro importante do epitélio intestinal para o estudo e avaliacdo
de absorcdo de nutrientes, aminoacidos, vitaminas e candidatos a farmacos (BIGANZOLI et
al., 1999; ARTUSSON; PALM; LUTHMAN, 2001; ZEROUNIAN; LINDER, 2002; KIM et
al., 2014). A resisténcia elétrica transepitelial (TEER) é um método utilizado para quantificar
e avaliar a permeabilidade e transporte de substratos através da barreira epitelial (BENSON;
CRAMER; GALLA, 2013). Em nossos resultados encontramos que existe uma diminuicdo da
TEER nas células Caco-2 infectadas com o parasito. Isto sugere, uma vez mais, que a
integridade da camada de células Caco-2 é modificada por T. gondii.

Trabalhos utilizando células Caco-2 expostas a compostos proteicos de bactérias como
Salmonella e sobrenadante de Helicobacter pylori diminuem a TEER (LYTTON et al., 2005;
FANG et al., 2010;). Além disso, trabalhos utilizando bactérias como Shigella e Salmonella
Thypy em células Caco-2 tém um efeito dose-dependente sobre a TEER (FIORENTINO et al.,
2013; FIORENTINO et al., 2014). Ainda, Griffiths e colaboradores (1994) utilizaram células
Caco-2 infectadas com oocistos (25% de taxa de eclosdo) do protozoario Crytosporidium

parvum e mostram também que existe uma diminui¢do da TEER. Com tudo isto, ressaltamos
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que nosso trabalho é o primeiro estudo onde se avalia a influéncia de um patégeno sanguineo
e tissular na estrutura do epitélio intestinal durante a infecgéo.

Portanto, acreditamos que a diminuicdo da proteina ocludina, baixa atividade
endocitica das células Caco-2, aumento do fluxo do carboidrato dextran e, consequentemente,
uma diminui¢do da TEER; confirmam que T. gondii tem a habilidade de modificar a barreira
epitelial intestinal para assim facilitar a invaséo das células hospedeiras.

Em relacdo a expressdo de citocinas inflamatorias, observamos um aumento na
expressao de IL-8 e uma tendéncia a maior producdo de IL-1B nas células infectadas com T.
gondii. Maillot e colaboradores (2000) avaliam as células Caco-2 infectadas com o
protozoario C. parvum e foi observado, mediante o método de ELISA, um aumento da
producdo de IL-8. Os niveis de expressdo de citocinas encontrados, juntamente com o
decréscimo da quantidade de ocludina encontrado em nosso estudo, nos leva a crer em uma
relagdo de causa-efeito entre citocinas e as proteinas de oclusdo. Dessa forma, a tendéncia de
maior producdo de IL-1pB por células Caco-2 pode ter também influenciado na diminuicéo da
proteina ocludina e aumentado na permeabilidade intercelular dessas células. De fato, as
células Caco-2 estimuladas com TNF-a, outro mediador inflamatorio, por 48 horas,
apresentam um aumento da permeabilidade das juncdes de ocluséo via ativacdo de NF-xB
(MA et al.; 2005). Ainda, Van de Walle e colaboradores (2010) utilizam células Caco-2
estimuladas com diferentes citocinas, observando uma maior influéncia da citocina IL-1p na
reducdo da integridade da barreira celular. Dessa forma, acreditamos que o parasito possa ter
contribuido com o aumento da producdo de citocinas pro-inflamatérias, 0 que contribuiu para
a diminuicdo da quantidade de ocludina nas células infectadas conforme discutido
anteriormente.

A linhagem de células de carcinoma de co6lon, Caco-2, tem a propriedade de se
diferenciar espontaneamente, sem a presenca de indutores; exibindo um padrdo estrutural e
funcional de enterécitos maduros. Em cultivos pos-confluentes, as células estdo cobertas por
microvilosidades associados com a polarizacdo da camada epitelial de células Caco-2 (PINTO
et al. 1983). Em nosso estudo, esta integridade das microvilosidades também foi alterada em
decorréncia da infecgéo pelo parasito.

Parasitos pertencentes ao filo Apicomplexa invadem rapidamente as células
hospedeiras, mediante a ativacdo de seu motor actinomiosina, para assim gerar o0 movimento
em direcdo a formagdo do vactolo parasitoforo (DELORME-WALKER et al., 2012).

Entretanto, Gonzalez e colaboradores (2009) demostraram que os filamentos de actina da
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celula hospedeira, os quais estdo acoplados as jungdes de oclusdo, sdo necessarias para uma
apropriada internalizagdo do taquizoito na célula alvo. Além disso, quando as celulas alvo
foram pre-tratadas com jasplakinolida, droga que induz a polimerizacdo de filamentos de
actina, estas ndo conseguem ser invadidas pelo parasito. Com tudo isto, podemos considerar
que o uso dos filamentos de actina do hospedeiro, pelo parasito, é fundamental para uma
invasao produtiva.

Delorme-Walker e colaboradores (2012) mostraram que os taquizoitos de T. gondii
secretam uma proteina, denominada toxofilina. Essa proteina aceleraria a quebra dos
filamentos de actina, o que faria que a célula hospedeira perdesse o citoesqueleto de actina,
facilitando a invasdo pelo parasito. Além disso, j& foi demostrado, em um estudo in vivo em
felinos, a alteracdo das fibras de actina que reflete na perda de microvilosidades
(FERGUSON, HUTCHISON, SIIM, 1976).

Na formacdo do intestino, a via de sinalizacdo Notch tem um papel importante,
especificamente, no desenvolvimento embrionario do tubo digestivo e, na diferenciacdo e
proliferacdo das células progenitoras e maturas (YANG et al., 2001; CROSNIER et al., 2005).
Observamos que houve uma diminuicdo da proliferacdo do parasito nas células Caco-2
quando existe uma interferéncia da via Notch utilizando o inibidor, em uma concentracdo de
modo que ndo interfira com a viabilidade das células.

Dahan e colaboradores (2011) discutem que a perda da expressdo de Notch-1, um dos
receptores da via de sinalizacdo Notch, nas células Caco-2 esta relacionada com a diminuicao
da resisténcia transepitelial e desregulacdo da expressédo e localizacdo das proteinas de juncdo
de oclusdo. Além disso, camundongos knock down para Notch-1 tiveram uma diminuicdo da
expressao das proteinas de juncdo de oclusdo, e um aumento da permeabilidade do epitélio
intestinal (MATHERN et al., 2014).

Dessa forma, acreditamos que a via de sinalizacdo Notch é importante para manter a
integridade da barreira epitelial do intestino, e que a interferéncia do parasito no nivel
intestinal também se estende a utilizacdo desta importante via de sinalizacdo nas células
epiteliais. Ainda ndo esta claro para ndés como a interferéncia na via de sinalizacdo Notch
poderia interferir na proliferacdo do parasito, possivelmente poderia estar interferindo na
expressao de moléculas envolvidas na interacdo parasito-hospedeiro.

O epitélio intestinal apresenta uma dinamica de manutencdo da homeostase altamente
eficaz, considerando que este é um local amplamente sujeito a entrada de uma grande

diversidade de agentes patogénicos, bem como no estabelecimento de uma vasta microbiota.
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Neste aspecto, a funcdo de protecdo da mucosa intestinal passa a ser tdo importante quanto a
absortiva, sendo a primeira desempenhada ndo apenas por um mecanismo imunolégico, mas
também pela manutencdo da integridade da mucosa — em grande extensdo pelas proteinas de
juncdo, como ocludina.

Paralelamente, T. gondii apresenta uma intrincada habilidade de subverter esta barreira
e, consequentemente, estabelecer uma infeccdo invasiva. Neste caso, nosso estudo
demonstrou que este protozoario altera ndo apenas o epitélio no nivel de microvilosidades,
mas também desorganizando e inabilitando as células intestinais, em termos de endocitose,
tornando-a mais vulneravel ao parasito. Neste aspecto, demonstramos a importancia da
ocludina e sua influencia na fisiologia da célula Caco-2 a qual foi alterada.

Outros estudos necessitam ser realizados no sentido de se avaliar outros componentes
proteicos de juncdo celular; além de mensurar a expressao de outras citocinas. De qualquer
forma, acreditamos que os resultados deste estudo possam trazer uma compreensdo mais
detalhada das consequéncias da infeccdo por T. gondii no epitélio intestinal, o principal sitio

de infeccdo e invasdo pelo parasito.
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7. Conclustes

Sobre as junc¢des de oclusdo, consideramos que sdo fatores proteicos importantes que
mantem a integridade da camada de células Caco-2 e que na presenca de T.gondii, essa
integridade é afetada de maneira drastica. Dados como a mensuracdo da TEER, a avaliacdo da
permeabilidade paracelular mostram que o parasito auxilia na perda da polaridade do epitélio
intestinal. Além disso, o parasitismo causa modificagdes no citoesqueleto de actina e
endocitose do carboidrato dextran nas células Caco-2 resultando na diminuicdo da superficie
de absorcéo e na taxa de endocitose. Junto com a modulacdo da expressdo das citocinas I1L-13
e IL-8, os resultados revelam e sustentam como o parasito pode alterar o epitélio em nivel

morfoldgico, fisioldgico e molecular, com o fim de ter uma invaséo produtiva.

Por fim, consideramos que novos ensaios devem ser feitos, especificamente
relacionados com a via de sinalizacdo Notch, para obter um completo entendimento do efeito
que tem T. gondii sobre o epitélio intestinal. E claro que estudos in vivo sdo considerados

importantes para demostrar 0s nossos achados neste trabalho.
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