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Resumo

Os corpos lipidicos sdo organelas ativas associadas a funcdes bioldgicas, além de serem
importantes sitios onde os mediadores lipidicos sdo encontrados. Proteina relacionada a
diferenciacdo de adipdcitos (ADRP) é uma proteina conhecida por estar associada aos corpos
lipidicos e foi originalmente encontrada nos estagios iniciais da diferenciacdo de adipdcitos e
é expressa em uma variedade de tecidos e células. O presente trabalho teve como objetivo
investigar a relacdo entre a formacdo dos corpos lipidicos e a infecgdo pelas cepas tipo | e tipo
Il de Toxoplasma gondii em células hematopoiéticas (RAW 264.7 e J774.1) e ndo
hematopoiéticas (NIH/3T3). Para isto, macrofagos RAW 264.7 e J774.1 e fibroblastos
NIH/3T3 foram infectados com cepas de T. gondii e a formacdo dos corpos lipidicos foi
analisada pela coloragdo Oil Red, bem como a expressdo de ADRP por imunofluorescéncia.
Foi observado que ambos os macrdéfagos e fibroblastos apresentam formacdo de corpos
lipidicos constitutivamente e o estimulo com IFN-y aumenta a formagdo dos corpos lipidicos
em todas as linhagens celulares, entretanto, maiores niveis de corpos lipidicos foram
observados nas células J774.1. A infeccdo por T. gondii aumentou a formacdo dos corpos
lipidicos em todas as linhagens celulares comparada com as células ndo infectadas e a cepa
ME-49 foi capaz de induzir maior formacédo de corpos lipidicos nas células J774.1 e NIH3T3
comparada com a cepa RH. Além disso, fibroblastos NIH/3T3 apresentaram maior
parasitismo comparados com as outras linhagens celulares estudadas. A inibi¢do da formacéo
dos corpos lipidicos pela aspirina (AAS) aumentou o parasitismo em macréfagos (RAW
264.7 e J774.1) comparados com fibroblastos (NIH/3T3). Além disso, células infectadas com
a cepa ME-49 apresentaram altos niveis da expressdo de ADRP comparados com as células
infectadas com a cepa RH de T. gondii. Os resultados do presente trabalho sugerem que a
formagéo dos corpos lipidicos contribui para a multiplicacdo dos parasitos em fibroblastos,
fornecendo lipidios para membrana desses organismos, entretanto, em macréfagos parece que
os corpos lipidicos funcionam como organelas da imunidade inata que contribuem para o

controle da multiplicacéo do parasito.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas; Corpos

lipidicos.
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Abstract

Lipid droplets (LDs) are active organelles linked to biological functions, in addition to being
important sites for lipid mediators storage. Adipocyte differentiation-related protein (ADRP)
is known to be a lipid droplet-associating protein, and was originally found in the early stages
of adipocyte differentiation and is expressed in a variety of tissues and cells. This work aimed
to investigate the relationship of LDs formation and Toxoplasma gondii, type | and type 1l
infection of hematopoietic (RAW 264.7 and J774.1) and non-hematopoietic (NIH/3T3) cells.
For this purpose, RAW 264.7 and J774.1 macrophages and NIH/3T3 fibroblasts were infected
with strains of T. gondii and LDs formation was analyzed by oil red staining and ADRP
expression by immunocitochemistry. It was observed that both macrophages and fibroblast
presented LDs formation constitutively, and IFN-y stimulus increased LDs formation in all
cell lines, however, higher LD levels were found in stimulated J774.1 macrophages. Infection
with T. gondii increased the LDs formation in both cell lines compared with uninfected cells
and ME-49 strain was able to induce higher LDs formation in J774.1 and NIH/3T3 cells
compared with RH strain. In parallel, NIH/3T3 presented higher parasitism compared with the
other cell lines studied. Lipid droplets inhibition by aspirin (ASA) increased parasitism in
macrophages (RAW 264.7 and J774.1) compared with fibroblasts (NIH/3T3). Additionally,
cells infected with ME-49 strain presented higher levels of ADRP expression compared with
cells infected with RH strain of T. gondii. The results obtained here suggest that the LDs
formation contribute to lipid membrane of T. gondii and therefore parasite multiplication in
fibroblasts, however, in macrophages the LDs seems to be involved in the control of T. gondii

proliferation.

Keyword: Toxoplasma gondii; hematopoietic and non-hematopoietic cells; lipid droplets.
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1. Introducéo
1.1 O organismo

O filo Apicomplexa inclui um grande nimero de parasitos intracelulares obrigatorios
do qual fazem parte Toxoplasma gondii, Plasmodium spp., Eimeria spp. e Cryptosporidium
spp. (MCDONALD; SHIRLEY, 2009; KARANIS; ALDEYARBI, 2011; THAM; HEALER,;
COWMAN, 2012). T. gondii é capaz de infectar e replicar em células nucleadas do
hospedeiro, que incluem todos os animais de sangue quente e alguns invertebrados, tornando-
se um patdgeno de importdncia médica e veterinaria, apresentando distribuicdo mundial
(REY, 2001; DUBEY, 2004).

T. gondii teve seu primeiro registro feito por Charles Nicolle e Louis Manceaux (1908)
em células mononucleares do bago e do figado de roedores africanos (Ctenodactylus gundi) e
simultaneamente por Alfonso Splendore (1908) no Brasil identificando o parasito em tecido
de coelhos (Oryctolagus cuniculus). Nicolle e Manceaux homearam o género Toxoplasma por
apresentar uma forma de arco (do grego: toxo, arco; plasma, vida) (KIM; WEISS, 2008).
Embora T. gondii apresente uma distribuicdo mundial, existe apenas uma espécie Toxoplasma
gondii descrita no género Toxoplasma (DUBEY, 2008).

Desde seu reconhecimento como agente causador da toxoplasmose (1930), muitas
manifestacdes clinicas tém sido atribuidas a infeccdo por T. gondii incluindo linfoadenopatia,
ileite, coriorretinite, encefalite e infecgdes oculares tanto em criangcas como em adultos.
Geralmente assintomatica e subclinica, a toxoplasmose pode ser grave para muitos
hospedeiros, incluindo os humanos. T. gondii pode ser letal para o desenvolvimento fetal
(causando aborto espontaneo ou doencas congénitas) e para individuos imunocomprometidos
(particularmente em pacientes com cancer, portadores do virus HIV e transplantados)
(JACKSON; HUTCHISON, 1989; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; WEISS;
DUBEY, 2009).

1.2 Epidemiologia

Estima-se que aproximadamente 25-30% da populacdo humana mundial esteja
infectada por T. gondii (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Contudo, as prevaléncias
variam muito entre paises e, muitas vezes dentro de um determinado pais ou entre diferentes
comunidades de uma mesma regido (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS, 2009). Baixa
soroprevaléncia (10-30%) foi encontrada na América do Norte, sudoeste da Asia, norte da

Europa e nos paises situados no *Sahel da Africa. Prevaléncias moderadas (30-50%) foram

*Sahel — regifo da Africa situada entre o deserto do Saara e as terras mais férteis ao sul


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McDonald%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523251
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shirley%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523251
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karanis%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21889507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aldeyarbi%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21889507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tham%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22178537
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Healer%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22178537
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cowman%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22178537
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jackson%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2683617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hutchison%20WM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2683617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tenter%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11113252
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Montoya%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15194258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liesenfeld%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15194258
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encontradas em paises localizados no centro e no sul da Europa e altas prevaléncias foram
encontradas na América Latina e nos paises Africanos tropicais (ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012). No Brasil, 50-80% da populacdo adulta é soropositiva para infeccdo por T.
gondii e a transmissdo pela agua tem sido implicada como uma das maiores causas de
infec¢do nos humanos (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; DE MOURA et al., 2006).

Um estudo realizado em Uberlandia — MG demonstrou que existem diferencas entre
pacientes atendidos em hospital particular e publico avaliando a idade materna, cidade de
origem, idade gestacional, nimero de visitas ao médico durante a gestacdo, tipo de parto e
peso do bebé ao nascer. A soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-T. gondii nas pacientes
atendidas em hospital publico foi 57,6%, enquanto que naquelas atendidas em hospital
particular foi de 41,9%. A frequéncia de toxoplasmose congénita obtida a partir da deteccédo
de anticorpos IgM e/ou IgA especificos anti-T. gondii em amostras de corddo umbilical foi
somente observada nas amostras obtidas a partir de pacientes atendidas em hospital publico
(0,8%) enquanto nenhuma amostra positiva foi detectada a partir de pacientes atendidas em
hospital particular (0%). A principal alteracdo clinica foi coriorretinite (processo inflamatoério
da retina) e alta soroprevaléncia encontrada nos pacientes mostra que programas de triagem
necessitam ser implantados para toxoplasmose (SEGUNDO et al., 2004a; 2004b).

Muitos fatores podem afetar a soroprevaléncia em humanos e animais. Fatores
climaticos afetam a sobrevivéncia de oocistos no ambiente, por isso, taxas de infeccdo em
animais produtores de carne tém um papel importante. Alta prevaléncia é observada em paises
tropicais onde o clima é umido e quente, e por sua vez, prevaléncias baixas sdo encontradas
em paises aridos ou frios. Fatores antropologicos explicam uma grande parte da variacdo na
soroprevaléncia humana, incluindo habitos alimentares (meios de cozinhar carne, lavar as
méos e vegetais e tipo de carne consumido), habitos econdmicos, sociais e culturais,
qualidade da agua e saneamento basico (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

1.3 Toxoplasma gondii

Morfologicamente T. gondii possui uma estrutura alongada com forma curvilinea ou
crescente com as extremidades arqueadas, podendo também apresentar um formato oval,
indicando o inicio do processo de divisao celular (REY, 2001). Em seu interior encontramos
nacleo, situado na regido central do parasito ou mais proximo da extremidade posterior,

organelas caracteristica de células eucariontes (mitocondrias, complexo de Golgi, reticulo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Robert-Gangneux%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22491772
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liesenfeld%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15194258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Robert-Gangneux%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22491772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Robert-Gangneux%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22491772
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endoplasmatico e lisossomo), além de outras organelas particulares ao parasito (condide,
micronemas, roptrias, granulos densos e apicoplasto) (figura 1). O parasito apresenta dois
sistemas de membrana, uma simples externa e uma dupla interna formada pelo acoplamento
de duas membranas unitarias. A membrana externa é continua, enquanto a interna é fenestrada
e incompleta, principalmente no polo anterior do parasito (DUBEY; LINDSAY; SPEER,
1998; NEVES, 2005).

A regido anterior do parasito é caracterizada pela presenca do complexo apical onde se
encontra o condide. O complexo apical constitui uma prega localizada na membrana
plasmatica do parasito, delimitando uma depressdo central. O condide é uma estrutura em
forma de cone, formada por trés anéis de microtubulos, sendo dois na regido apical e um
situado posteriormente, conhecido como anel polar. Do anel polar parte uma rede de
citoesqueleto composta por vinte e dois microtdbulos que se dispde de maneira espiral sob o
complexo de membrana interna e se estendem em sentido a regido posterior do parasito. No
interior do condide estdo as micronemas e roptrias. Além de manter a forma do parasito, estas
estruturas estdo envolvidas com a mobilidade e direcionamento de vesiculas secretorias
durante o mecanismo de invasdo (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; HU et al., 2006).

Na parede interna do condide existem dois microtibulos justapostos entre si que
acompanham toda a extensdo dessa organela. Dentro dessa estrutura estdo as micronemas e as
roptrias (LERICHE; DUBREMETZ, 1990; NEVES, 2005). A protedlise induzida por essas
organelas estd associada com a invasdo de T. gondii & célula hospedeira (CARRUTHERS,
2006).

As micronemas sdo organelas secretoras de moléculas adesivas, dominios tipo
integrinas, fator de crescimento epitelial e lectina, sendo localizada na regido apical do
parasito e abaixo do complexo da membrana interna (FOURMAUX et al., 1996; MEISSNER
et al., 2002; SAOUROS et al., 2005) (figura 1). Essas organelas atuam no reconhecimento e
na adesdo inicial do parasito aos receptores de superficies da célula hospedeira
(CARRUTHERS, 2002; NEVES, 2005). Onze proteinas de micronemas ja foram descritas
(MIC1 a MIC11), sendo que a MIC-1, MIC-4 e MIC-6 possuem propriedades de adeséo
celular. Ja a proteina MIC-2 esté presente em todos 0s estagios invasivos do parasito e possui
um importante papel no conhecimento da célula hospedeira (CARRUTHERS, 2002; SIBLEY,
2004).

As roptrias sdo organelas especializadas associadas com as micronemas, sendo seu
conteudo liberado durante a invasdo do parasito, movimento de juncéo e formacao do vacuolo
parasitoéforo (BRADLEY et al., 2005; BOOTHROYD; DUBREMETZ, 2008). Roptrias estdo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dubey%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9564564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lindsay%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9564564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Speer%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9564564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dubey%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9564564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lindsay%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9564564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Speer%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9564564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leriche%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2217114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dubremetz%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2217114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carruthers%20VB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16600244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carruthers%20VB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16600244

16

localizadas na regido anterior do nucleo do parasito e sdo constituidas por formacdes
membranosas de extremidades dilatadas (LYCKE; CARLBERG; NORRBY, 1975; BLACK;
BOOTHROYD, 2000) (figura 1). Ja foram descritas vinte e nove proteinas de roptrias (ROP1
a ROP29) e elas estdo associadas a internalizacdo do parasito a célula hospedeira
(BOOTHROYD; DUBREMETZ, 2008). Essa internalizacdo é feita através da liberacdo de
enzimas proteoliticas, como ROP-1 ou PEF (fator de incremento de penetracdo), que atuam na
digestdo de proteinas da membrana celular do hospedeiro (KIM; WEISS, 2004). Além disso,
as roptrias liberam seu contedo protéico no citoplasma da célula hospedeira e atuam na
formacdo do vacuolo parasitéforo ficando associadas a ele, garantindo a natureza nao
fusogénica do vacuolo e atuando no recrutamento de mitocéndrias e reticulo endoplasmatico
(SINAI; WEBSTER; JOINER, 1997; CARRUTHERS, 2002; SINAI, 2008).

A primeira proteina liberada pelas roptrias identificada foi a ROP-2, uma proteina
transmembranica do vaclolo parasitoforo que fica exposta no citoplasma da célula
hospedeira. A ROP-2 esta envolvida na associacdo das mitocondrias da célula hospedeira ao
vacuolo parasitoforo (HAJJ et al., 2006). ROP-16 é uma quinase treonina/serina que penetra
no nucleo das células do hospedeiro e induz a secrecdo de interleucina-12 (I1L-12), contudo
essa interacdo é dependente da cepa de T. gondii envolvida (SAEW et al., 2007). ROP-18 esta
associada com o vacuolo parasitéforo e no controle de replicacdo do parasito. Além disso,
ROP-18 mostra alta divergéncia entre cepas, sendo determinante nas cepas de alta viruléncia
(tipo I) (TAYLOR et al., 2006; BRADLEY; SIBLEY, 2007; EL HAJJ et al., 2007; LIM et al.,
2013). Outras proteinas tais como Rab11l e toxofilina tém sido identificadas como proteinas
pertencentes as roptrias. Rab1l esta envolvida no controle de reciclagem do colesterol,
enquanto toxofilina se liga a actina facilitando a invasdo do parasito (HOLTTA-VUORI et al.,
2002; POUPEL et al., 2002).

O apicoplasto é uma organela tipo cloroplasto ndo fotossintetizante encontrada
proximo ao nucleo do parasito formado por quatro membranas (figura 1). Sua fungéo inclui a
sintese da heme, biossintese de lipidios e participacdo na via do isoprendide. Essa via é
importante na sintese da molécula sinalizadora do &cido abscisico que regula a sinalizagédo
dependente de célcio na invasdo do hospedeiro (NAGAMUNE et al., 2008).

Além das roptrias, micronemas e apicoplasto, hd no citoplasma destes parasitos,
estruturas envoltas por membranas de contetdo elétron-denso. Tais estruturas denominam-se
granulos densos e contém uma familia de glicoproteinas de diferentes pesos moleculares
(GRA1 a GRA10). Uma das funcbes desses granulos é a liberacdo de glicoproteinas no

vacuolo parasitoforo, possibilitando ao parasito evadir das respostas imunes da célula
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hospedeira, bem como a formagdo de tdbulos especializados para aumentar a aquisicdo de
nutrientes pelo parasito (COPPENS et. al., 2006; CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007).
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Figura 1. Representacdo esquematica comparando a ultraestrutura de dois estagios infectantes de T. gondii,
taquizoito (esquerda) e bradizoito (direita) (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

1.4 Interacéo parasito — hospedeiro

T. gondii apresenta a capacidade de invadir uma variedade de células do hospedeiro.
Essa invasdo é um processo ativo, complexo e depende de multiplos fatores de regulacao, tais
como, mobilidade do parasito e secrecao de proteinas a partir de suas organelas (micronemas,
roptrias e granulos densos) (BLADER; SAEIJ, 2009; ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012).

A ligacdo na membrana celular do hospedeiro € um pré-requisito para invasdo do
parasito e requer a secrecdo de adesinas dependente de calcio a partir das micronemas, tais
como MIC2, que reconhecem receptores celulares do hospedeiro e promovem a orientagdo do
parasito. A invasdo celular depende de uma interacdo complexa entre a superficie da célula
hospedeira e do parasito, um processo denominado movimentagdo do tipo gliding, onde
ocorre uma interacdo entre actina-miosina e rearranjos dinamicos do citoesqueleto do parasito
(CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007). Essa invasdo € um processo rapido, ocorrendo
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entre 15 a 30 segundos, sendo distinto do processo normal de endocitose (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

T. gondii forma uma associagdo forte entre sua extremidade apical e a membrana da
célula hospedeira, denominada de movimento de juncdo, levando a internalizagdo do parasito
dentro do vacuolo parasitoforo. Esse movimento de jungdo induz o parasito a expressar em
sua superficie o antigeno de membrana apical (AMAL), secretado pelas micronemas, e a
secrecdo de proteinas constituintes das roptrias (RONSs), tais como RON2, RON4, RON5 E
RONS. Juntas, essas proteinas promovem a locomocdo do parasito para o interior da célula
hospedeira (ALEXANDER et al., 2005; DUBREMETZ, 2007; STRAUB et al., 2009). A
formacdo da membrana do vacutolo parasitoforo requer a secrecdo de proteinas das roptrias,
tais como ROP-2 e ROP-18, bem como a secrecdo de proteinas dos granulos densos durante a
primeira hora apds a invasio do parasito (EL HAJJ et al., 2007; LALIBERTE;
CARRUTHERS, 2008).

A maioria das proteinas transmembranas do hospedeiro sdo removidas da membrana
do vacuolo parasitéforo durante o processo de invasdo, alterando assim as caracteristicas
bioquimicas da membrana do vacUolo parasitéforo e impedindo a fusdo com lisossomos ou
qualquer vesicula citoplasmatica. A secrecdo de granulos densos também mantém o
desenvolvimento de uma rede complexa de tubulos de membrana que se desenvolve a partir
da membrana do vacuolo parasitoforo e se estende até o limen vacuolar (MERCIER et al.,
2005).

Essa rede de tubulos esta envolvida na troca de nutrientes entre o parasito e a célula
hospedeira, facilitando o trafego de triptofano, arginina, poliamidas, purinas, colesterol, ferro
entre outros nutrientes essenciais do citoplasma celular para o parasito, auxiliando em sua
sobrevivéncia (CHAUDHARY et. al., 2004; FOX; GIGLEY; BZIK, 2004; GAIL; GROSS;
BOHNE, 2004; SEABRA et al., 2004; NISHIKAWA et. al., 2005; LALIBERTE;
CARRUTHERS, 2008). Além disso, o vacUolo parasitoforo estd associado com as
mitocondrias da célula hospedeira contribuindo para o metabolismo do parasito (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012). A saida do parasito da célula é um processo ativo que
depende do aumento nas concentragdes de calcio intracelular liberado a partir do
armazenamento celular (SIBLEY, 2010).
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1.5 Formas infectantes e ciclo bioldgico

T. gondii apresenta uma forma de vida heteroxénica, tendo como hospedeiro definitivo
(reproducdo sexuada) gatos e outros felideos e hospedeiros intermediarios (reproducéo
assexuada) animais de sangue quente, incluindo humano e aves. O parasito tem trés formas
infectantes: taquizoitos, bradizoitos e oocistos (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000;
ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Todas as trés formas sio infecciosas tanto para o
hospedeiro definitivo quanto para o hospedeiro intermediario, e sua via de transmissao ocorre
principalmente por ingestdo oral de oocistos infecciosos do meio ambiente (solo, agua ou
alimentos), ingestdo de cistos teciduais em carne crua ou mal cozida ou visceras de
hospedeiro intermediario e transmissao transplacentéria de taquizoitos, além disso, taquizoitos
podem ser transmitidos através do leite da mée infectada para o filho (DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998; CARRUTHERS; SUZUKI, 2007).

O taquizoito é a forma de disseminacdo do parasito (grego: tachis = rapido), medindo
2-4 um de largura e 4-8um de comprimento, capaz de invadir todo tipo de célula por
penetracdo ativa, multiplicando dentro do vacUolo parasitoforo. Depois de repetidas
replicacdes, as células do hospedeiro sdo rompidas e os taquizoitos sdo disseminados pela
corrente sanguinea infectando todo o organismo, incluindo o sistema nervoso central, olhos,
tecido muscular cardiaco e esquelético e placenta. Taquizoitos causam uma resposta
inflamatdria forte, levando a destruicdo tecidual caracteristica das manifestacGes clinicas da
doenca. Sua transformacdo em bradizoitos € realizada pela pressdo da resposta imune do
hospedeiro (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Os bradizoitos sdo originados a partir da conversdo dos taquizoitos em estagios de
divisdo lenta (grego: brady = lento), sdo encontrados dentro de cistos teciduais durante a
infeccdo cronica. S8 morfologicamente idénticos aos taquizoitos, contudo expressam
moléculas de estagio especifico, apresentando funcéo diferente. Cistos teciduais contém
centenas a milhares de bradizoitos e sdo formados dentro das células hospedeiras encontradas
no tecido muscular cardiaco ou esquelético e cérebro. Seu tamanho é variado podendo medir
entre 5 -70 um. Os bradizoitos podem ser liberados dos cistos e se diferenciarem em
taquizoitos causando o reaparecimento da infeccdo em pacientes imunocomprometidos
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

Os oocistos sdo esféricos, medem entre 10-12pum e possuem uma parede dupla robusta
que lhe confere protecdo contra acbes mecanicas e quimicas. Sua parede é formada por mais

de 90% de proteinas, sendo varias proteinas ricas em tirosina e cisteina. O oocisto é a forma
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de resisténcia do parasito e sdo encontrados nas fezes de felinos. Durante a infecgdo aguda,
milhares de oocistos sdo liberados nas fezes dos gatos por 7-21 dias, esses 0ocistos contém
esporozoitos que dao origem aos taquizoitos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; MAI et
al., 2009; DUMETRE et al., 2013).

A reproducdo sexual ocorre somente em felideos (gatos domésticos ou selvagens).
Apbs a ingestdo de cistos presente no tecido de um hospedeiro intermediario, a parede do
cisto € destruida por enzimas gastricas. Os bradizoitos infectam os enterdcitos, onde comecam
a multiplicagdo assexuada (endodiogenia), caracterizada pelo desenvolvimento de merozoitos
dentro do esquizonte (DUBEY, 1998). Esse primeiro passo € seguido por um
desenvolvimento sexual com a formacdo dos gametas masculinos e femininos (gametogonia)
no epitélio do intestino delgado (FERGUSON, 2002). Apos a fertilizacdo, oocistos formados
dentro dos enterdcitos, sdo liberados no Iimen intestinal por rompimento das células e
excretados como forma ndo esporulada nas fezes de gatos (TENTER; HECKEROTH,;
WEISS, 2000).

O processo de esporogonia ocorre apds alguns dias no meio externo. Isso implica uma
reducdo da meiose e mudanca morfoldgica levando a formagéo de um oocisto esporulado com
dois esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitos haploides. A liberagcdo de oocistos
comeca 3 a 7 dias ap0s a ingestdo de cistos teciduais e pode continuar por mais 20 dias. Gatos
infectados podem liberar em torno de 100 milhdes de oocistos nas fezes (JONES; DUBEY,
2010). Esses podem infectar varios hospedeiros intermediarios, praticamente todos o0s animais
de sangue quente, de mamiferos a aves, quando ingeridos juntos aos alimentos ou agua.
Oocistos também podem infectar outros gatos embora seja menos eficiente (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

No hospedeiro intermediario, o parasito apresenta duas fases no desenvolvimento
assexuado. Na primeira fase, apds a ingestdo do oocisto, esporozoitos sdo liberados. Eles
penetram no epitélio intestinal onde diferenciam em taquizoitos. Esses taquizoitos replicam
rapidamente por endodiogenia dentro de qualquer tipo de célula e disseminam por todo o
organismo. A segunda fase comeca quando taquizoitos iniciam a conversao para bradizoitos
(cisto tecidual) ocorrendo a partir de 7-10 dias apos a infeccdo. Dentro do cisto tecidual,
bradizoitos se multiplicam por endodiogenia, e apresentam alta afinidade por tecido muscular
e cerebral, contudo, podem ser encontrados em visceras, tais como pulmdo, figado e rins
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Cisto tecidual ¢ o estdgio de vida terminal no
hospedeiro intermediario sendo altamente infeccioso e podem permanecer durante toda a vida
na maioria dos hospedeiros (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).
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ApoGs a ingestdo desses cistos teciduais por um hospedeiro intermediério através de
carne crua ou mal cozida, os cistos sdao rompidos e passam pelo trato digestivo causando a
liberacdo dos bradizoitos. Os bradizoitos irdo infectar o epitélio intestinal do novo hospedeiro
podendo se diferenciar em taquizoito disseminando por todo o organismo (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

1.6 Cepas de T. gondii

Na Europa, América do Norte e Africa existem trés linhagens clonais dominantes de
T. gondii conhecidas como tipo I, tipo Il e a tipo 11l (SIBLEY; BOOTHROYD, 1992). Essas
linhagens diferem em sua prevaléncia, viruléncia, capacidade migratéria dentro do hospedeiro
e habilidade para converter em bradizoitos. Expansfes dessas linhagens coincidem com a
domesticacdo de gatos, bem como, mudancas na préatica agricola nos ultimos anos (SU et al.,
2003). Multiplas infeccdes com diferentes cepas podem resultar na producdo de um nimero
grande de formas recombinantes e atipicas, que sao altamente prevalentes na América do Sul
onde cepas exoticas, tais como COUG, MAS e CAST séo encontradas (LINDSTROM et al.,
2008; SIBLEY et al., 2009; DUBEY et al., 2011).

Cepas do tipo | (RH, GT1, CAST e VEL) séo virulentas em camundongos e podem
causar a morte desses animais. Em humanos, a cepa tipo | esta associada a manifestaces
clinicas graves da toxoplasmose, incluindo manifestacfes oculares atipicas e surtos agudos,
além de ser registradas em pacientes com doencas congénitas (APPLEFORD; SMITH, 2000;
BOOTHROYD; GRIGG, 2002; GRIGG et al., 2010).

As cepas do tipo Il (ME-49, PDS e PLK) e tipo Il (VEG e CEP) sao
significantemente menos virulentos em camundongos e a infec¢do por essas cepas tendem a
cronificar. Cepa tipo Il sdo mais comumente isolado a partir de casos clinicos de
toxoplasmose em seres humanos e em pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV). Cepas do tipo Ill ttm sido registradas a partir de isolados de animais
(HOWE; SIBLEY, 1995; AJZENBERG et al., 2002).

Estudos sugerem que em muitos outros lugares do mundo outros gendtipos de T.
gondii predominam (LEHMANN et al., 2006) e que esses outros gendtipos possam
representar isolados zoondticos relacionados com espécies de animais ndo domesticados.
Embora esses isolados tenham caracteristicas de expansdo clonal (KHAN et al., 2007), em
geral seu gendtipo sdo mais variaveis, sugerindo que o ciclo de vida sexual tem sido mais
importante na evolugdo desses isolados de T. gondii (BELFORT-NETO et al., 2007).
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1.7 Resposta Imune ao parasito

A resposta imunolégica a infeccdo por T. gondii é individual, complexa e
compartimentalizada. Esta variacdo individual pode ser explicada pelo elevado nivel de
heterogeneidade no background genético dos individuos. Além disso, T. gondii tem a
capacidade de se disseminar por todos os tecidos e cada compartimento tecidual apresenta sua
propria resposta imune especifica, em particular no sistema nervoso central e na placenta
(FILISETTI; CANDOLFI, 2004).

Para manter no hospedeiro, T. gondii contém uma série de genes que permitem a
invasdo de células do hospedeiro, modulacdo da expressdo génica e evasdo da resposta imune.
Essas estratégias incluem alteracGes na expressdo e secrecao de citocinas imunomodulatorias,
alteracdes na viabilidade celular e blogqueando os mecanismos antimicrobianos. Contudo, T.
gondii ndo consegue suprimir totalmente a resposta imune do hospedeiro, e sim, diminuir
parcialmente. Portanto, T. gondii parece manter um delicado equilibrio entre a inducéo e
supressdo da resposta imune garantindo a sobrevivéncia tanto do hospedeiro quanto do
parasito (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

Durante a resposta imune inata, mondcitos, neutréfilos e células dendriticas (DCs) séo
recrutados para os sitios de infeccdo sendo necessaria para resisténcia do organismo durante a
infecgdo por T. gondii. Uma das fungdes da resposta imune inata € a capacidade de reconhecer
0 patogeno e produzir IL -12 que estimulam as células NK e células T a produzirem IFN-y
(GAZZINELLI et al., 1993; HUNTER et al., 1994). IFN-y ¢ o maior mediador de resisténcia
a infecgdo por T. gondii e ativa varios mecanismos intracelulares para eliminar o parasito e
inibir sua replicacdo. Estudos utilizando camundongos deficientes em IL-12 ou IFN-y
infectados com T. gondii morrem com a doenca aguda e ndo conseguem controlar a carga
parasitaria (SUZUKI; ORELLANA, 1988; GAZZINELLI et al., 1994).

Receptores do sistema imune inato tais como o0s receptores tipo-Toll (TLRs) tém um
importante papel no reconhecimento do parasito pelo hospedeiro. Os TLRs especificos
envolvidos no reconhecimento de T. gondii incluem TLRs 2, 4, 9, e 11. TLR-11 responde a
moléculas tipo profilinas que sdo conservadas entre parasitos protozoarios, enquanto TLRs 2 e
4 reconhecem glicosilfosfatidilinositois na superficie do parasito (YAROVINSKY et al.,
2005; DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2007). Alem disso, estudo utilizando camundongos
deficientes da molécula adaptadora MyD88, que esta envolvida na sinalizacao intracelular dos
TLRs, sdo suscetiveis a infeccdo pela cepa ME-49 de T. gondii (SCANGA et al., 2002).
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T. gondii regula a cascata de sinaliza¢do do fator nuclear kB (NFkB) e interfere com a
ativacdo da proteina quinase associada com mitdgeno (MAPK), resultando no bloqueio
transitério da producdo de IL-12 e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (BUTCHER;
DENKERS, 2002). Estudos mostram que T. gondii interfere também na atividade
trancricional de STAT1. O parasito interfere com o supressor da via de sinalizacdo das
citocinas (SOCs), regulando negativamente a transducdo de sinal JAK/STAT prevenindo
assim a producdo de citocinas pré-inflamatorias (LANG et al., 2006; KIM; FOUTS;
BOOTHROYD, 2007).

Mondcitos estdo envolvidos na resisténcia durante a toxoplasmose, pois essa
populacdo celular contribui para o controle direto de T. gondii através da producdo de
espécies reativas de oxigénio e espécies intermediarias de nitrogénio, inibindo assim a
replicacdo do parasito (DUNAY; SIBLEY, 2010). Além disso, camundongos deficientes no
receptor de quimiocina CCR2, que é necessario para o recrutamento de mondcitos para 0s
sitios de infeccdo, exibem aumento na suscetibilidade quando infectados por T. gondii
(ROBBEN; LAREGINA; KUZIEL, 2005; BENEVIDES et al., 2008). Mondcitos também
produzem IL-1 em resposta a antigenos sollveis de toxoplasma e esse fator aumenta os
mecanismos efetores em macréfagos contra T. gondii (GAZZINELLI et al., 1995;
HAMMOUDA et al., 1995).

As células NK sdo outro tipo de populacdo inata envolvida na imunidade contra T.
gondii. Células NK migram para os tecidos linfoides dos sitios de infeccdo onde liberam IFN-
y ativando 0S macrdéfagos e aumentando a expressdo de MHC classe Il. Camundongos
deficientes em CCR5 (receptor de quimiocina envolvido na migracdo de células NK)
infectados com T. gondii mostram diminui¢do no recrutamento de células NK para os sitios
de infeccdo (KHAN et al., 2006). Além disso, estudos com camundongos deficientes de
células T mostram que as células NK fornecem um mecanismo limitado de resisténcia a
infeccdo por T. gondii atraves da producdo de IFN-y (DENKERS et al., 1993; SHER et al.,
1993; HUNTER et al., 1994).

Durante a resposta imune adaptativa, as células T CD4" fornecem varias funcdes
reguladoras em mediar a resisténcia na toxoplasmose. No estagio inicial da infeccdo, células T
CD4" contribuem para resposta de células T CD8" e células B através da producdo de
citocinas, tais como IFN-y ou expressando CD40L, um ligante de CD40 que ¢é expresso em

macrofagos e em outras células inatas, ativando mecanismos efetores e fazendo com que essas
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células controlem a infecgdo crénica (REICHMANN et al., 2000; JOHNSON; SAYLES,
2002; LUTJEN et al., 2006).

Células T CD8" podem controlar a infeccdo por T. gondii através da producdo de
citocinas inflamatorias, tais como IFN-y, interagdo entre CD40/CD40L ou através da citdlise
mediada pela perforina em células infectadas do hospedeiro (DENKERS et al., 1997
REICHMANN et al., 2000). Estudo utilizando camundongos deficientes em células T CD8"
mostra que esses camundongos apresentam um aumento na suscetibilidade para T. gondii e
morrem aproximadamente 50 dias pos-infeccdo (DENKERS et al., 1997). A resposta de
células T CD8" a T. gondii é auxiliada por células T CD4", embora estudos mostrem que a
deplecéo de células T CD4" ndo afeta a magnitude da resposta de células T CD8" durante os
estagios iniciais de expanséo e ativacio de células T CD8", as células T CD4" sd0 necessarias
para proliferagdo de células T CD8" efetoras durante os estagios cronicos da infecgdo através
da liberacéo de 1L-2 (LUTJEN et al., 2006).

Infeccdo por T. gondii promove a producdo de anticorpos e esses podem controlar o
parasito. O papel dos anticorpos na imunidade contra T. gondii é demonstrado utilizando
camundongos UMT (deficientes em células B). Esses camundongos desenvolvem uma
resposta normal para IFN-y, contudo morrem 3 a 4 semanas pos-infeccdo associada com uma
alta carga de parasitos no sistema nervoso central (KANG; REMINGTON; SUZUKI, 2000).
Esse aumento na suscetibilidade é devido a falta de anticorpos anti-T. gondii, pois um estudo
mostrou que a transferéncia passiva de anticorpos confere protecdo em camundongos
deficientes de células B (JOHNSON; SAYLES, 2002). Anticorpos podem mediar efeitos
protetores contra T. gondii por varios mecanismos. Estudos in vitro mostraram que esses
anticorpos podem opsonizar o parasito para fagocitose, bloquear sua invasdo e ativar a via
classica do complemento (SCHREIBER; FELDMAN, 1980; ERBE; PFEFFERKORN;
FANGER, 1991; VERCAMMEN et al., 1999).

Apesar da literatura nos fornecer muitas informag6es sobre a resposta imune durante a
infeccdo por T. gondii, ainda ndo tem nada a respeito sobre a associagéo entre infeccao por T.

gondii e mediadores lipidicos.

1.8 Corpos lipidicos

Corpos lipidicos, também sdo conhecidos como goticulas lipidicas (LDs) ou
adipossomos, sdo organelas citoplasmaticas dinamicas e funcionalmente ativas envolvidas em

diversas funcGes bioldgicas, tais como metabolismo lipidico, sinalizacdo celular e trafego de
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membrana, além de serem encontrados em condicGes inflamatdrias, neoplésicas e infecciosas
(MURPHY, 2001; MARTIN; PARTON, 2006; MELO; SABBAN; WELLER, 2006). LDs séo
encontrados em todo tipo celular e desempenham um papel critico na homeostasia lipidica.
Sua estrutura é diferente das outras organelas, enquanto a maioria das organelas tem seu
interior aquoso separado do citoplasma por uma bicamada de membrana, LDs contém um
nucleo formado de lipidios neutros delimitados por uma monocamada de fosfolipidios
(PRINZ, 2013).

LDs apresentam uma estrutura esférica composta por um ndcleo de lipidios neutros
contendo ésteres de colesterol, diacilglicerol (DAG) e/ou triacilglicerol (TAG) revestido por
uma monocamada de fosfolipidios anfipaticos, com sua cadeia hidrofobica voltada para o
nacleo e sua por¢do hidrofilica interagindo com o citoplasma (WOLINS; BRASAEMLE;
BICKEL, 2006). Os fosfolipidios que comp&em a monocamada consistem de fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol, além disso, o colesterol pode estar presente em
pequenas quantidades (TAUCHI-SATO et al., 2002; BARTZ et al., 2007). Na monocamada
dos LDs podem ser encontradas distintas proteinas que estdo envolvidas na biogénese, trafego
e mobilizacdo dessas organelas. As principais proteinas estruturais presentes na superficie dos
LDs sdo as proteinas da familia PAT (perilipin-adipofilina-TIP47) tais como perilipin,
proteina relacionada a diferenciagdo de adipocitos (ADRP), “tail-interacting protein” de 47
kDa (TIP47) e S3-12 (BLANCHETTE-MACKIE et al., 1995; BRASAEMLE et al., 1997;
WOLINS et al., 2003).

Proteina relacionada a diferenciacdo de adipocitos (ADRP), também conhecida como
adipofilina, ¢ uma proteina de 50 kDa conhecida por estar associada a LDs. ADRP foi
originalmente encontrada como a maior proteina induzida nos estagios iniciais da
diferenciacdo de adipdcitos (JIANG; SERRERO, 1992), embora ja se saiba que a proteina
ADRP é expressa em uma variedade de tecidos e células (BRASAEMLE et al., 1997,
SCHULTZ et al., 2002). Além disso, estudos mostram que o aumento da expressdo da
proteina ADRP é obsevado em células THP-1 infectadas com Mycobacterium leprae e em
macrofagos ativados com lipopolissacarideo (TANIGAWA et al., 2008; FEINGOLD et al.,
2010).

LDs de diferentes tipos celulares ou obtidos sob diferentes estimulos podem ser
divergentes em sua composic¢do proteica e/ou lipidica. Em adipdcitos, as principais proteinas
encontradas nos LDs nascentes sdo TIP 47 e S3-12, enquanto que nos LDs maduros a
perilipin e ADRP sdo mais dominantes (WOLINS; BRASAEMLE; BICKEL, 2006). Além

disso, em adipdcitos o tamanho dos LDs € de aproximadamente 200 um de didmetro podendo
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ocupar uma grande parte do citoplasma celular, contudo, em outros tipos celulares o tamanho
dos LDs varia entre 0.1 — 5 um didmetro estando distribuidos pelo citoplasma (SAKA;
VALDIVIA, 2012).

Em leucdcitos e macréfagos, a acumulagcdo de LDs no citoplasma € induzida por uma
variedade de estimulos ambientais, além de desempenhar um importante papel na resposta
inflamatéria (MURPHY, 2001). Estudos mostraram que os LDs apresentam em sua
composicao enzimas que estdo envolvidas no metabolismo de eicosanoides (DVORAK et al.,
1993; BOZZA et al., 1997).

Em células inflamatérias, LDs tém um importante papel na regulacdo do metabolismo
do acido araquiddnico (AA). AA é um acido graxo polinsaturado essencial com funcGes de
sinalizacdo e precursor das prostaglandinas e leucotrienos, sendo estocado na forma
esterificada em LDs (YU et al., 1998). Além disso, LDs compartimentalizam as enzimas que
estdo envolvidas tanto na liberacdo do AA que é a fosfolipase A, quanto no metabolismo das
prostaglandinas e leucotrienos, a cicloxigenase (COX) e 5-lipoxigenase (5-LOX)
respectivamente (DVORAK et al., 1993; BOZZA et al., 1997; YU et al., 1998).

1.9 Biogénese e metabolismo dos LDs

Embora muitos estudos mostrem que os LDs sdo originados no reticulo
endoplasmatico (ER), existem divergéncias para explicar como essas organelas sdo formadas.
O modelo classico de biogénese dos LDs mostra que lipidios neutros sdo acumulados entre 0s
folhetos citoplasmatico e luminal da membrana do ER seguido pelo brotamento dos LDs
cercados por uma monocamada de fosfolipidios derivados do folheto citoplasmatico da
membrana do ER (figura 2) (MURPHY, 2001). Em outro modelo, proposto com leucdcitos,
LDs seria formado pela incorporacdo de mdaltiplas voltas da membrana do ER (ambos os
folheto citoplasmatico e luminal no desenvolvimento do LDs). O acumulo de lipidios neutros
iria se desenvolver entre as membranas dentro dos LDs (WAN et al., 2007). Uma vez
formados, LDs citoplasmaticos sdo suscetiveis a aumentar seu volume ou por sintese lipidica
ou pela fuséo entre LDs (KUERSCHNER; MOESSINGER; THIELE, 2008; OLOFSSON et
al., 2009).

Lipidios armazenados sdo mobilizados sob demanda celular de energia pela atividade
de lipases especificas e outras enzimas metabdlicas. LDs sdo os locais de localizacdo de

enzimas envolvidas no metabolismo do colesterol e sintese de acido graxo, indicando que
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tanto os passos anabdlicos quanto os metabdlicos do metabolismo lipidico ocorrem nos LDs
(BRASAEMLE et al., 2004; FUJIMOTO et al., 2004).

Proteinas da familia PAT séo essenciais para 0 armazenamento e metabolismo de
lipidios. No entanto, a origem das proteinas dos LDs e como essas proteinas anexam ou
inserem na monocamada de fosfolipidios dos LDs ndo sdo completamente compreendidos.
Além disso, para as proteinas estruturais e metabolicas, uma diversidade de outras proteinas
tem sido identificada dentro dos LDs, sugerindo que de fato os LDs sdo organelas

multifuncionais e sitios de eventos reguladores (MELO et al., 2011a).

Citosol

TN

Monocamada de
fosfolipidios

“Triacilglicerol e ésteres de
(colesterol PAT protein

bicamada

Figura 2. A formacéo de corpos lipidicos. No modelo atual de formagéo de corpos lipidicos, lipidios neutros séo
sintetizados entre os folhetos da membrana do reticulo endoplasmatico. OS corpos lipidicos maduros brotam a
partir do reticulo endoplasmético limitado com uma monocamada de fosfolipidios limitado por proteinas
associadas aos corpos lipidicos. As proteinas associadas aos corpos lipidicos séo membros da familia PAT
(perilipin, ADRP e TIP47) (MARTIN; PARTON, 2006).

1.10 Interacéo entre LDs — patogenos

Um aspecto inesperado da biologia dos LDs € sua interacdo com patdgenos. Estudos
mostram que existem muitos agentes patogénicos que sdo associados com a formacéao de LDs,
tais como virus, fungos, bactérias intracelulares e protozoarios patogénicos. Embora a
primeira vista ndo fizesse sentido que essas organelas seriam alvos para patdgenos que
procuram fontes de lipidios a partir do hospedeiro, novas evidéncias sugerem que LDs podem
também ser mediadores centrais das repostas imunes (SAKA; VALDIVIA, 2012).

Em experimentos com Mycobacterium bovis foi encontrado que esse patdgeno é capaz

de induzir a formagdo de LDs em dose e tempo dependente em macrofagos pleurais
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(D'AVILA et al., 2006). Acumulacdo de LDs também ¢é identificada no interior de macréfagos
da derme (MATTOS et al., 2010) e em células de Schwann de pacientes com hanseniase
(MATTOS et al., 2011). LDs também estdo envolvidos na esteatose hepatica causada pelo
virus da hepatite C. LDs séo alvos de proteinas do ndcleo viral e podem representar o local
para iniciar a montagem e producéo de particulas virais novas (MCLAUCHAN, 2009). Além
disso, aumento de LDs sdo observados em macrédfagos e hepatocitos durante a infeccdo pelo
virus da dengue (DENV) (ASSUNCAO-MIRANDA et al., 2010).

Acumulo de LDs a partir de infec¢gdes bacterianas e fungicas sao sitios de localiza¢do
de 5-LO e COX-2 durante a infec¢do por Histoplasma capsulatum e Mycobacterium bovis
(D'AVILA et al., 2006; SORGI et al., 2009). Aumento na formacao de LDs em leucdcitos tem
sido correlacionado com um significante aumento na capacidade dessas células em gerar
PGE; e LTBy, sugerindo que os LDs séo estruturas de resposta rapida envolvidas na producéo
de mediadores inflamatdrios durante infec¢des (BOZZA et al., 2009).

Infecgdes parasitarias também mostram um aumento na formacgéo de LDs. A infeccdo
aguda por Trypanosoma cruzi induz um aumento tanto do numero guanto no tamanho dos
LDs em macrdfagos cardiacos e peritoneais no sexto e décimo segundo dia de infecgdo
(MELO et al., 2003). Além disso, camundongos infectados com Plasmodium berghei
apresentam em suas células hepaticas uma grande quantidade de LDs. (RODRIGUEZ-
ACOSTA et al., 1998).

Formacgdo de LDs em leucdécitos inflamatérios constitui sitios para a producdo de
mediadores inflamatérios (eicosanoides). LDs em macréfagos inflamatérios estéo
corelacionados com aumento da geracdo da prostaglandia E, (PGE;) na doenca de Chagas
(MELO et al., 2003). Além disso, LDs formam o local predominante para a sintese de PGE;
em macréfagos infectados com Mycobacterium bovis (D'AVILA et al., 2006). LDs séo
também estabelecidos como maior local intracelular para formacéo de leucotrieno C4 (LTCy)
em eosinodfilos durante condicbes alérgicas (BANDEIRA-MELO; PHOOFOLO; WELLER,
2001), bem como formacdo de leucotrieno B4 (LTB4) em neutrdfilos e macréfagos durante a
sepsis (PACHECO et al., 2002; PACHECO et al., 2007).

Muitos estudos tem avaliado a associacdo entre a formacdo de LDs e infecgcdes por
protozodarios, contudo o papel exato dos LDs ainda permanece contraditorio, pois alguns
trabalhos mostram que os LDs podem servir como fontes de lipidios para a sobrevivéncia e
multiplicagdo do parasito e outros estudos mostram que os LDs sdo fontes de mediadores
inflamatdrios. Apesar de conhecer essa associacdo entre muitos protozoarios, ainda falta

estudos avaliando a associacéo entre a formacéao dos LDs e a infeccdo por T. gondii.
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2. Justificativa

Considerando que os corpos lipidicos sdo organelas funcionalmente dindmicas e que
estdo envolvidos em processos de infecgdo por patégeno intracelular e podem ser fontes de
lipidios envolvidos com a replicacdo do T. cruzi e, além disso, os corpos lipidicos sdo fontes
de mediadores inflamatorios, este trabalho se justifica pela necessidade de melhorar o
entendimento sobre os mecanismos de controle da infeccdo por Toxoplasma gondii a partir
dos corpos lipidicos e consequentemente mediadores lipidicos, ou se por outro lado a
presenca desses contribuiria para proliferacdo do parasito através do fornecimento de

membrana para sua multiplicacéo.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho experimental foi analisar a influéncia dos corpos lipidicos

durante a infeccdo por Toxoplasma gondii em células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar, comparativamente, a formacdo dos corpos lipidicos em células
hematopoiéticas (RAW 264.7 e J774.1) e ndo hematopoiéticas (NIH/3T3) infectadas por
Toxoplasma gondii;

- Avaliar, comparativamente, a influéncias das cepas tipo | (RH) e tipo 1l (ME-49) de

T. gondii na inducédo da formacéo de corpos lipidicos;

- Verificar se o tratamento com acido acetilsalicilico inibe a formacdo de corpos

lipidicos durante a infec¢do por ambas as cepas de T. gondii;

- Verificar se a inibicdo da formacdo dos corpos lipidicos pelo acido acetilsalicilico

influencia no parasitismo celular;

- Verificar se a influéncia das cepas tipo | (RH) e tipo 1l (ME-49) de T. gondii induz a
expressao da proteina ADRP.
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4. Materiais e Métodos
4.1 Cultura celular

Linhagens celulares murino do tipo macréfagos RAW 264.7 e J774. 1, fibroblastos
NIH/3T3 e linfocitos L12L.10 foram adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, USA) e mantidas em cultura no Laboratério de Imunopatologia da
Universidade Federal de Uberlandia.

Os macrofagos e fibroblastos foram cultivados separadamente em frascos de cultura
de 25cm? contendo meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Cultilab, Campinas
— SP, Brasil) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SBF) (Cultilab, Campinas —
SP, Brasil) e 2 mM L-glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina
(Sigma Chemical Co., St Louis, USA) em estufa umidificada a 37° C e 5% de CO..

Para obtengdo de interferon-gamma (IFN-y), linfocitos L12L10 foram cultivados em
frascos de cultura de 25cm? contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute)
(Cultilab, Campinas — SP, Brasil) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SBF)
(Cultilab, Campinas — SP, Brasil) e 2 mM L-glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina (Sigma Chemical Co., St Louis, USA) em estufa umidificada a 37° C e 5% de
CO..

4.2 Parasitos

Cepas RH e ME-49 de T. gondii foram mantidas na linhagem de células epiteliais
uterinas humanas (HelLa) cultivadas em meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas — SP, Brasil)
suplementado com 2% (v/v) de soro fetal bovino (SBF) (Cultilab, Campinas — SP, Brasil) e 2
mM L-glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina (todos reagentes da
Sigma Chemical Co., St Louis, USA). Os parasitos foram mantidos por passagem seriada em

intervalos regulares de 48 horas e incubados em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO,.

4.3 Avaliacéo dos LDs por microscopia de luz

As células RAW 264.7, J774.1 e NIH/3T3 foram retiradas dos frascos de cultura,
centrifugadas e ressuspensas em 1ml de meio com soro e contadas em camara de Neubauer. A
viabilidade celular foi avaliada pela coloragdo com azul de tripan. Apds 0 ajuste para uma
concentracdo de 3x10° células a cada 200 pL de meio, as células foram plaqueadas em placas
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de cultura de 24 pocos sobre laminulas circulares de 13 mm e incubadas durante 24 horas a
37°C e 5% de CO..

Nas laminulas com as células aderidas foram adicionados taquizoitos de T. gondii,
cepa RH ou ME-49, na proporcéo de 5 parasitos por célula (5:1) durante trés horas a 37°C e
5% de CO,. Um grupo de células foi tratado com IFN-y numa concentra¢do de 1.5 ng/mL.
Como controle as células foram incubadas somente com meio completo. Ap6s periodo de
infeccdo as células foram lavadas com meio completo para remocdo dos parasitos nédo
aderentes e incubadas por mais 24 horas a 37°C e 5% de CO,.

Para identificar os corpos lipidicos, as células foram fixadas em formol a 3,7% diluido
em HBSS livre de Ca**/Mg** (pH 7.4) por 10 minutos e coradas com oil red O, como descrito
por MELO e colaboradores (2011b). As células foram lavadas com propileno glicol 100% por
5 minutos a temperatura ambiente. Logo apds as células foram incubadas com oil red O
(Sigma Chemical Co., St Louis, USA) durante 10 minutos a 60° C. Em seguida, as células
foram lavadas com propileno glicol 85% por 5 minutos a temperatura ambiente e lavadas duas
vezes com agua destilada. As células foram contra coradas com hematoxilina de Harris por 30
segundos e montadas em meio aquoso.

As laminas foram analisadas sob microscopio de luz e as células que apresentavam
corpos lipidicos foram quantificadas a cada 200 células examinadas utilizando objetiva de
100x. As imagens foram adquiridas utilizando o programa LAS EZ (LAS EZ, Leica, Wetzlar,

Germany).

4.4 Inibigdo da formagéo dos LDs

As células RAW 264.7, J774.1 e NIH/3T3 foram retiradas dos frascos de cultura,
centrifugadas e ressuspensas em 1ml de meio com soro e contadas em camara de Neubauer.
Apbs 0 ajuste para uma concentracdo de 3x10* células a cada 200 pL de meio, as células
foram plaqueadas em placas de cultura de 24 pogos sobre laminulas circulares de 13 mm e
incubadas durante 24 horas a 37°C e 5% de CO,.

Nas laminulas com as células aderidas foram adicionados taquizoitos de T. gondii,
cepa RH ou ME-49, na proporgao 5:1 durante trés horas a 37°C e 5% de CO,. Apds o tempo
de infeccdo as células foram lavadas com meio completo para remocdo dos parasitos nao
aderentes e tratadas com acido acetilsalicilico (aspirina®, Bayer) na concentracdo de 5 UM
durante 24 horas a 37°C e 5% de CO,. Células RAW 264.7, J774.1 e NIH/3T3 infectadas
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com as cepas RH ou ME-49 de T. gondii ndo tratadas com aspirina foram utilizadas como
controle da reacéo.

Para verificar a inibicdo dos LDs, as células foram fixadas em formol a 3,7% diluido
em HBSS livre de Ca**/Mg** (pH 7.4) por 10 minutos e coradas pela coloracéo de oil red O,
conforme descrito acima. As laminulas foram analisadas sob microscopio de luz e as células
que apresentavam corpos lipidicos foram quantificadas a cada 200 células examinadas
utilizando objetiva de 100x. As imagens foram adquiridas utilizando o programa LAS EZ
(LAS EZ, Leica, Wetzlar, Germany).

4.5 Coloracao de hematoxilina e eosina

Células RAW 264.7, J774.1 e NIH/3T3 foram cultivadas e infectadas com ou sem
tratamento com aspirina, como descrito acima. Apos a fixacdo em formol a 3,7% diluido em
HBSS livre de Ca*/Mg®* (pH 7.4) por 10 minutos, as células foram lavadas com solucéo
salina tamponada com fosfato 1X (PBS). Em seguida, as células foram incubadas com alcool
100% e 70% durante 1 minuto cada. As células foram coradas com hematoxilina de Harris
por 3 minutos e contra coradas com eosina por 1 minuto, depois as células foram lavadas com
uma solucdo de alcool 100% e &cido acético glacial na propor¢do de 2:1 (v/v) durante 1
minuto e 20 segundos. As células foram lavadas novamente em &lcool 100% duas vezes e
montadas utilizando Entelan.

As laminas foram analisadas sob microscopio de luz com objetiva de 100x. As células
infectadas foram quantificadas a cada 200 células examinadas e 0 nimero de parasitos foram
contados a cada 200 células analisadas. As imagens foram adquiridas utilizando o programa
LAS EZ (LAS EZ, Leica, Wetzlar, Germany).

4.6 Imunohistoquimica para deteccéo da proteina ADRP

Células cultivadas e infectadas, como descrito acima, foram lavadas em PBS 1X e
fixadas com uma solucdo fixadora (4% de paraformaldéido e 0,0075% de glutaraldeido
diluidos em PBS 1X, pH 7,4) durante 30 minutos. Apés a fixacdo, as células foram
permeabilizadas com 0,05% de saponina por 15 minutos a temperatura ambiente. Os sitios
ndo especificos foram bloqueados com solucdo Q-PBS (0,01% de saponina, 2% de BSA
diluidos em PBS 1X, pH 7,4) por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células
foram incubadas com anticorpo primario de coelho anti-ADRP (Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz, CA) na concentracdo de 1/150 diluido em Q-PBS durante 1 hora a temperatura
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ambiente. Ap6s o tempo, as células foram lavadas com Q-PBS e incubadas com anticorpo
secundario de cabra anti-coelho conjugado com CF488A (Sigma Chemical Co., St Louis,
USA) na concentracdo de 1/300 e o nucleo foi marcado usando de TOPRO-3 (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) na concentragdo de 1/2000 durante 1 hora a temperatura
ambiente, ambos diluidos em Q-PBS. Apos a incubacdo, as células foram lavadas novamente
em Q-PBS e montadas utilizando o reagente antifade SlowFade Gold (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). As amostras foram analisadas utilizando o microscépio confocal Zeiss
LSM 510 Meta.

4.7 Analise Estatistica

Analise estatistica foi feita usando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Os resultados foram expressos em média e desvio padréo. Diferencas
entre os grupos foram avaliadas usando o teste ANOVA e pds-teste de Bonferroni ou teste de
Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn’s, Mann Whitney e teste t quando apropriado. Diferencas

foram consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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5. Resultados

5.1 Infeccdo por T. gondii induz a formagdo de corpos lipidicos em células

hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas.

Para verificar se a infecgdo por T. gondii é capaz de induzir a formacdo de LDs e se a
cepa tipo | ou Il do parasito influéncia nessa formacéo, macréfagos (RAW 264.7 e J774.1) e
fibroblastos (NIH/3T3) foram infectados com a cepa RH ou ME-49 e as células que
apresentavam em seu citoplasma LDs foram quantificadas. Células hematopoiéticas e néo
hematopoiéticas apresentam LDs citoplasmaticos normalmente (figura 3A). O estimulo com
IFN-y induziu 5 vezes mais, € a infec¢ao com a cepa RH ou ME-49 induziu 11 vezes mais a
formacdo de LDs nos macréfagos RAW 264.7 quando comparadas com o meio (figura 3B). O
estimulo com IFN-y e a infec¢do pela cepa RH foram capazes de induzir altos e similares
niveis de formacdo de LDs, 3,4 vezes mais que o tratamento com meio nos macréfagos J774.1
(figure 3C). A cepa ME-49 induziu niveis de formacdo de LDs 4 vezes maiores que O
tratamento com o meio quando comparado com o estimulo com IFN-y ou com a infecgdo com
a cepa RH em macrofagos J774.1 (figura 3C).

Nas células ndo hematopoiéticas, fibroblastos NIH/3T3, o estimulo com IFN-y
também induziu 2 vezes mais a formacdo dos LDs quando comparados com as células
tratadas com meio (figura 3D) e altos niveis de formacdo de LDs, 4 e 5 vezes mais elevados
foram detectados nas células infectadas com as cepa RH ou ME-49, respectivamente (figura
3D). Nota-se que a infecgdo com a cepa ME-49 induz niveis maiores de formagdo de LDs
guando comparados com a cepa RH (figura 3D).

Portanto, T. gondii € capaz de induzir a formacdo dos LDs tanto em células
hematopoiéticas quanto em células ndo hematopoiéticas. Além disso, a cepa ME-49 é capaz
de induzir altos niveis de formacdo de LDs em células hematopoiética (J774.1) e nao

hematopoiéticas (NIH/3T3) quando comparada com a cepa RH.
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Figura 3. Infeccdo por T. gondii induz a formacdo de corpos lipidicos em células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas.
(A) Fotomicrografia representativa da formagdo dos corpos lipidicos em macréfagos (RAW 264.7 e J774.1) e fibroblastos
(NIH/3T3) infectados com as cepas RH ou ME-49 de T. gondii a uma proporg¢do de 5 parasitos/célula ou tratados com
IFN-y (1,5 ng/mL) durante 24 horas e corados pela coloragdo de oil red O para detec¢do dos corpos lipidicos. As setas
pretas indicam os parasitos. O nimero de células com corpos lipidicos foi quantificado por 200 células examinadas em (B)
RAW 264.7, (C) J774.1 e (D) NIH/3T3. *Diferenca estatisticamente significante entre a infeccdo ou tratamento em relagdo
ao meio. * Diferenca estatisticamente significante entre a infeccéo e o tratamento. ANOVA e pés-teste de Bonferroni, p <
0,05. Escala das barras = 10um.
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5.2 A formagéo dos corpos lipidicos em células hematopoiéticas e ndo

hematopoiéticas € inibida pelo &cido acetilsalicilico

Para determinar se a formagé&o dos LDs estava envolvida com a infecgdo por T. gondii,
macrofagos (RAW 264.7 e J774. 1) e fibroblastos (NIH/3T3) foram infectados com as cepas
RH ou ME-49 de T. gondii e tratados com &cido acetilsalicilico (AAS) durante 24 horas ap0s
infeccdo. Apds 24 horas de tratamento ou 48 horas de infec¢cdo, observou-se uma diminuicéo
na formacdo dos LDs em todas as linhagens celulares infectadas com a cepa RH ou ME-49
(figura 4A). Macrofagos RAW 264.7 apresentaram uma diminuicdo na formacéo de LDs com
o tratamento com AAS. O tratamento diminui os LDs tanto na infeccdo com a cepa RH
guanto com a cepa ME-49 quando comparados com as células infectadas e nao tratadas (p <
0,0286) (figura 4B). O mesmo perfil de inibi¢éo foi observado nos macréfagos J774.1 quanto
comparados com seu controle néo tratado (p < 0,0286) (figura 4C).

Nos fibroblastos NIH/3T3 a formacdo dos LDs também diminuiu apds o tratamento
com AAS em ambas as infec¢bes (RH ou ME-49) (p < 0,0286). Na infec¢do com a cepa ME-
49 observou-se uma maior inibigdo dos LDs quando comparados com a cepa RH (p < 0,0286)
(figura 4D). Além disso, os fibroblastos mostraram uma tendéncia em formar menos LDs
guando tratados com AAS em comparacdo com o0s macrofagos (RAW 264.7 e J774.1) na
infeccdo pelas cepas RH ou ME-49 de T. gondii.

Logo, a formagdo dos LDs durante a infeccdo por T. gondii pode ser inibida pelo
tratamento com AAS. Além disso, o efeito do AAS conforme nossos dados é mais

significativo em células ndo hematopoiéticas (NIH/3T3) infectadas com a cepa RH.
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Figura 4. Corpos lipidicos séo inibidos através do tratamento com &cido acetilsalicilico. (A) Fotomicrografia representativa
da inibi¢do dos corpos lipidicos em macréfagos (RAW 264.7 e J774.1) e fibroblastos (NIH/3T3) infectados com as cepas
RH ou ME-49 de T. gondii a uma proporcdo de 5 parasitos/célula durante 24 horas, tratados com &cido acetilsalicilico
(AAS) na concentracdo de 5 UM e corados pela coloracdo de oil red O para deteccdo dos corpos lipidicos. As setas pretas
indicam os parasitos. O nimero de células com corpos lipidicos foi quantificado por 200 células examinadas em (B) RAW
264.7, (C) J774.1 e (D) NIH/3T3. *Diferenca estatisticamente significante entre a infeccdo e o meio. * Diferenca
estatisticamente significante entre as infec¢des. Teste de Mann Whitney, p < 0,05. Escala das barras = 10um.
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5.3 Fibroblastos sd@o mais suscetiveis a infeccao por T. gondii

O préximo passo era analisar se os altos niveis de células formando LDs estavam
envolvidos com a quantidade de células infectadas pelas cepas RH e ME-49 de T. gondii.
Macréfagos RAW 264.7 e J774.1 apresentaram indices similares de infeccdo quando
infectados com a cepa RH ou ME-49, e ndo se observou diferenca estatistica entre cepas
(figura 5A,B,C). A quantidade de fibroblastos NIH/3T3 infectados foi maior que macréfagos
e ndo se observou diferencas quando essas células foram infectadas com as cepas RH ou ME-
49 (figura 5D).

No entanto, diferenca estatistica s6 foi encontrada entre macréfagos RAW 264.7 e
fibroblastos NIH/3T3 quando infectados pela cepa ME-49 (p < 0,05) e em macrofagos J774.1
e fibroblastos NIH/3T3 quando infectados com a cepa RH (p < 0,05 ). Sugere-se que essa
diferenca em termos de formacdo de LDs e porcentagem de células infectadas visto nas
linhagens celulares infectadas por T. gondii pode ser explicada pela producéo e liberacdo no

meio de mediadores inflamatorios.
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Figura 5. Fibroblastos sdo mais suscetiveis a infec¢do por T. gondii. (A) Fotomicrografia representativa da infeccdo pelas
cepas RH ou ME-49 em macrofagos (RAW 264.7 e J774.1) e fibroblastos (NIH/3T3) a uma proporcao de 5 parasitos/célula
durante 24 horas e corados com Hematoxilina e eosina. As setas pretas indicam os parasitos. O nimero de células
infectadas foi quantificado por 200 células analisadas em (B) RAW 264.7, (C) J774.1 e (D) NIH/3T3. *Diferenca
estatisticamente significante entre os grupos infectados com a cepa ME-49, p < 0,05. ** Diferenca estatisticamente
significante entre os grupos infectados com a cepa RH. Teste de Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn’s, p < 0,05. Escala das
barras = 10um.
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5.4 A inibigdo da formacdo dos corpos lipidicos aumenta a viruléncia por T.
gondii

Para verificar se os LDs estdo envolvidos no controle do parasito ou se eles servem
como fontes de lipidicos para a multiplicacdo parasitaria, as células (RAW 264.7 e J774.1)
infectadas com as cepas RH ou ME-49 de T. gondii foram tratadas com o &cido acetilsalicilico
(AAS). As células foram quantificadas, bem como o numero total de parasitos nos
macrdfagos e fibroblastos.

Observamos que o tratamento com o &cido acetilsalicilico induziu um maior nimero
de macrofagos RAW 264.7 e J774.1 infectados por ambas as cepas quando comparado com o
macrofagos controles infectados e ndo tratados (figura 6A). Apesar da maior quantidade de
células infectadas, os macro6fagos ndo apresentaram divergéncia entre a infeccdo pelas cepas
RH ou ME-49. Macrofagos RAW 264.7 infectados com a cepa RH e tratado com AAS
apresentaram uma tendéncia em serem mais infectados quando comparados com a cepa ME-
49 e com macrdfagos J774.1 infectados com a cepa RH ou ME-49. No entanto, 0s
fibroblastos NIH/3T3 ndo mostram diferenca estatistica na quantidade de células infectadas
apos o tratamento com AAS (figura 6A).

O numero de parasitos também foi aumentado apOs o tratamento com AAS.
Macréfagos RAW 264.7 e J774.1 apresentaram maior quantidade de parasitos ap6s o
tratamento com AAS em relagdo ao grupo infectado e néo tratado (figura 6B). Nas duas
linhagens de macréfagos a infeccdo pela cepa RH mostrou uma maior quantidade de parasitos
em relacdo a cepa ME-49, além disso, a infec¢do com a cepa RH nas células RAW 264.7 apds
o tratamento teve niveis altos de parasitos (figura 6B). Nos fibroblastos apenas a infec¢cdo com
a cepa RH mostrou um aumento na quantidade de parasitos apos o tratamento (figura 6B).

A multiplicacéo dos parasitos foi aumentada nos macrofagos RAW 264.7 infectados
com as cepas RH e ME-49 e nos fibroblastos NIH/3T3 infectados com a cepa RH apds o
tratamento com AAS. Contudo, macrofagos J774.1 ndo apresentaram diferenca estatistica na
quantidade de parasitos por célula nas infeccdes pelas cepas RH ou ME-49 (figura 6C).

Os dados sugerem que a formacdo dos LDs durante a infeccdo por T. gondii parece
regular a multiplicacdo de parasitos em macrofagos, pois a sua inibigdo aumentou os niveis de
células infectadas e a quantidade de parasitos em células hematopoiéticas (macréfagos RAW
264.7 e J774.1). Apesar da inibicdo dos LDs ndo afetar a quantidade de células néo
hematopoiéticas infectadas (fibroblastos NIH/3T3), o numero de parasitos da cepa RH é

aumentado apds a inibigdo por ASS.
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Figura 6. A inibicdo dos corpos lipidicos aumenta a viruléncia por T. gondii. (A) Quantificacdo de células infectadas com

as cepas RH ou ME-49 de T. gondii em macréfagos (RAW 264.7 e J774.1) e fibroblastos (NIH/3T3) a uma proporgdo de 5

parasitos/célula e tratados com acido acetilsalicilico (AAS) na concentragdo de 5 UM durante 24 horas. (B) Quantificacéo

do nimero de parasitos em 200 células analisadas. (C) Avaliacdo da multiplicacdo dos parasitos em 200 células analisadas.
“Diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Teste t paired, p < 0,05.
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5.5 Infecgdo por T. gondii induz a expressdo da proteina ADRP em células

hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas

Para determinar se a proteina ADRP esta sendo expressa na membrana do LDs durante
a infeccdo por T. gondii, reacdo de imunofluorescéncia foi realizada nos macr6fagos RAW
264.7 e J774.1 e fibroblastos NIH/3T3 infectados com as cepas RH ou ME-49 de T. gondii ou
tratados com IFN-y para deteccdo da proteina.

Foi observado que a expressdo de ADRP é pequena em macr6fagos RAW 264.7 e
J774.1 quando tratados com IFN-y (figuras 7,8), contudo, a infeccdo com as cepas RH ou
ME-49 de T. gondii aumentaram a expressdo da proteina ADRP nesses macrofagos (figuras
7,8). Além disso, a infeccdo com a cepa ME-49 em macrofagos RAW 264.7 e J774.1 induziu
maior expressao da proteina ADRP comparada com células tratadas com IFN-y ou infectadas
com a cepa RH (figuras 7,8).

A expressdo da proteina ADRP também foi pequena nos fibroblastos NIH/3T3 apos o
tratamento com IFN-y ou infectados com a cepa RH (figura 9). Contudo, quando as células
NIH/3T3 foram infectadas com a cepa ME-49 foi observado um aumento na expressao da
proteina ADRP de acordo com os altos niveis de formacédo dos LDs (figura 3D; figura 9).

Portanto, nossos resultados sugerem que a expressdo da proteina ADRP esta envolvida
com a formacdo de LDs independente a linhagem celular quando as células sdo infectadas

com as cepas RH e ME-49 de T. gondii, mas principalmente com a cepa ME-49.
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Figura 7. A infeccdo por T. gondii induz a expressdo da proteina ADRP em macréfagos RAW 264.7. Imagem de
microscopia confocal da expressao da proteina ADRP em macrofagos RAW 264.7 infectados com a cepa RH ou ME-49 de
T. gondii em uma proporcdo de 5 parasitos/célula ou tratados com IFN-y (1,5 ng/mL) durante 24 horas .
Imunofluorescéncia foi realizada utilizando anticorpo anti-ADRP (verde) e o DNA nuclear marcado com iodeto de
TOPRO-3 (azul). *Indica os parasitos. Escala das barras = 10 pm.
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Figura 8. A infeccdo por T. gondii induz a expressdo da proteina ADRP em macréfagos J774.1. Imagem de microscopia
confocal da expressdo da proteina ADRP em macr6fagos J774.1 infectados com a cepa RH ou ME-49 de T. gondii em uma
propor¢do de 5 parasitos/célula ou tratados com IFN-y (1,5 ng/mL) durante 24 horas . Imunofluorescéncia foi realizada
utilizando anticorpo anti-ADRP (verde) e o DNA nuclear marcado com iodeto de TOPRO-3 (azul). *Indica os parasitos.

Escala das barras = 10 pym.
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Figura 9. A infeccdo por T. gondii induz a expresséo da proteina ADRP em fibroblastos NIH/3T3. Imagem de microscopia
confocal da expressdo da proteina ADRP em fibroblastos NIH/3T3 infectados com a cepa RH ou ME-49 de T. gondii em
uma proporcao de 5 parasitos/célula ou tratados com IFN-y (1,5 ng/mL) durante 24 horas. Imunofluorescéncia foi realizada

utilizando anticorpo anti-ADRP (verde) e o DNA nuclear marcado com iodeto de TOPRO-3 (azul). *Indica os parasitos.
Escala das barras = 10 pm.
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6. Discussao

Alteracdes no metabolismo lipidico e aumento do ndmero de corpos lipidicos
intracelular estdo associados com muitas doengas inflamatdrias causadas por agentes
patogénicos intracelulares, tais como bactérias (D'AVILA et al., 2006; MATTOS et al.,
2010), fungos (SORGI et al., 2009) e infeccOes parasitarias por Leishmania amazonensis
(PINHEIRO et al., 2009), Trypanosoma cruzi (D'AVILA et al., 2011), Plasmodium berghei
(RODRIGUEZ-ACOSTA et al., 1998) e Plasmodium falciparum (JACKSON et al., 2004).

Embora o aumento na formacgdo dos LDs seja encontrado em células do hospedeiro
durante a infeccdo com varios agentes patogénicos, 0s mecanismos de biogénese da formacéo
dos LDs e o seu papel na patogénese durante a infeccdo por T. gondii ndo sdo totalmente
compreendidos.

Estudos recentes mostraram que a formacdo dos LDs estd envolvida na multiplicacao
de T. cruzi (D'AVILA et al., 2011), por outro lado, a colocalizacdo entre os LDs com a 5-
lipoxigenase, bem como a sua inducdo € dependente de 5-lipoxigenase e TLR-2 na infeccédo
por Histoplasma capsulatum, sugere que essas organelas ricas em lipidios estdo envolvidas na
protecdo do hospedeiro (SORGI et al., 2009). Na infeccdo por Toxoplasma gondii, observou-
se que os corpos lipidicos parecem proporcionar uma fonte de lipidios para a biogénese das
membranas do parasito (CHARRON; SIBLEY, 2002). Contudo ainda ndo é conhecido se 0s
LDs estdo envolvidos na resposta imune inata contra a infeccdo por T. gondii e a influéncia do
tipo de cepa do parasito na formacéo dos LDs.

Como macrofagos sdo necessarios para a protecdo do hospedeiro contra a infecgéo por
T. gondii (DUNAY et al., 2008), avaliamos a formagcdo dos LDs nessas células em
comparagdo com fibroblastos murinos. Os resultados dos nossos experimentos mostraram que
0s LDs se formam durante a infeccdo com a cepa RH ou ME-49 de T. gondii, como
demonstrado pelo grande nimero de células hematopoiéticas ou ndo hematopoiéticas
contendo LDs em comparagdo com as celulas ndo infectadas.

A utilizacdo do estimulo com IFN-y, uma citocina importante para ativar os
macrofagos a desenvolver sua resposta inflamatdria, é necessaria para eliminar o parasito
intracelular (NATHAN et al., 1983; MARTINEZ, 2011). Observamos que IFN- y induz uma
maior formagdo de LDs, principalmente em macréfagos J774.1, contudo niveis mais baixos
foram detectados em macréfagos RAW 264.7 e fibroblastos NIH/3T3, apesar de serem mais
elevados quando comparados com as células ndo estimuladas. Macréfagos J774.1 e RAW

264.7 sdo derivados de camundongos BALB/c, no entanto, eles apresentam algumas
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particularidades; as células RAW 264.7 ndo expressam TLR-5 e, portanto, ndo respondem ao
estimulo com flagelina (MIZEL et al., 2003; WEST; DANCHO; MIZEL, 2005), apesar de
ndo ter sido encontrada a molécula de flagelina em Toxoplasma.

Cepas de T. gondii apresentam viruléncias diferentes, macrofagos (célula necesséria
para a imunidade do hospedeiro contra Toxoplasma) quando infectados com a cepa tipo | ou
tipo 111 séo alternativamente ativados, enquanto que macréfagos infectados com a cepa tipo Il
sdo classicamente ativados (JENSEN et al., 2011). Em nossos resultados observamos que
células RAW 264.7 ndo apresentam diferenca na formacdo dos LDs quanto infectados com a
cepa RH ou ME-49, por outro lado, as células J774.1 apresentam uma inducdo mais elevada
de formacdo dos LDs quando infectadas com a cepa ME-49 em comparacdo com a infecgédo
com a cepa RH ou estimulo com IFN-y.

Estudos anteriores mostram que varios tipos de células podem formar LDs quando
expostos a um agente patogénico ou derivados patogénicos (PACHECO et al.,, 2002;
MOREIRA et al., 2009; BEILSTEIN et al., 2013). Embora as células J774.1 infectadas com a
cepa ME-49 apresentaram formacdo de LDs mais elevada em comparagdo com a infeccdo
com a cepa RH, e em células RAW 264.7 a infeccdo com a cepa RH ou ME-49 induziram a
formagdo de LDs de forma semelhante, um grande nimero de células hematopoiéticas (RAW
264.7 e J774.1) apresentaram LDs apds a infeccdo com T. gondii. Além disso, nossos dados
mostraram que os macrofagos J774.1 e fibroblastos NIH/3T3 apresentaram niveis mais
elevados de formagéo de LDs quando infectados com a cepa ME-49 em comparagdo com 0s
macréfagos RAW 264.7.

Estudos anteriores mostraram que macréfagos RAW 264.7 infectados com a cepa tipo
Il (Pru) produzem baixos niveis de atividade da arginase mensurado pela conversdo de L-
arginina em ureia, em contraste as células infectadas com cepa tipo I (RH) e tipo 1l (CEP)
produzem baixos niveis de 1L-23, IL-12p70 e niveis altos da atividade da arginase (JENSEN
et al., 2011). Os diferentes niveis de células contendo LDs encontrado em nossos
experimentos podem ser explicados pela divergéncia entre as cepas de T. gondii utilizada,
como demonstrado no estudo de Jensen e colaboradores (2011).

A formacdo dos LDs esté envolvida com a sinalizacdo e reconhecimento de patogenos
por receptores do tipo Toll (TLR) e estudos experimentais tém mostrado que a formagéo dos
LDs em macréfagos induzida com LPS é dependente de TLR-4 (PACHECO et al., 2002).
Além disso, leucdcitos derivados de camundongos deficientes em TLR-2 ndo conseguem
formar LDs quando infectados com Mycobacterium bovis (D'AVILA et al.,, 2006) e a

formacgédo dos LDs € diminuida quando ocorre o bloqueio com anti-TLR-3 em células de
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Sertoli (WU et al., 2008). Assim a grande quantidade de LDs observados em nosso trabalho
experimental pode ser devido a diferenca de ativacdo dos TLRs entre diferentes tipos de
células analisadas, uma vez que os macréfagos RAW 264.7 expressam TLR-2 e TLR-11, mas
ndo expressam TLR-5, enquanto que os macrofagos J774.1 expressam TLR-2, mas ndo
expressam TLR-11 (CAMPOPIANO, 2010; MATHUR et al., 2012). Além disso, o
reconhecimento de T. gondii pelos TLRs ¢é realizado por TLRs 2, 4, 9 e 11 (DEBIERRE-
GROCKIEGO et al., 2003; YAROVINSKY et al., 2005; GAZZINELLI; DENKERS, 2006).
Entdo, a formacdo dos LDs em células hematopoiéticas (RAW 264.7 e J774.1) pode estar
relacionada com a expressdo de TLR, principalmente o TLR-2, e a auséncia de TLR-11
parece ndo afetar a formacéo dos LDs, como observados nas células J774.1.

Estudos utilizando células ndo hematopoiéticas (NIH/3T3 e Swiss-3T3) demonstraram
que essas células sdo capazes de formar LDs quando infectadas com adenovirus (IMAMURA
et al., 2002). Em nosso trabalho verificamos que as células NIH/3T3 exibiram alta formacéo
de LDs quando infectadas com a cepa RH ou ME-49.

LDs séo sitio de geracdo de mediadores inflamatérios, como os eicosanoides (MELO,
et al., 2011a) e contem &cido araquiddnico em linhagens celulares a exemplo dos macréfagos,
eosindfilos, neutréfilos e mastocitos. Além disso, a maior parte das enzimas envolvidas no
metabolismo do acido araquiddnico estd associada com LDs, tais como cicloxigenase,
lipoxigenase e leucotrieno C, sintase (DVORAK et al., 1994; BOZZA et al., 1997; BOZZA et
al., 1998). A inibicdo da formacgdo dos LDs utilizando drogas anti-inflamatérias néo
esteroidais tais como aspirina (inibidor da enzima cicloxigenase — COX-1 e COX-2) tem sido
utilizada em modelos experimentais de infeccdo com Mycobacterium bovis e Trypanosoma
cruzi para avaliar o efeito dos LDs na interagdo parasito-hospedeiro (D'AVILA et al., 2006;
D'AVILA et al., 2011). Em nossos experimentos, a aspirina foi eficaz em ambas as células
hematopoieticas (RAW 264.7 e J774.1) e ndo hematopoiéeticas (NIH/3T3) na inibicdo da
formagéo dos LDs, independente a cepa de T. gondii utilizada, embora os fibroblastos
mostraram uma tendéncia a serem mais suscetiveis a inibicdo pela aspirina do que o0s
macrofagos.

A replicagdo do parasito T. gondii em seu vacuolo parasitoforo necessita de um
aumento substancial na massa de membrana, de modo que estudos anteriores demonstraram
que este parasito € seletivo em relacdo a aquisicdo e compartimentalizagdo dos lipidios da
célula hospedeira, sendo compartimentalizados em endomembrana no parasito, e em alguns
casos, foram aparentemente integrados a membrana vacuolar, ressaltando a capacidade do

parasito em desviar e usar recursos lipidicos a partir do hospedeiro, um processo que pode
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contribuir com a biogénese da membrana do parasito (CHARRON; SIBLEY, 2002). De
acordo com estudos anteriores, a origem dos lipidios da membrana de T. gondii pode ser a
partir de trés categorias: os lipidios sdo adquiridos a partir da célula hospedeira; os lipidios
sdo sintetizados em grande quantidade pelo parasito independente dos lipidios da célula
hospedeira e os lipidios sdo produzidos de novo pelo parasito, contudo a sintese ndo chega a
satisfazer as necessidades do parasito (COPPENS, 2006). D’Avila e colaboradores (2011)
mostraram que a formacao dos LDs esta associada com o aumento da replicacdo de T. cruzi.

Em nosso modelo experimental observamos que a inibicdo da formacéo dos LDs ap6s
24 horas de infeccdo por T. gondii induziu uma maior quantidade de células infectadas e um
maior nuimero de parasitos em células hematopoiéticas (RAW 264.7 e J774.1) quando
infectadas com a cepa RH ou ME-49. O efeito da inibicdo sé foi observado na quantidade de
parasitos na infeccdo pela cepa RH nos fibroblastos (NIH/3T3). O nimero de parasitos por
célula ndo foi afetado em macrofagos J774.1 apds a inibicdo com aspirina, contudo, 0s
parasitos (RH e ME-49) multiplicaram-se mais em células RAW 264.7. Nos fibroblastos
apenas a cepa RH teve sua taxa de multiplicacdo aumentada com o tratamento. Os dados
sugerem que em macrofagos a formacdo de corpos lipidicos parece estar relacionada com o
controle do parasito, entretanto, nos fibroblastos, esses corpos lipidicos parecem estar
envolvidos com o fornecimento de lipidios para formacdo de membrana e crescimento do
parasito.

Para verificar se a formacdo dos LDs estd associada com o numero de células
infectadas, nds analisamos a influéncia e viruléncia da cepa tipo | ou tipo Il do parasito, RH e
ME-49, respectivamente, em células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas. Nao foi
encontrada diferenca no namero de células infectadas comparada entre a cepas RH e ME-49
em celulas RAW 264.7, J774.1 e NIH/3T3. Contudo, observamos que os fibroblastos
NIH/3T3 apresentam uma tendéncia em serem mais infectadas quando comparadas com 0s
macrofagos. No entanto, a baixa contagem de células infectadas nas linhagens celulares com o
alto nimero de células formando LDs pode ser explicada pela formagdo indireta de LDs,
como por exemplo, a partir da liberacdo de citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos que
séo liberados no meio e ativam células vizinhas em condi¢@es inflamatdrias (D'AVILA et al.,
2007; D'AVILA; MAYA-MONTEIRO; BOZZA, 2008).

Varias proteinas estruturais estdo associadas com a formacdo dos LDs, sendo a
proteina ADRP a mais abundante em LDs em células do figado e macréfagos, além de estar
envolvida no transporte e armazenamento de lipidios neutros (ROBENEK et al., 2005;
MAGRA et al.,, 2006; MASUDA et al., 2006). Estudos tém demonstrado que existe uma
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associacao entre a expressao da proteina ADRP e condic¢des patoldgicas, tais como infeccéo
por Mycobacterium leprea (TANIGAWA et al., 2008; DEGANG et al., 2012), progresséo da
aterosclerose (MOTOMURA et al., 2006) e esteatose hepatica (NUOTIO et al., 2007; ).
Nossos resultados mostraram que a infeccdo por T. gondii induz a expressdo da proteina
ADRP em ambas as células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas. Contudo, a cepa ME-49
mostrou uma maior capacidade em induzir a expressao da proteina ADRP e formacéo de LDs
quando comparadas com a cepa RH, pelo menos nas células J774.1 e NIH/3T3.

A baixa expressao da proteina ADRP e a alta quantidade de células contendo LDs em
celulas RAW 264.7, J774.1 e NIH/3T3 infectada com a cepa RH pode ser explicado pela
expressao de outras proteinas que estdo envolvidas na formacdo dos LDs tais como perilipin,
TIP 47 e S3-12 (BRASAEMLE, 2007).

Os resultados deste trabalho demonstram que a infecgdo por T. gondii induz uma alta
formagdo de corpos lipidicos tanto em células hematopoiéticas quanto ndo hematopoiéticas e
que tal formacdo € inibida pelo acido acetilsalicilico (AAS) resultando em aumento do
parasitismo, bem como multiplicacdo do parasito, sendo que este aumento é maior nas células
hematopoiéticas (RAW 264.7 e J774.1) do que nas ndo hematopoiéticas (NIH/3T3). Este dado
sugere que a inibicdo da formacdo dos corpos lipidicos aumenta a viruléncia por T. gondii.
Por outro lado, quando as células ndo sdo tratadas com AAS, os fibroblastos demonstraram
maior suscetibilidade a infeccdo pelo parasito. Além disso, este trabalho indica que a
expressdo da proteina ADRP nas células RAW 264.7, J774.1 e NIH/3T3 é induzida pela
infeccdo, porém, tal expressdo € maior quando a infeccdo ocorre com a cepa ME-49 de T.

gondii.
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7. Conclusoes

- A infecgdo por T. gondii induz a formagdo de corpos lipidicos em células
hematopoiéticas (RAW 264.7 e J774.1) e ndo hematopoiéticas (NIH/3T3). Além disso, a cepa
ME-49 é capaz de induzir altos niveis de formacdo de LDs em células hematopoiética

(J774.1) e ndo hematopoiéticas (NIH/3T3) quando comparadas com a cepa RH.

- A formacéo dos corpos lipidicos em células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas
foi inibida pelo acido acetilsalicilico apds 24 horas de tratamento ou 48 horas de infeccéo,
sendo que houve diminuicdo na formacdo dos corpos lipidicos em todas as linhagens celulares
infectadas com a cepa RH ou ME-49. Além disso, os fibroblastos mostraram uma tendéncia
em formar menos corpos lipidicos quando tratados com AAS em comparagdo com 0S
macrofagos (RAW 264.7 e J774.1) na infeccdo pelas cepas RH ou ME-49 de T. gondii.

- Os fibroblastos demonstraram maior suscetibilidade a infecgdo por T. gondii,
enquanto que os macréfagos RAW 264.7 e J774.1 apresentaram indices similares de infeccao

guando infectados com a cepa RH ou ME-49.

- A inibicdo da formacao dos corpos lipidicos aumenta a viruléncia por T. gondii, uma
vez que o tratamento com o acido acetilsalicilico induziu um maior nimero de macréfagos
RAW 264.7 e J774.1 infectados por ambas as cepas.

- A multiplicagéo dos parasitos foi maior nos macréfagos RAW 264.7 infectados com
as cepas RH e ME-49 apés o tratamento com AAS, sugerindo que a formacgdo dos corpos
lipidicos durante a infeccdo por T. gondii parece regular a multiplicacdo de parasitos em

macrofagos.

- A infecgdo por T. gondii induz a expressdo da proteina ADRP, envolvida com a
formacéo de corpos lipidicos, em células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas. A expressdo
de proteina ADRP foi aumentada durante a infeccdo com as cepas RH ou ME-49 de T. gondii
nos macrofagos, enquanto que nos fibroblastos este aumento foi verificado apenas pela

infeccdo com a cepa RH.
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- A infeccdo com a cepa ME-49 em macrdéfagos (RAW 264.7 e J774.1) e fibroblastos
(NIH/3T3) induziu maior expressdo da proteina ADRP comparada com as células infectadas

com a cepa RH.
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