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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar, em modelo in vitro, a influéncia de heparina na
susceptibilidade de células da retina a infec¢@o por Toxoplasma gondii. Culturas primérias
de retina de embrido de galinha de 8 e 11 dias (E8 e E11) e de astrécitos da cabeca do
nervo Optico humano foram mantidas em laminulas durante aproximadamente uma
semana, quando foram infectadas com taquizoitas de 7. gondii por 24 horas. Fibroblastos
de embrido de galinha e fibroblastos de prepicio humano foram usados como controle.
Parasitos foram pré-tratados com heparina e anticorpos anti-SAG-1, enquanto astrécitos
humanos foram estimulados com IFN-y antes e apds a infec¢do, sendo realizada dosagem
de nitritos no sobrenadante destas células. As taxas de infec¢do (invasdo), o indice global
de infecgdo (invasdo) e as taxas de replicacdo celular, foram determinados pela contagem
de, no minimo, 100 células por condi¢do experimental. Anticorpo monoclonal anti-
heparina foi utilizado para determinar a distribui¢do de heparina na superficie das células.
Pré-tratamento com heparina diminuiu o nimero de células E8 infectadas, porém,
aumentou as taxas de replicacdo intracelular do parasito nos astrécitos humanos. A
marcagdo para heparina foi discreta na maioria dos fibroblastos de embrido de galinha
enquanto que, na cultura de retina, a grande maioria das células apresentou forte marcagao.
Astrocitos estimulados com IFN-y mostraram aumento significativo no indice global de
infeccdo, mas houve producdo de nitritos somente em niveis basais nas células
estimuladas. Células de retina E8 e astrécitos humanos foram mais susceptiveis a infeccio
por T. gondii que fibroblastos possivelmente pela distribui¢do diferencial de heparina na
superficie dessas células facilitando a invasdo pelo 7. gondii. A inibi¢cdo da replicagdo de
T. gondii por IFN-y em astrécitos humanos parece ser independente de mecanismos
envolvendo a producdo de nitritos.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, células da retina, astrécitos, heparina



ABSTRACT

The purpose of this work was to analyze, in an in vitro model, the influence of the heparin
on the susceptibility of retinal cells to infection by Toxoplasma gondii. Primary cultures of
retinas from chick embryos of 8 and 11 days-old and astrocytes from human optic nerve
heads were maintained in coverslips for one week, when were infected with 7. gondii
tachyzoites for 24 hours. Chick embryo and human foreskin fibroblasts were used as
controls for chick and human experiments, respectively. Parasites were pre-treated with
heparin and anti-7. gondii surface antigen 1 (SAG-1) antibody and the astrocytes were
stimulated with interferon gamma (IFN-y) before ante after infection. The number of cells
infected with 7. gondii and the number of parasites per cell were determined by counting at
least 100 cells in each experimental condition. Monoclonal anti-heparin antibody was used
to determine the distribution of heparin on the surface of cells. Pre-treatment with heparin
increased the rates of replication ES8 cells, while, in human astrocytes heparin pre-treatment
decreased intracellular parasite replication. The labeling for heparin was more discrete in
the chick embryo fibroblasts, while in the retinal cells there was strong labeling. Astrocytes
stimulated with IFN-y showed a little difference in the rates of infection and there was no
detectable nitric oxide (NO) production in the stimulated cells. Retinal cells of chick
embryos (E8) were more susceptible to infection by 7. gondii than fibroblasts possible by
differential distribution of heparin on the surface of these cells, which may facilitate
adhesion and invasion by 7. gondii. The inhibition of the replication of 7. gondii by IFN-y

in human astrocytes probably is independent from mechanisms involving NO production.

Keywords: Toxoplasma gondii, retinal cells, astrocytes, heparin
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1. INTRODUCAO

1.1. O parasito

Toxoplasma gondii € um protozodrio intracelular obrigatério comumente encontrado
no homem e em animais (REY, 2002). Estima-se que aproximadamente 500 milhdes de
pessoas estejam infectadas no mundo (DENKERS; GAZZINELLI, 1998) e, em individuos
imunocompetentes, a infeccdo é geralmente assintomatica (LUFT; REMINGTON, 1992;
BOOTHROYD; GRIGG, 2002) exceto no olho, onde causa uveite posterior em cerca de
30-50% dos casos, dependendo da localizagio geogriafica (HENDERLY et al., 1987;
GLASNER et al.,, 1992). A toxoplasmose é uma patologia importante em pacientes
imunocomprometidos e em fetos, sendo que a doenga congénita origina a maioria dos
casos de toxoplasmose ocular (PERKINS, 1973).

Morfologicamente, T. gondii assemelha-se as demais células eucaridticas apresentando
ndcleo, mitocondrias, complexo de Golgi, lisossomos e reticulo endoplasmaético. Possui
uma forma alongada com as extremidades arqueadas, lembrando o formato de uma banana
(REY, 2002). No entanto, além das organelas tipicas dos seres eucariontes, somente 7.
gondii e os outros membros do filo Apicomplexa possuem complexo apical com
compartimentos secretérios especializados na invasdo e adesdo do parasito a célula
hospedeira, conhecidos como granulos densos (GD), micronemas e roptrias
(CARRUTHERS, 1999).

T. gondii apresenta tr€s formas infectantes: taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas. A
infeccdo no homem é adquirida principalmente pela ingestdo de alimentos e &4gua
contaminados com oocistos liberados nas fezes de gatos e ingestdo de alimentos mal

cozidos ou carnes cruas contendo cistos teciduais (JONES et al., 2001; MONTOYA,
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2004). Porém, pode ser transmitida também via transplacentdria, ou através de Orgdos
transplantados e acidentes laboratoriais (JONES et al., 2001).

As espécies do género Felis e Lynx, mais particularmente o gato, sdo os hospedeiros
definitivos de T. gondii, e a replicacdo do parasito ocorre no intestino desses animais,
resultando em producdo de oocistos que sdo eliminados nas fezes dos gatos. Apds a
esporulacdo, na qual permanece no ambiente por 1-21 dias, oocistos contendo esporozoitas
sdo infectantes quando ingeridos por hospedeiros mamiferos e se transformam em
taquizoitas (REY, 2002; MONTOYA, 2004).

A forma taquizoita estd relacionada principalmente com a disseminacdo da infec¢dao
para diferentes tecidos do hospedeiro, incluindo sistema nervoso central (SNC), olhos,
musculos esquelético e cardiaco, e placenta. Taquizoitas multiplicam-se rapidamente
dentro de um vactolo parasitéforo nas células infectadas. As taxas de invasdo e
multiplicacdo dos taquizoitas dependem da cepa de T. gondii, da célula infectada e da
competéncia imunoldgica do paciente (SILVA et al., 1982). Quando as células hospedeiras
se rompem, os taquizoitas liberados vao rapidamente invadir novas células, generalizando
a infeccdo e podendo levar a morte do hospedeiro (DENKERS; GAZZINELLI, 1998).

A forma bradizoita estd mais relacionada com a propagacdo da infec¢do entre
diferentes hospedeiros, e com episddios de reativagdo da toxoplasmose em individuos
cronicamente infectados e imunossuprimidos (BOOTHROYD; GRIGG, 2002). Bradizoitas
sdo morfologicamente semelhantes aos taquizoitas, mas sua multiplicacdo é lenta,
expressam moléculas estidgio-especificas, e sdo funcionalmente diferentes. Cistos teciduais
contém de centenas a milhares de bradizoitas e se formam nas células hospedeiras no
cérebro, misculo esquelético e cardiaco, permanecendo por toda a vida do hospedeiro
infectado e, na presenca de um sistema imune apto, estas formas cisticas geralmente néo

estdo associadas com doenca clinica (MONTOYA, 2004).
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T. gondii apresenta trés linhagens clonais principais designadas como tipo I, II e III,
nas quais se diferem na viruléncia e no padrdo epidemioldgico de ocorréncia.
Normalmente, as cepas se dividlem em altamente virulentas (tipo I), relativamente
virulentas (tipo II) ou brandas (tipo III) (HOWE; SIBLEY, 1995). Novas linhagens clonais
estdo sendo descritas na literatura como cepas exéticas ou atipicas pelo fato de seus
genotipos serem diferentes ou até mesmo serem uma mistura das trés linhagens ja
existentes (BOOTHROYD; GRIGG, 2002). Virias cepas isoladas de pacientes com AIDS
na América do norte sado tipo II. Cepas tipo I e tipo II tém sido encontradas em pacientes
com doenga congénita, € em animais a maioria das cepas isoladas € do genétipo III
(HOWE; SIBLEY, 1995). No Brasil, a cepa tipo I é encontrada frequentemente nos casos
de toxoplasmose ocular (VALLOCHI et al., 2005). Em Erechim, onde h4d uma prevaléncia
de 17% de casos de toxoplasmose ocular, a cepa tipo I € predominante (JONES et al.,
2006). Acredita-se que esta alta taxa pode ser devido a uma infeccdo aguda apds o
nascimento, porque a taxa de infec¢do em criangas e jovens € baixa nesta regido do Brasil
(SILVEIRA et al., 2001).

E importante salientar entio, que variacdes na apresentacio clinica e severidade da
doenca em individuos susceptiveis, sdo atribuidas a diversos fatores incluindo a genética
heterogénea do hospedeiro e o gendtipo do parasito responsavel pela infeccdo
(BOOTHROYD; GRIGG, 2002). Além disso, Khan e colaboradores (2006) mostraram
que a constituicdo genética de T. gondii € mais complexa e sugere que genotipos Uinicos ou
divergentes podem contribuir para diferengas clinicas da toxoplasmose em diferentes
localidades.

T. gondii é ha muito tempo reconhecido por causar doenga grave em dois principais
grupos de individuos. Primeiro, os individuos imunocomprometidos, nos quais lesdes

neuroldgicas e lesdes oftalmoldgicas podem ocorrer. Segundo, aqueles expostos a uma
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infec¢do primdria durante a gestacdo podendo transmitir a infec¢do via placentaria para o
feto, resultando em sérias conseqii€ncias, desde aborto até sintomas neuroldgicos e
oculares graves. Recentemente, um terceiro grupo de individuos de alto risco em
desenvolver sintomas de doenca grave foram identificado: pessoas sauddveis expostas a
algumas cepas do parasito, particularmente prevalentes na América do Sul, onde
individuos infectados podem apresentar envolvimento pulmonar e esplenomegalia
(CARME et al., 2002). Havendo entdo, uma relacdo entre cepas atipicas e doenga ocular,
pode-se suspeitar que a maior prevaléncia de toxoplasmose ocular na América do Sul seja
causada por essas cepas exdticas (KHAN et al, 2006; VALLOCHI et al., 2005). Entretanto,
aumentam as evidéncias de que uma significante por¢do de pacientes com toxoplasmose
ocular pode ter adquirido a doenca pds-natal e na auséncia de imunossupressdo. No
entanto, na rotina clinica uma diferenciacdo entre doenca congénita e adquirida é

problemaética e normalmente ndo mais que sugestiva (JONES et al., 2006).

1.2. Interacao parasito-hospedeiro

Os membros do filo Apicomplexa, exibem um processo similar de invasdo no qual,
antes de invadir, o parasito desliza sobre o substrato (KEELEY, SOLDATI, 2004).
Diferentes tipos de proteinas sdo usados em cada etapa do processo, o qual resulta na
formacdo de uma interface ligante intima entre o parasito e a célula-alvo (CARRUTHERS;
BOOTHROYD, 2007) e na entrada do parasito através de sua regido anterior, seguindo
pela protrusdo do condide, modificagio da membrana da célula hospedeira e secrecio de
micronemas e roptrias (WERK, 1985; CARRUTHERS; SIBLEY, 1997)

A superficie de taquizoitas de 7. gondii é coberta por uma familia de antigenos de
superficie (“surface antigen”, SAGs) e proteinas de seqiiéncia relacionada a SAG (SRS),

havendo mais de 150 SAGs ou genes SRS no genoma de Toxoplasma gondii (JUNG et al.,
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2004). No entanto, somente alguns sdo reconhecidos por serem expressos em taquizoitas e
destes, seis antigenos de superficie (SAGs 1-3 e SRSs 1-3) predominam na superficie do
parasito (LEKUTIS et al., 2001).

Algumas evidéncias sugerem que SAGs participam na aderéncia inicial de 7. gondii as
células hospedeiras. As proteinas de superficie do parasito, SAG1 (P30), SAG2 (P22) e
SAG3 (P43) ja foram descritas como mediadores da ligacdo desse protozodrio a célula
hospedeira (MINEO et al., 1993; MINEO; KASPER, 1994).

No entanto, hé fatos paradoxos no que diz respeito ao papel de SAGs na aderéncia,
pois em culturas in vitro, mutantes deficientes em SAG-1 sdo mais hdbeis em invadir as
células hospedeiras que os parasitos selvagens (GRIGG, BOULEY apud CARRUTHERS;
BOOTHROYD, 2007).

Em trabalho publicado recentemente com modelo murino para estudo da toxoplasmose
ocular, concluiu-se que SAG-1 néo parece participar das lesdes agudas a retina induzidas
por Toxoplasma (CHARLES et al., 2007).

Durante a invasdo forma-se a juncdo de movimento com participacdo de proteinas de
micronemas e roptrias e, durante a formacdo do vacuolo parasitéforo, hd secrecdo de
roptrias e granulos densos (ALEXANDER et al., 2005).

A existéncia de uma etapa aderente envolvendo especificamente a superficie apical do
parasito foi inicialmente relatada através de experimentos utilizando a citocalasina D,
(CytD), um antagonista de actina, que impede o deslizamento e a penetragcdo ativa do
parasito na célula hospedeira. T. gondii tratado com CytD possui alta capacidade de
ligacdo as células hospedeiras, porém, € incapaz de invadir a célula-alvo. SAGs
provavelmente ndo participam desta interacdo polarizada por serem distribuidos
homogeneamente por toda a superficie do parasito (CARRUTHERS; BOOTHROYD,

2007). Ja as proteinas micronemais, entre elas as conhecidas como MICs, produto de
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pequenas organelas secretérias situadas abaixo do condide, sdo descritas como sendo de
importancia fundamental no processo de aderéncia (CARRUTHERS et al, 1999). Parasitos
deficientes em MIC2 ndo conseguem invadir células hospedeiras e, para o parasito, a
delecdo do gene MIC2 é letal (HUYNH et al., 2003; HUYNH et al., 2004).

Virias proteinas MIC possuem dominios aderentes conservados (trombospondina
(TSP)-“like”, fator de crescimento epidermal (EGF)-“like”, lectina-“like”e outros) que sdo
conhecidos por mediarem a interagdo proteina-proteina ou carboidrato-proteina em outros
sistemas (SOLDATI et al.,, 2001). Experimentalmente, o acimulo de proteinas de
micronemas pode ser mimetizado utilizando agonistas de cdlcio, e bloqueado utilizando
antagonistas de cdlcio, com uma diminuicdo correspondente da aderéncia (CARRUTHERS
et al., 1999).

Estudos anteriores também indicaram papéis satisfatorios para MICs na aderéncia
durante a infeccdo. Parasitos deficientes tanto em MIC1 ou MIC3 apresentaram atenuacio
moderada em camundongos, no entanto, parasitos deficientes tanto em MIC1 e MIC3 nido
sao virulentos e falham em produzir infec¢ao letal (CEREDE et al., 2005).

O receptor da célula hospedeira deve ser comum a diferentes tipos celulares ou
provavelmente existem multiplos receptores, jid que o parasito invade praticamente
qualquer tipo celular. Sabe-se que o parasita liga-se a laminina que, por sua vez liga-se a
receptores Pi-integrina da célula hospedeira. Experimentos anteriores sugerem que
proteoglicanos sulfatados seriam os principais receptores celulares para 7. gondii
(SIBLEY, 1998; ORTEGA-BARRIA; BOOTHROYD, 1999), que reconheceria essas
moléculas através das proteinas SAG-3 ou MIC2 presentes na superficie do parasito. A
partir desta ligacdo com proteoglicanos sulfatados, ocorreria entdo a invasdo da célula
hospedeira pelo parasito. Jacquet e colaboradores (2001) demonstraram que SAG-3, e ndo

SAG-1, é capaz de se ligar especificamente a proteoglicanos sulfatados. Entretanto,
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bloqueando-se SAG-3, ndo se conseguiu inibir totalmente a adesdo do parasito, sugerindo
que hé outros sistemas envolvidos na adesdo e invasdo parasitarias.

Uma variedade de cadeias de glicosaminoglicanas (GAGs) sulfatadas podem funcionar
como receptores para adesdo de T. gondii e fixacdo as células hospedeiras durante a
invasdo. A diminui¢do da aderéncia do parasito ja foi observado em células hospedeiras
com deficiéncia na sintese e/ou sulfatacdo de heparina, heparan sulfato e sulfato de
condroitina. Glicosaminoglicanas soluveis exibiram uma inibicdo do deslizamento do
parasito dose-dependente, sugerindo um papel para o heparan sulfato no movimento e
migracdo de Toxoplasma através da matriz extracelular (CARRUTHERS et al., 2000).

O heparan sulfato é uma glicosaminoglicana polimerizada de N-acetilglucosamina
(GleNAc) e 4cido glucuronico (GlcA) presa a uma porgdo proteica central (GROBE et al.,
2002; ESKO; SELLECK, 2002). Proteoglicanas contendo heparan sulfato podem ser tanto
transmembrénicas, quanto ligadas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI) ou ainda podem ser
proteinas secretadas. No complexo de Golgi, as cadeias glicidicas sofrem uma série de
modificacdes, incluindo N-deacetilacdo/ N-sulfatagdo de residuos de GIcA, epimerizacio
de D-GIcA a L-dcido idurdnico (IdoA), e O-sulfatacdo. N-deacetilacao/N-sulfatacio de
residuos de GIcA pelas enzimas N-deacetilase/ N-sulfatase (NDST) é o passo inicial na
modificacdo do heparan sulfato. Sulfatacdes subsequentes ocorrem em sequéncias
proximas a residuos de glucosaminas N-sulfatadas, resultando em aglomerados de
unidades de agtcares sulfatados. Células de mamiferos expressam quatro NDSTs. NDST1
e NDST?2 sdo de expressdo ubiquita, enquanto NDST3 e NDST4 sdo expressas somente
durante o desenvolvimento e em cérebro adulto (AIKAWA; ESKO, 1999; AIKAWA et al.,
2001). Acidos sidlicos sio encontrados na porgdo terminal das cadeias glicanas em

glicoproteinas ou glicolipideos. Diminui¢do de cadeias de heparan sulfato ou 4cido sidlico
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de glicoconjugados celulares resulta em significante reducdo de infec¢@o por 7. gondii in

vitro (BAIA; ESKO, 1996).

1.3. Patologia da toxoplasmose ocular

A retina € provavelmente o Unico tecido humano onde se desenvolve lesdo ativa pelo
Toxoplasma em individuos adultos imunocompetentes, causando sérias conseqiiéncias
visuais, inclusive a cegueira. Mesmo na fase cicatricial inativa, a toxoplasmose ocular estd
associada com defeitos permanentes no campo visual em mais de 94% dos casos, sendo
que desse porcentual, dois tercos dos individuos apresentam defeitos graves e em 48% ha
diminuicdo na acuidade visual (SCHERRER et al., 2007).

O primeiro alvo da toxoplasmose ocular é a retina neural, onde o parasito causa
inflamacdo necrosante, e na fase inativa, forma cistos intracelulares (NICHOLSON;
WOLCHOK, 1976; GAZZINELLI et al., 1994). A presenca de taquizoitas livres e cistos
dentro de células do epitélio pigmentar da retina (EPR) foram também observados
(NICHOLSON, WOLCHOK, 1976). A maioria dos casos de doenca congénita sé
desenvolve a lesdo ocular (retinocoroidite) mais tardiamente no periodo pds-natal, sendo
que 80% desses pacientes terdo pelo menos um episddio de retinocoroidite até os 20 anos
de idade (KOPPE, 1986).

Retinocoroidite necrosante é a caracteristica clinica mais marcante da toxoplasmose
ocular. E comumente acompanhada por uveite posterior difusa e reacdo inflamatéria do
vitreo. A lesdo ocular tipica causada por 7. gondii é oval ou redonda, situada na retina
neural. Nos estdgios ativos, as lesdes apresentam uma aparéncia cinza-esbranquicada e

pode estar associada com edema de retina. Quando a inflamacdo desaparece, ocorre uma
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atrofia retiniana e coroidal, usualmente com pigmentacido das lesdes (VALLOCHI et al.,
2005).

Danos ao tecido ocular sdo considerados como resultado da combinagdo de fatores
imunes e do proprio parasito. Invasio inicial do olho pelo parasito contribui para a quebra
da barreira hemato-ocular que entdo facilita a translocacdo de células imunes para o
interior do olho, que € classicamente um sitio de privilégio imunolégico e normalmente
ndo permite a entrada e sobrevivéncia de células T dentro do tecido ocular. No entanto,
mecanismos auto-imunes tém sido sugeridos como tendo papel na inflamac¢do durante a
toxoplasmose ocular (VALLOCHI et al., 2005; FERGUSON; GRIFFITH, 2006; JONES et
al., 2006).

Sabe-se que, imunidade persistente ¢ essencial para controlar danos teciduais no
sistema nervoso central, o principal sitio de persisténcia do parasito durante infec¢dao
latente. Em individuos imunocomprometidos, a reativacdo da infec¢do pode resultar em
encefalite toxopldsmica fatal (ISRAELSKI; REMINGTON, 1993).

A secrecdo de interferon gama (IFN-y), a principal citocina envolvida no controle do
parasitismo, € responsavel por estabelecer infec¢cdo cronica assintomética por 7. gondii no
sistema nervoso central (GAZZINELLI et al., 1991; STOLL et al., 2000), tanto por meio
de células residentes como nédo residentes do sistema nervoso central (SNC). De fato, a
resisténcia do hospedeiro parece ser dependente da presenca de receptores de IFN-y em
células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas. Contudo, a participacio de células do SNC
na resposta a IFN-y, € vista por ser altamente relevante (YAP; SHER, 1999; HALONEN et
al., 2001). Entretanto, paradoxalmente, a presenca de citocinas do perfil Thl no
parénquima cerebral pode ser prejudicial pela intensa atividade da microglia resultando em
producdo de 6xido nitrico (NO) e de outros metabdlitos téxicos (YAP; SHER, 1999;

KANG; SUZUKI, 2001). Mediadores pré-inflamatérios tais como o IFN-y, fator de
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necrose tumoral (TNF-a) e NO tém atividade neurotdxica in vivo (GIOVANNONI et al.,
1998) e in vitro (CHAO et al., 1995). Embora a ativa¢do da microglia garanta protecio
contra infecgdes cerebrais, paradoxalmente ela pode causar danos teciduais graves
(ROZENFELD et al., 2003).

IFN-y pode também ativar astrécitos para inibir o crescimento de 7. gondii. Em
astrocitos murinos e células da microglia, o IFN-y em combinagdo com lipopolissacarideo
(LPS) ou interleucina-1 (IL-1) mostrou efeito inibitério na replicacdio de 7. gondii
(HALONEN et al., 1998). O mecanismo da atividade anti-7Toxoplasma mediada por IFN-y
em astrécitos murinos parece ser independente de mecanismos previamente demonstrados
em outras células como fibroblastos humanos, por exemplo, mecanismos envolvendo NO,
privacdo de triptofano, intermedidrios reativos do Oxigé€nio e privacdo de Ferro
(HALONEN; WEISS, 2000).

IFN-y é conhecido por exercer seu efeito pela ativacido de genes reguladores, dos quais
mais de 200 foram identificados (BOEHNE et al., 1997), sendo um deles o IGTP, gene
regulador de IFN—y (TAYLOR et al., 1996). Halonen e colaboradores (2001) mostraram
que o IGTP realiza um papel central na inibi¢do de 7. gondii induzida por IFN—y em
astrocitos murinos. Estas observag¢des sugerem que o efeito de IFN—y e de citocinas na
multiplicagdo intracelular de 7. gondii em sistemas in vitro parece ser dependente do tipo
celular utilizado como modelo.

No entanto, em alguns tipos celulares, o IFN-y parece falhar em produzir um efeito
anti-parasitario. Células BeWo trofoblasticas na presenga de IFN-y e L-triptofano sdo mais
susceptiveis a infeccdo por T. gondii (OLIVEIRA et al., 2006). Schluter e colaboradoress
(2001) demonstraram que neurdnios cerebelares murinos estimulados com IFN-y e/ou fator
de necrose tumoral (TNF) falharam em produzir um efeito inibitério na invasdo e

crescimento de 7. gondii.
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Em pesquisas com células de glioblastoma humano demonstrou-se que o efeito
inibitério da acdo do IFN-y no controle de T. gondii foi possivelmente devido a ligacdo
desta citocina as moléculas de heparina presentes na superficie dessas células

(DAUBENER et al., 1995).

1.4. Tipos celulares

Um fato interessante quanto a infec¢do por 7. gondii é o chamado "tropismo" pelo
sistema nervoso central. Cistos intracelulares sdo localizados preferencialmente no cérebro,
tecido muscular e cérebro, mas a base bioldgica para esta localizagdo preferencial € muito
pouco entendida. Estudos sugerem um possivel status imunoldgico especifico do cérebro
(ou a existéncia de propriedades especificas das células cerebrais, ou ambos (HUNTER;
REMINGTON, 1994).

In vitro, neurdnios de camundongos podem ser infectados por 7. gondii tao
eficientemente quanto fibroblastos, resultando na formacdo de cistos (FISCHER et al.,
1997). Entretanto, Fagard e colaboradores (1999) demonstraram que neurdnios de
hipocampo de rato foram infectados por 7. gondii com menos eficiéncia em que foram os
astrocitos. Esta discrepancia pode ser devido a cepa de T. gondii usada ou as espécies de
células hospedeiras (rato e homem versus camundongo).

Schliiter e colaboradores (2001) demonstraram, em estudos de microscopia eletronica,
que em camundongos infectados com 7. gondii os neurdnios sdo as principais células alvo
do parasito, embora astrécitos e microglia possam também ser infectados. Niveis de
infecgdo de neurdnios foram mais altos que os encontrados por Faguard e colaboradores

(1999).
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No entanto, Creuzet e colaboradores (1998) concluiram que neurdnios do hipocampo
de ratos infectados com 7. gondii sdo muito menos infectados que as células da glia,
possivelmente porque neurdnios nao se dividem ou porque necessitam de um receptor ciclo
celular dependente para 7. gondii nas cé€lulas hospedeiras.

Pesquisas de seccdes de cérebro de camundongos cronicamente infectados mostraram a
ocorréncia de cistos em uma grande variedade de tipos celulares, mas preferencialmente
localizados em neur6nios. Em um paciente que teve morte por toxoplasmose cerebral,
foram encontrados cistos nas células da glia, células da parede vascular e neurdnios
(FERGUSON; HUTCHINSON, 1987). Estudos de infeccdo de cultura celular por T. gondii
demostraram que as células da micréglia em cultura sdo tdo infectadas (CHAO et al., 1993)
quanto astrécitos (JONES et al., 1986). Nao se sabe se 7. gondii penetra essas dreas do
SNC facilmente ou se esses sitios imunologicamente privilegiados ndo erradicam o
parasito (FERGUSON; GRIFFITH, 2006)

Ao contrdrio do restante do sistema nervoso central, na retina ocorre reativacdo da
infec¢do por 7. gondii mesmo em individuos imunocompetentes, causando importante
deficiéncia visual, pela retinocoroidite que se desenvolve principalmente na regiao mais
nobre da retina, chamada macula.

Culturas agregadas de células de retina sdo sido utilizadas por véarios pesquisadores
com o intuito de definir fenotipos moleculares in vitro. Este sistema de cultura também tem
sido usado para o estudo de mecanismos de sinaptogenese e histogenese que ocorrem
durante desenvolvimento da retina (DE MELLO, 1984; MORAES et al., 2004).

Tropismo de diferentes microorganismos para tipos celulares particulares e/ou sitios
teciduais especificos ¢ um fendmeno biolégico longamente reconhecido, entretanto,
mecanismos ligados a isso s@o pouco entendidos, portanto, este trabalho justifica-se pela

necessidade de estudos que estabelegcam os fatores de maior susceptibilidade da retina ao 7.
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gondii ou “tropismo” de T. gondii pelo sistema nervoso central, mais especificamente a
retina. Desta forma, melhores abordagens diagndsticas e/ou terap€uticas poderdo ser

desenvolvidas para o beneficio dos pacientes com toxoplasmose ocular.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Determinar a influéncia da heparina na susceptibilidade de células da retina a infec¢ao

por Toxoplasma gondii.

2.2. Especificos

Estudar a susceptibilidade de células da retina de embrido de galinha de 8 e 11 dias
de incubagdo e de astrécitos humanos a infeccdo por taquizoitas da cepa RH de
Toxoplasma gondii, analisando a taxa de infeccdo (porcentagem de células
infectadas), e de replicacdo intracelular do parasito (nimero de parasitos por célula
infectada) e o indice global de infec¢do (nimero total de parasitos pelo total de

células infectadas).

Analisar o papel de moléculas receptoras do hospedeiro, como heparina/heparan
sulfato e do parasito, como Toxoplasma gondii ‘“‘surface antigen” 1 (SAG-1),
envolvidos na adesdo/invasdo do parasito em células da retina de embrido de

galinha e astrdcitos humanos.

Analisar a influéncia do tratamento com interferon-y (IFN-y) sobre as taxas de

invasdo e replicagdo de T. gondii em culturas primarias de astrécitos humanos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Parasitos

Parasitos da cepa RH de Toxoplasma gondii foram mantidos por passagem em
cavidades peritoneais de camundongos Swiss do Laboratério de Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Uberlandia, segundo anteriormente descrito por Mineo e
colaboradores (1980). Suspensdes de taquizoitas foram inoculadas intraperitonealmente em
lotes de camundongos e, ap6s 48 horas da inoculacdo, os parasitas foram recuperados por
lavagem peritoneal com solu¢fo salina tamponada com fosfatos (PBS) estéril. A suspensdo
resultante dessa lavagem foi centrifugada duas vezes a 1000 x g por 10 minutos. O
sedimento contendo taquizoitas foi ressuspenso em meio de cultivo celular (Meio Dulbeco
MEM (DMEM), Cultilab, Campinas, Brasil) e contados em camara de Neubauer com Azul

de Tripan (1%) para andlise da viabilidade dos parasitos.

3.2 Cultura de células

3.2.1 Células da retina de embriao de galinha

Ovos SPF ("Specific Pathogen Free") fertilizados da raca “White Leghorn” foram
obtidos do Laboratério Laudo em Uberlandia, MG e incubados em condi¢des timidas a
37°C. Embrides de galinha de 8 e 11 dias de incubagdo (E8 e E11) foram utilizados para a
cultura de células da retina (CRISANT et al., 1995). Os ovos foram quebrados
assepticamente e os embrides retirados, sendo imediatamente decapitados. A seguir 0s

globos oculares foram cuidadosamente dissecados em PBS estéril para separacdo das
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retinas livres de epitélio pigmentar. Foram feitas duas lavagens em DMEM e as células
foram sedimentadas a 1000x g durante cinco minutos cada e logo apds, os tecidos foram
incubados por 10 minutos a 37°C em tubo de polipropileno de 15 ml (Corning, USA). Em
seguida, as retinas foram tratadas com tripsina a 0,25% durante 20 minutos a 37°C. Foi
realizada uma centrifugacdo a temperatura ambiente e posteriormente 3 lavagens em
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, Brasil) a
1000 x g por cinco minutos cada. A seguir foram feitas dissociagdes por pipetagem branda,
nova centrifugacdo e finalmente as células foram ressuspensas em DMEM e contadas em
camara de Neubauer. As células da retina foram plaqueadas em laminulas de vidro de 13
ou 18 mm de didmetro em placas de cultivo celular de 24 pocos a concentragdo de 5x10°
células/cm?® e mantidas em meio DMEM suplementado com antibidtico-antimicético [100
U/ml de penicilina e 200 pg/ml de estreptomicina e 20 pg/ml de anfotericina B], Cultilab,
Campinas, Brasil) e 5% de SFB, mantidas em estufa a 37°C, umida, e 5% de CO; por

aproximadamente uma S€mana.

3.2.2. Fibroblastos de embrioes de galinha

Os fibroblastos foram obtidos através de cultura primdria a partir de explantes da
palpebra de embrides. As células foram foram plaqueadas em laminulas de vidro de 13 ou
18 mm de didmetro em placas de cultivo celular de 24 pocos a concentragdo de 4x10°
células/cm’ e mantidas em meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, Brasil), suplementado
com 10% de SFB contendo 0,37% de bicarbonato de sédio, € antibidtico-antimicotico

como acima descrito.
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3.2.3. Astrocitos humanos

Os astrdcitos humanos foram obtidos através de explantes da cabeca do nervo ptico de
doadores de cornea coletados dentro de 24 horas pds-mortem no MG Transplantes do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, MG. O pdlo posterior dos
olhos humanos foi dissecado, e a cabeca do nervo 6ptico removida e partida em quatro
partes, as quais foram colocadas em frascos de cultura de 25 cm®. As células foram
cultivadas em meio DMEM com 1 g de glicose, suplementado com 20% de SFB, 0,37% de
bicarbonato de sédio e antibidtico-antimicético (KOBAYASHI et al., 1997). Para os
experimentos foram utilizadas as culturas entre a terceira e quinta passagens, quando mais

de 90% das células eram positivas para o marcador GFAP (“glial fibrillary acidic protein”).

3.2.4. Fibroblastos humanos

Fibroblastos humanos (“human foreskin fibroblasts) (HFFs) foram adquiridos do
laboratério ATCC, EUA (“American Type Culture Collection”, #CRL-2429). As células
foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com 10% SBF contendo 0,37% de
bicarbonato de s6dio e antibidtico-antimicético.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas do Comité de

Etica em Pesquisas.

3.3. Infeccao por T. gondii

A infeccdo por Toxoplasma gondii foi realizada no sexto dia de cultivo celular, na
concentragdo de 1 parasito/célula, durante 24 horas. Para observagdo microscdpica, as

laminulas com as células foram fixadas em paraformaldeido a 4% em PBS por uma hora e
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coradas com Azul Toluidina a 1% (Sigma Chemical CO., Brasil) durante dois a dez

segundos, seguidos por lavagem em 4gua destilada e montagem com glicerina.

Apés contagem das células em cdmara de Neubauer, os resultados foram expressos
através dos seguintes parametros de infecgéo:

1. Taxa de invasdo: nimero de células infectadas por 100 células examinadas (%)

2. Taxa de replicag@o intra-celular: nimero de parasitos por célula infectada

3. Indice global de infec¢do: nimero total de parasitas pelo total de células infectadas

Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata e os resultados foram

determinados através das duas observacoes.

3.3.1. Ensaios de adesao/invasao de células da retina de embrido de galinha e

astrocitos humanos por 7. gondii

Culturas confluentes das células de retina de embrido de galinha (E8 e E11), bem como
de astrécitos humanos, foram infectadas com taquizoitas de 7. gondii no sexto dia de
cultivo celular na concentracdo de um parasito/célula por 24 horas. As laminulas com as
células foram fixadas em paraformaldeido a 4% em PBS por uma hora e coradas com Azul
Toluidina a 1% durante dois a dez segundos, seguidos por lavagem em dgua destilada e
montagem com glicerina.

Como controle, fibroblastos de galinha e HFFs foram infectados nas mesmas condicoes

acima descritas.
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3.3.2. Tratamento com heparina solivel

Culturas confluentes das células da retina de embrido de galinha (E8 e E11), bem como
de astrécitos humanos foram infectadas com taquizoitas de 7. gondii no sexto dia de
cultivo na concentracdo de um parasito/célula por 24 horas. Os parasitos foram pré-
tratados ou ndo (controle) com 5 mg/ml de heparina soliivel (Sigma Chemical Co., St.

Louis, EUA) durante 40 minutos (CARRUTHERS et al., 2001).

3.3.3. Tratamento com anticorpo monoclonal anti-SAG1

Neste estudo, foi utilizado anticorpo monocloanal anti-SAG-1 para determinar se a
proteina SAG1 pode interferir com a infec¢io das células da retina de embrido de galinha
(E8) por T. gondii.

No quinto dia apds o plaqueamento, as células de retina E8 foram infectadas com
parasitos previamente tratados durante 30 minutos com sobrenadante de anticorpo
monoclonal anti-SAG1 (Clone E9 do Laboratério de Imunoparasitologia da UFU) ou
somente com meio de cultura. As células foram incubadas com T.gondii em uma

concentragdo de 1 parasito por célula durante 24 horas a 37°C.

3.3.4 Tratamento com IFN-y

Culturas confluentes de astrécitos humanos em laminulas foram infectadas com
taquizoitas de 7. gondii no sexto dia de cultivo na concentracdo de um parasito por célula

por 24 horas. Vinte e quatro horas pré-infeccdo com 7. gondii e trés horas pés-infecgado, os
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astrocitos foram tratados com 100 U/ml de IFNy recombinante humano (PeproTech Inc,
Rocky Hill, EUA) (OLIVEIRA et al., 2006) ou meio de cultura como controle. Apds as 24
horas de infeccdo, e trés lavagens com PBS estéril, as laminulas foram fixadas em

paraformaldeido a 4% e coradas com Azul de Toluidina.

3.4. Ensaio de imunofluorescéncia indireta

Foram realizados ensaios de imunofluorescéncia indireta com o objetivo de determinar
a localizacdo de moléculas de heparina nas células da retina de embrido de galinha (E8 e
E11) em comparacido com fibroblastos de galinha, utilizando o anticorpo monoclonal anti-
heparina (mAb ST1) fornecido pelo Laboratério do Departamento de Bioquimica da
UNIFESP, SP e realizado segundo protocolo de OLIANI e colaboradores (1997). No
quinto dia apdés o plaqueamento das células, as laminulas foram fixadas com
paraformaldeido a 4% em PBS durante uma hora, lavadas com dgua destilada e incubadas
com 200 uL de soroalbumina (BSA, fraction V, Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) a
5% para bloquear os sitios inespecificos, durante lhora a temperatura ambiente. As
laminulas foram ent@o incubadas com anticorpo primério monoclonal IgM de camundongo
anti-heparina (mAb ST1) ou anti-lipofosfoglicana de Leishmania (controle, clone C7) e,
como secundério, IgG biotinilada de coelho anti-IgM de camundongo. A revelacdo foi
realizada com streptoavidina-fluoresceina + DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole,

Invitrogen, Brasil) e leitura em microscépico fluorescente.
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3.5. Dosagem de nitritos

As concentracdes de nitritos nos sobrenadantes das culturas de células de astrdcitos
humanos tratados com IFN-y ou somente com meio de cultura foram determinados pelo
método de Griess (GREEN et al., 1982). Foram adicionados 100 pl das amostras em cada
pogo de uma placa de 96 pogos de fundo redondo (Corning glass works, Corning, N.Y,
EUA) e a reacdo foi realizada em triplicata. Em seguida, foram acrescentados 100 pl do
reativo de Griess, constituido por uma mistura de 1:1 de sulfanilamida a 1% (Sigma) em
H3PO4 a 2.5% e de uma solugéo de dihidrocloreto de naftiletilenodiamina a 0.1% (NEED,
Sigma). A curva padrao foi obtida a partir de 200 pM de nitrito de sédio (Vetec) até 0.1903
UM, por dilui¢do seriada na base dois, e o branco da reacdo foi estabelecido com 4gua
destilada. Apds incubagdo por 10 minutos em temperatura ambiente, foi realizada a leitura
da reacdo a 570 nm em fotocolorimetro (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories
International, Lugano, Sui¢a). A concentragdo de nitrito de cada amostra foi determinada
de acordo com a reta da regressdo linear, obtida a partir da curva padrio, utilizando-se o

programa Microplate Manager, versao 4.0 (Hercules, EUA).

3.6. Analise estatistica

Para determinacdo das taxas de invasdo (porcentagem de células infectadas), os dados
foram expressos como porcentagem média e intervalo de confianca de 95%, e para andlise
das diferencas estatisticas entre as porcentagens foi utilizado o teste de qui-quadrado. O
ndmero total de parasitos pelo total de células infectadas (indice global de infec¢do) e

ndmero de parasitos por célula infectada (taxa de replicag@o intra-celular) foram expressos
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como média e desvio padrdo, e as diferencas estatisticas entre as médias foram
determinadas através de teste ¢ de Student ndo-pareado ou teste de Tukey, quando
apropriado. Para as andlises estatisticas foi utilizado o Graph Pad Software v.4 (San Diego,

USA) e as diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando P < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1. Ensaios de adesao/invasao de células da retina por 7. gondii

Os ensaios de adesdo/invasdo foram realizados com o objetivo de verificar a
susceptibilidade de células da retina e astrécitos humanos a infeccdo por 7. gondii
comparados com fibroblastos. No presente trabalho, houve um aumento significativo na
porcentagem de células infectadas, no nimero total de parasitos pelo total de células
infectadas e no nimero médio de parasitos por célula da retina (E8) e astrécitos humanos
quando comparados com os grupos controles (fibroblastos) (Figuras 1, 2 e 3, A-C). No
entanto, com relagdo as células da retina E11, ndo houve diferenca significativa na
porcentagem de células infectadas e no nimero total de parasitos pelo total de células
infectadas quando comparados aos fibroblastos de galinha, mas somente no nimero médio
de parasitos por célula (Figura 1, A-C). Além disso, células da retina de E8 apresentaram
significativamente maior susceptibilidade que El1, como demonstrado por todos os

parametros de infeccdo analisados (Figura 1 e 2, A-C).
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Figura 1. Susceptibilidade das células da retina E8 e El11 a infec¢do por T.gondii
comparada a fibroblastos de galinha. A, porcentagem de células infectadas, B, nimero total
de parasitos pelo total de células infectadas, C, nimero de parasitos por célula infectada.
Em E8 houve um aumento significante em todas as taxas de infec¢do comparadas aos
fibroblastos.
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Retina E 8

Retina E 11

Fibroblasto

Figura 2. Susceptibilidade das células da retina (E8 e El1) a infeccdo por T. gondii,
comparada a fibroblastos de galinha. A, células de retina E8, B, células de retina El1, C,
fibroblastos. Em E8 houve um aumento significante em todas as taxas de infec¢do comparadas
aos fibroblastos (setas).
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Figura 3. Susceptibilidade de astrécitos humanos a infeccdo por T.gondii comparada a
fibroblastos humanos. A, porcentagem de células infectadas, B, nimero total de parasitos
pelo total de células infectadas, C, nimero de parasitos por célula infectada. Nos

astrocitos, houve um aumento significante em nas taxas de infeccdo comparadas aos
fibroblastos.
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4.2. Tratamento com heparina solavel

Nas células da retina E8 infectadas com taquizoitas de 7. gondii pré-tratados com
heparina soldvel, houve diminui¢do significativa na porcentagem de células infectadas, no
ndmero total de parasitos pelo total de células infectadas e no nimero médio de parasitos
por célula quando comparados com o grupo ndo tratado (Figura 4, A-C). Pode-se notar a
grande quantidade de parasitos fora das células no grupo pré-tratado com heparina (Figura
5, A-B). Por outro lado, nas células da retina E11, ndo houve diferenca significativa nos
parametros de infec¢do entre os parasitos tratados ou ndo com heparina (Figura 4, A-C).

Em relag@o aos astrécitos humanos submetidos ao tratamento com heparina, houve um
significativo aumento em todos os parametros de infec¢cdo quando comparado ao grupo nao

tratado (Figura 6 A-C e Figura 7 A e B).
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Figura 4. Efeito do pré-tratamento de 7. gondii com heparina solivel sobre a infeccio de
células de embrido de galinha E8 e E11. A, porcentagem de células infectadas, B, niimero
total de parasitos pelo total de células infectadas, C, nimero de parasitos por célula
infectada. Houve uma diminui¢ao significativa nas taxas de infecc¢do das células infectadas
com T. gondii pré-tratado com heparina comparadas com as células infectadas com o
parasito nao tratado.
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E8 infectadas com T. gondii com tratamento

Figura 5. Efeito do pré-tratamento de 7. gondii com heparina soliivel sobre a infeccdo de
células de embrido de galinha (E8). A, células de retina (E8) sem tratamento e B, com
heparina. Houve uma diminui¢do significativa nas taxas de infec¢do das células
infectadas com 7. gondii pré-tratado com heparina comparadas com as células infectadas
com o parasito ndo tratado. Nota-se em B, a grande quantidade de parasitos fora das
células (setas)
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Figura 6. Efeito do pré-tratamento de 7. gondii com heparina solivel sobre a infeccio de
astrocitos humanos. A, porcentagem de células infectadas, B, nimero total de parasitos
pelo total de células infectadas, C, nimero de parasitos por célula infectada. Houve uma
diminuicdo significativa nas taxas de infeccdo das células infectadas com 7. gondii pré-
tratado com heparina comparadas com as células infectadas com o parasito néo tratado.
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Figura 7. Fotomicrografia de astrécitos humanos infectados com taquizoitas da cepa RH
de T.gondii tratados e ndo tratados com heparina solivel, 360x. Observa-se nas células
infectadas com parasitos tratados com heparina (A) um maior nimero de parasitos por
célula comparada com as células infectadas com parasitos nao tratados (B) (setas).

4.3.Tratamento com anticorpo monoclonal anti-SAG1

Ap6s 24 horas de infec¢do com taquizoitas de 7. gondii previamente tratados com mAb
anti-SAG-1, houve significativa redug¢do na porcentagem de células infectadas, no ndmero

total de parasitos pelo total de células infectadas e no nimero médio de parasitas por célula

quando comparados com o grupo nao tratado (Figura 4 A-C).
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento de 7. gondii com anti-SAG]1 sobre a infeccdo de células
de embrido de galinha E11. A, porcentagem de células infectadas, B, ndimero total de
parasitos pelo total de células infectadas, C, nimero de parasitos por célula infectada.
Houve uma diminui¢do significativa nas taxas de infec¢do das células infectadas com T.
gondii pré-tratado com anti-SAG1 comparadas com as células infectadas com o parasito
ndo tratado.
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4.4. Ensaio de imunofluorescéncia

No ensaio de imunofluorescéncia indireta houve maior marcacdo de heparina nas
células da retina de embrido de galinha de 8 e 11 dias quando comparadas com o0s
fibroblastos. A marcagdo € discreta na maioria dos fibroblastos, com algumas células mais

coradas, enquanto que na cultura de retina, a grande maioria das células tem forte

marcacgdo (Figura 9 B,E e F).
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Figura 9. Fotomicrografia de células da retina e fibroblasto de embrides de galinha. A e D,
campos B e E, vistos em Nomarski. B, C, E, F, Imunofluorescéncia utilizando anticorpo
monoclonal anti-heparina (ST1). A, B e C, células de E8 e E, células de E11 mostrando

intensa marcag@o. F, fibroblasto mostrando marcagéo discreta comparados a retina.
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4.5. Tratamento com IFN-y

Apds 24 horas de infeccdo com 7. gondii, nossos resultados demonstraram que em
astrocitos humanos tratados com IFN-y, houve uma redugdo significante somente no
ndmero total de parasitas pelo total de células infectadas quando comparados com o grupo
ndo tratado. O mesmo ndo ocorreu com a porcentagem de células infectadas e o nimero de

parasitas por célula infectada (Figura 7 A-C, Figura 11 A-B).

4.6.Producao de nitritos

O efeito do IFN-y na produgdo de nitritos foi analisado pelo método de Griess,
conforme descrito em Material e Métodos. Houve producdo de nitritos somente nos niveis
basais tanto nas células estimuladas com IFN-y quanto nas células ndo estimuladas as 24

horas antes da infeccdo com 7. gondii e trés horas pds-infeccao.
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Figura 10. Efeito da estimulacdo de astrécitos humanos com IFN-y sobre a invasdo de T.
gondii. A, porcentagem de células infectadas, B, nimero total de parasitos pelo total de
células infectadas, C, nimero de parasitos por célula infectada. Houve uma diminuicio
significativa no nimero total de parasitos pelo total de células infectadas comparadas com
as células ndo estimuladas com IFN-y (B).
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Figura 11. Fotomicrografia de astrécitos humanos estimulados com IFN-y e somente com
meio de cultura e infectados com taquizoitas da cepa RH de T.gondii, 145x. Observa-se
nas células estimuladas IFN-y (A) uma diminui¢do no nimero total de parasitos pelo total

de células infectadas comparadas com os astrécitos nao tratados (B) (setas).
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5. DISCUSSAO

Células de diferentes regides cerebrais sdo diferentemente susceptiveis a infec¢do por
T. gondii, dependendo do estigio de desenvolvimento do tecido (por exemplo, fetal versus
neonatal) (LUDER et al., 1999). Considerando que mudangas substanciais no
microambiente cerebral ocorrem durante o desenvolvimento embriondrio e que a
retinocoroidite congénita e adquirida estdo associadas com os estidgios de desenvolvimento
de individuos infectados, caracteristicas metabolicas da retina embriondria podem ser
relevantes a susceptibilidade deste tecido a toxoplasmose. No presente estudo, modelos de
retina embriondria de galinha de 8 e 11 dias de idade, mostraram que a eficiente infec¢do e
proliferacdo de T. gondii foram dependentes do estidgio embriondrio do tecido. A especifica
expressdo temporal de heparina nas células progenitoras de linhagens de células da glia
durante o desenvolvimento do SNC, sugere que a heparina possa ter um papel fundamental
nesta linhagem de células e nos neurdnios subjacentes (STRINGER et al., 1999).

A reducdo parcial da proliferacdo de taquizoitas em culturas de retina de embrido de
galinha de diferentes idades tratadas previamente com inibidores da sintese de putrescina,
sugere que 7. gondii requer poliaminas do tecido infectado para o seu crescimento
(MORAES et al., 2004).

De acordo com estudos de Smith e colaboradores (2004), a maior susceptibilidade do
endotélio vascular retiniano a infec¢do por taquizoitas de 7. gondii, pode ser explicado em
parte pela localizagdo preferencial do T. gondii na retina. Susceptibilidade pode estar
relacionada com a ligagdo preferencial de taquizoitas a superficie endotelial vascular
retiniana, relativa facilidade de penetrar na célula, taxa de replicag¢@o intracelular ou ainda

modulagdo diferencial da resposta celular a infecg@o.
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Proteoglicanos sulfatados sdao uma classe de receptores usados para a invasio a célula
hospedeira pelo Toxoplasma, e a distribui¢do generalizada dessas moléculas na superficie
celular pode contribuir para a ampla especificidade das células hospedeiras susceptiveis a
invasdo por esse parasito. Cadeias de heparan sulfato (HS) sofrem modificagdes no
complexo de Golgi pela adi¢do de grupos sulfatos em vérios pontos da cadeia e a reacdo
inicial envolve N-deacetilacdo e N-sulfatacdo pelas enzimas NDST (ESKO, LINDAHL,
2001). Quatro isoformas de NDST tem sido identificadas em vertebrados e mutag¢do nos
genes de algumas isoformas provocam profundos efeitos deletérios no desenvolvimento
embriondrio, demostrando o papel essencial da sulfatacdo de HS. NDTS1 e NDTS2
diferem drasticamente de NDTS3 e NDTS4 na atividade e no padrdo de expressdo. NDST1
e NDST?2 sdo de expressdo ubiquita, enquanto NDST3 e NDST4 sdo expressas somente
durante o desenvolvimento embrionario e em cérebro adulto (AIKAWA; ESKO, 1999;
AIKAWA et al, 2001). Pesquisas recentes demostraram que para invasdo em células
ovarianas de hamster Chinés, T. gondii requer N-sulfatacdo de heparan sulfato iniciado
pela NDST1 (BISHOP et al., 2005).

No presente estudo, houve uma menor infec¢io por 7. gondii nas células de retina de
embrido de galinha de 8 dias infectadas com parasitos pré-tratados com heparina quando
comparadas com as células ndo tratadas (Figura 5 e Figura 9 A-B). Esses resultados
juntamente com os do teste de imunofluorescéncia, onde houve uma maior marcagdo de
heparina nas células E8 e E11 quando comparadas com fibroblastos de embrido de galinha
(Figura 8 B,E,H) sugerem que uma distribuicdo diferencial de heparina na superficie das
células de retina pode facilitar a invasdo por T. gondii. A inibi¢do da invasdo parasitaria
por glicosaminoglicanas foi também observada por Carruthers e coloaboradores (2001)

com a utilizagdo de heparina, heparan sulfato e sulfato de condroitina, indicando que
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receptores ligantes do parasito s@o capazes de reconhecer uma grande variedade de GAGs
na superficie da célula hospedeira.

No presente estudo, ao contrario das células de retina de embrido de galinha, pré-
tratamento com heparina aumentou significantemente as taxas de replicacdo do 7. gondii
em astrdcitos humanos quando comparados aos fibroblastos. Esses dados estdo de acordo
com os encontrados por Bishop e colaboradores (2005), onde demonstraram que
tratamentos com heparina exdgena e anticorpo anti-heparan sulfato ndo bloquearam a
invasdo do T. gondii em células ovarianas de hamster Chinés. Esses resultados sugerem
que a heparina/ heparan sulfato pode agir como co-receptor na infec¢do por 7. gondii, no
qual a interacdo inicial com heparan sulfato facilita uma segunda interagdo com um
receptor protéico ou lipidico. Foi observado que herpes virus simplex interage com
heparan sulfato via glicoproteina C, seguido pela ligacdo de um ou mais receptores Hve
(SHUKLA; SPEAR, 2001). Em trabalho recente, foi analisado como a estrutura do
heparan sulfato afeta a infeccdo de 7. gondii em cultura de vdrias linhagens celulares
mutantes na biosintese de heparan sulfato (BISHOP; ESKO, 2005). Em contraste com
outros estudos, os autores demonstraram que o papel do heparan sulfato na infec¢do pode
ndo estar relacionado com a invasdo do parasita e sim com sua replicacdo no vacuolo
parasitéforo (BISHOP; et al., 2005). Neste caso, provavelmente o heparan sulfato nio
aparece como um receptor para 7. gondii mas sim como facilitador da replicacdo do
parasita pds-invasdao (BISHOP; ESKO, 2005), sugerindo que o parasito se ligue e leve o
heparan sulfato contido na superficie para dentro da célula facilitando a replicacio
intracelular.

Estudos adicionais devem ser realizados para diferenciacdo da atividade e padrdo de

expressdo das quatro isoformas de NDST nas células de retina de galinha e humanos.



49

Astrdcitos humanos s@o as células hospedeiras predominantes para o 7. gondii no SNC
e suportam bem o crescimento de estdgios taquizoitas (HALONEN et al., 1996). IFN-y tem
sido demonstrado inibindo a replicagdo do parasito em astrécitos por mecanismo
independente da produgdo de NO e privagdo de triptofano (HALONEN et al., 1998). No
presente trabalho, nossos resultados demonstraram que em astrocitos humanos tratados
com IFN-y houve reducdo somente no nimero total de parasitas pelo total de células
infectadas quando comparados com o grupo ndo tratado. Além disso, observou-se ainda
que a producdo de NO permaneceu em niveis basais tanto nas células estimuladas com
IFN-y, quanto nas células ndo estimuladas. Esses resultados sugerem que a reducdo da
invasdo e replicacdo de T. gondii por IFN-y em astrécitos humanos provavelmente seja
independente de mecanismos envolvendo a producdo de NO. Além disso, outra hipdtese
pode ser sustentada, na qual a presenca de heparina em quantidades varidveis nessas
células pode exercer um efeito inibitério da acdo do IFN-y no controle do parasitismo.
Acredita-se que o IFN-y pode ligar-se a heparina com alta afinidade em alguns tipos
celulares. Daubener e colaboradores, mostraram que heparina/heparan sulfato sdao hébeis
para inibir a resposta ao IFN-y em células de glioblastoma e fibroblastos humanos em

fragdes dose dependente.



50

6. CONCLUSOES

e Células de retina de embrido de galinha de oito dias de idade s@o mais susceptiveis
a infec¢do por taquizoitas da cepa RH de T. gondii que fibroblastos, possivelmente pela
distribuicdo diferencial de moléculas de heparina na superficie dessas células, facilitando a

adesdo/invasdo pelo parasito.

® A redugdo da invasdo de 7. gondii em astrécitos humanos estimulados com IFN-y

provavelmente seja independente de mecanismos envolvendo a producgio de 6xido nitrico.

¢ O diferente efeito do pré-tratamento de 7. gondii com heparina sobre a invasdo e
replicacdo do parasito em células embriondrias de galinha e astrécitos da cabeca do nervo
optico humano, sugere que a influéncia da heparina seja modulada pelo tipo celular e isso
possa por sua vez influenciar na gravidade da doenca em alguns 6rgdos, como os olhos,

quando comparados a outros tecidos.
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