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Resumo:  

Os patógenos membros do filo apicomplexa são uma grande ameaça para a saúde humana 

e animal no mundo. O Toxoplasma gondii é um dos protozoários pertencente a esse filo, capaz de 

infectar qualquer célula nucleada. Por ser um protozoário intracelular obrigatório, a entrada na 

célula hospedeira é um processo fundamental para a sua sobrevivência. A invasão é um processo 

ativo durante a qual o parasito recruta parte da membrana da célula hospedeira para formar o 

vacúolo parasitóforo (VP). Apesar da importância da VP em proteger o parasito da eliminação 

pelas células hospedeiras, a membrana do vacúolo parasitóforo (MVP) forma uma barreira que 

priva o parasito de uma vasta fonte de nutrientes do sistema endocítico e exocítico do hospedeiro. 

Para contornar esse problema, o parasito secreta proteínas que se associam a MVP, alterando a sua 

permeabilidade, possibilitando assim a difusão passiva, bidirecional, de moléculas pequenas, 

através de poros na membrana do VP. Por outro lado, as células hospedeiras são capazes de 

reconhecer moléculas parasitárias em contato com suas membranas ou que são lançadas para dentro 

de seu citoplasma, induzindo a ativação de mecanismos cruciais para a sua resistência frente a 

infecção. Até o momento, as bases moleculares da formação do poro hipotético ainda não foram 

relatadas, bem como há pouco conhecimento sobre as moléculas do parasito que são agonistas de 

receptores inatos, sendo estes os objetivos centrais de investigação deste trabalho. Em uma primeira 

abordagem, GRA17 foi identificada como uma proteína secretada para a MVP que medeia o 

transporte de pequenas moléculas através da MVP, sendo que sua deleção induz lenta proliferação 

parasitária e queda abrupta de virulência em camundongos. Apesar da predição de múltiplas 

estruturas alfa (α)-hélice na composição de GRA17, esses ainda não foram funcionalmente 

caracterizados. No primeiro capítulo deste trabalho, predizemos oito domínios α-hélices para 

GRA17, que foram individualmente truncados utilizando o sistema Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR/ CRISPR associated protein 9-CAS9 

(CRISPR/CAS9), com o intuito de se caracterizar funcionalmente esses domínios. Por meio desta 

abordagem, demonstramos que, com exceção do motivo α-8, todos os demais são indispensáveis 

para ação, localização proteica e estabilidade do VP. O truncamento desses 7 motivos resulta em 

falhas na localização de GRA17 na MVP e surgimento de vacúolos parasitóforo aberrantes. Além 

disso, a deleção das 7 sequências α-hélices resulta em uma drástica diminuição na proliferação e 

sobrevivência do parasito, nos levando a conclusão de que as estruturas α-hélice de GRA17 são 

cruciais para função proteica e consequente viabilidade do parasito. Por outro lado, buscamos 



compreender os mecanismos de resistência do hospedeiro decorrentes da liberação de antígenos 

durante o processo de replicação. Com tal intenção, utilizamos modelo estabelecido em ratos da 

linhagem Lewis, que resulta na total eliminação do parasito. Estudos anteriores demonstraram que 

essa resistência é mediada pela ativação do receptor inato citoplasmático NLRP1, que resulta na 

rápida morte da célula hospedeira através da piroptose, limitando a replicação parasitária. Até o 

momento, não foram identificados os alvos antigênicos envolvidos na ativação de NLRP1. Para 

identificar os genes parasitários que induzem a ativação desta via, utilizamos um ensaio de 

mutagênese química que nos levou a identificar três proteínas secretadas de grânulos densos, 

TGGT1_226380 (GRA35), TGGT1_237015 e TGGT1_236870, que individualmente estão 

envolvidas na ativação de NLRP1 e indução de piroptose. A deleção dessas proteínas por 

CRISPR/CAS9 resulta na inibição da piroptose em macrófagos oriundos de rato Lewis. Uma busca 

mais detalhada dos clones gerados pelo ensaio de mutagênese revela que fatores adicionais podem 

estar envolvidos na indução de piroptose. Como a família da GRA35 é composta por três outros 

genes (TGGT1_225160, TGGT1_213067, TGGT1_257970), decidimos investigar o envolvimento 

dessas proteínas na indução de piroptose. A deleção desses genes em T. gondii não alteram a taxa 

de viabilidade de BMDMs de Lewis em comparação com a cepa WT, o que demonstra que, 

diferentemente da GRA35, essas proteínas não estão envolvidas na ativação do inflamassoma de 

NLRP1 e indução de piroptose. Em conclusão, demonstramos que as proteínas de grânulos densos 

são parte essencial dos mecanismos de sobrevivência dentro do vacúolo parasitóforo, controlando 

o transporte de moléculas através da membrana do VP, bem como são reconhecidas pelos sensores 

inatos do hospedeiro, iniciando a montagem de uma resposta de controle contra o protozoário, 

mediada pela ativação do inflamassoma e indução de piroptose. 

Palavras-chave: T. gondii, CRISPR/CAS9, GRA17, α-hélice, Rato Lewis, BMDMs 

inflamassoma, piroptose, GRA35, TGGT1_237015, TGGT1_236870, TGGT1_225160, 

TGGT1_213067, TGGT1_257970. 

 

 

 

 



Abstract 

Apicomplexan pathogens are the greatest threats to human and animal health in the world. 

Toxoplasma gondii is one of the protozoa belonging to this phylum, capable of infecting any 

nucleated cell. As an obligate intracellular protozoan, entry into the host cell is a crucial event to 

its survival. The host cell invasion is an active process in which the parasite recruits part of the host 

cell membrane to form the parasitophorous vacuole (PV). Whereas the PV helps protect the parasite 

from host cell elimination, the PV membrane (PVM), forms a physical barrier which deprives 

parasites of an abundant source of nutrients from the host’s endocytic and exocytic system. To 

overcome this problem the parasite secretes proteins that associate with the PVM, modulating its 

permeability allowing bidirectional diffusion of small molecules, probably through pores in the 

PVM. On the other hand, the host cells are able to recognize parasitic molecules in contact with 

their membranes or that are released into their cytoplasm, inducing the activation of crucial 

mechanisms for their resistance to infection. However, so far, the molecular basis of this 

hypothetical pore has not been reported, as well as there is little knowledge about the parasite 

agonists of innate receptors, being these the central goals of investigation in this work. In a first 

approach, GRA17 was identified as a protein secreted to the PVM that mediates passive transport 

of small molecules across the PVM, and its deletion induces slow parasitic proliferation and abrupt 

decline in virulence. Besides strongly predicted α-helices in the GRA17 composition, these were 

not functionally characterized. In the first chapter, we predict eight α-helix domains in the 

secondary structure of GRA17, which were individually truncated using the system Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR/ CRISPR associated protein 9-CAS9 

(CRISPR/CAS9), in order to functionally characterize them. Through this approach, we show that 

with the exception of α-8, all the others predicted α-helices are required for GRA17 normal 

function, localization and PV stability. The truncation of these 7 motifs results in GRA17 

mislocalization on the PVM and an aberrant PV morphology. Furthermore, GRA17 truncated 

parasites proliferate slowly and shows a decrease viability, leading us to the conclusion that the 7 

α-helix structures of GRA17 are crucial for protein function and consequent viability of the 

parasite. 

 



Furthermore, we sought to understand the mechanisms of host resistance, arising from the 

antigens release during the replication process. We use Lewis rats that was identified to be 

completely resistant to Toxoplasma infection. Previous findings have established that this 

resistance is mediated by the activation of the cytosolic sensor NLRP1, which results in the rapid 

host cell death through piroptose, limiting parasitic replication. However, the targets involved in 

NLRP1 activation were not identified. To identify the parasite genes involved in the activation of 

this pathway, we used a chemical mutagenesis screen, which led us to identify three proteins 

secreted from dense granules, TGGT1_226380 (GRA35), TGGT1_237015 e TGGT1_236870, 

which are individually involved in NLRP1 inflammasome activation and pyroptosis induction. 

Deletion of these proteins (by CRISPR/CAS9) results in significantly less pyroptosis in Lewis 

macrophages. A more detailed search of the clones generated by the mutagenesis assay reveals that 

additional factors may be involved in the induction of pyroptosis. As GRA35 family is composed 

by three other genes (TGGT1_225160, TGGT1_213067, TGGT1_257970) we decided to test the 

involvement of these proteins in pyroptosis induction.  Deletion of these genes in T. gondii does 

not alter the viability of Lewis BMDMs compared to WT strain, which shows that, unlike GRA35, 

these proteins are not involved in the activation of NLRP1 inflammasome and induction of 

pyroptoisis. In conclusion, we demonstrate that dense granule proteins are an essential part for the 

parasite survival within the parasitophorous vacuole, controlling the transport of molecules through 

the PV membrane, as well as for being recognized by the host innate sensors, initiating a response 

that control the protozoan, through inflammasome activation and pyroptoisis induction.  

Keywords: T. gondii, CRISPR/CAS9, GRA17, α-helix, Rat Lewis, BMDMs inflammasome, 

pyroptosis, GRA35, TGGT1_237015, TGGT1_236870, TGGT1_225160, TGGT1_213067, 

TGGT1_257970. 

 

 

 

 

 

 



Lista de abreviaturas 

 

Amino-terminal - N-terminal  

Ausente no melanoma 2 - AIM2 

Carboxi-terminal - C-terminal 

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR/ CRISPR associated protein 

9-CAS9 - CRISPR/CAS9 

Complexo de membrana interna - IMC 

Domínio de oligomerização de ligação a nucleotídeos - NOD 

Domínio pirina - PYD 

Domínios de ativação e recrutamento de caspases – CARD 

Família de proteínas inibidoras de kB - IkB 

Fator de diferenciação mieloide - MyD88  

Fator nuclear kappa B - NF-kB  

Gene de interesse - GOI 

Genes estimulados por interferon - ISGs  

GTPases relacionadas à imunidade - IRGs 

guide RNA - gRNA 

Indolamina 2,3-dioxigenase - IDO 

Junção de movimento - MJ 

Locus de características quantitativas - QTL  

Macrófagos derivados a medula óssea - BMDMs  

Membrana do vacúolo parasitóforo - MVP  



Óxido nítrico sintase induzida - iNOS 

Padrões moleculares associados a danos - DAMPs 

Padrões moleculares associados a patógenos - PAMPs  

Peptídeo sinal - PS 

Plasmepsina V - PM5 

Plasmodium export element – PEXEL 

Plasmodium translocon of exported proteins - PTEX 

Polimorfismo de nucleotídeo único - SNP 

Polimorfismo no comprimento de fragmento de restrição - RFLP 

Proteína de grânulo denso - GRA 

Proteína de micronema - MIC 

Proteína exportada 2 - EXP2  

Proteína de bulbo de roptria - ROP 

Proteína de pescoço de roptria - RON 

Proteínas exportadas PEXEL-negativas - PNEPs 

Proteínas ligantes de guanilato - GBPs   

Reação em cadeia da polimerase - PCR 

Receptores de reconhecimento padrão - PRRs,  

Receptores semelhantes a NOD - NLRs 

Receptores semelhantes a toll - TLR 

Rede intravacuolar - IVN 

Reparo dirigido por homologia - HDR 

Repetição rica em leucina - LRR 



Speck-like associada à apoptose contendo um CARD - ASC/PYCARD 

Tampão fosfato-salino - PBS 

Transdutor de sinal e ativador da transcrição - STAT 

União de extremidade não homólogas - NHEJ 

Vacúolo parasitóforo - VP 
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INTRODUÇÃO GERAL 

1. Toxoplasma gondii 

Toxoplasma gondii é um patógeno intracelular, membro do filo Apicomplexa, capaz de 

infectar qualquer célula nucleada, estabelecendo cistos teciduais que permanecem infectantes pelo 

tempo de vida de seus hospedeiros. O filo é composto por mais de 5000 parasitos cujo hospedeiros 

abrangem, praticamente, todo o reino animal. Diversos patógenos pertencentes ao mesmo 

destacam-se pela grande importância médica e veterinária, como Plasmodium spp (causador da 

malária), Cryptosporidium spp (diarréia) Neospora caninum (aborto em bovinos) e Eimeria spp 

(coccidiose) (HUNTER; SIBLEY, 2012; CHECKLEY et al., 2015; HAKIMI; OLIAS; SIBLEY, 

2017).  

Patógenos do filo Apicomplexa representam uma das maiores ameaças à saúde humana e 

animal no mundo (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Dados da Organização Mundial da Saúde 

demonstram que cerca da metade da população mundial vive em áreas de risco para a transmissão 

da malária e, apenas em 2015, cerca de meio milhão de pessoas morreram por causa dessa infecção. 

A malária é causada pelo protozoário Plasmodium, que é o mais letal patógeno humano pertencente 

ao filo Apicomplexa (DE KONING-WARD et al., 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2017). No entanto, a importância e o sucesso de um patógeno não deve ser determinado apenas 

pela sua letalidade, pois a eliminação do hospedeiro na maioria das vezes significa a eliminação do 

próprio patógeno. A capacidade de infectar o máximo de hospedeiros possível, preferencialmente, 

garantindo a integridade desses hospedeiros é mais vantajoso para o parasito, pois garante uma 

maior distribuição e perpetuação da espécie.  

Diferentemente do Plasmodium, T. gondii causa uma infecção assintomática em seres 

humanos imunocompetentes. Como resultado, cerca de 2 bilhões de pessoas estão cronicamente 

infectadas por esse protozoário (JONES; DUBEY, 2012; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 

2012). Por outro lado, a toxoplasmose é potencialmente letal em indivíduos imunocomprometidos 

(ROBERT-GANGNEUX; BELAZ, 2016; WANG et al., 2017a). Na ausência de uma resposta 

imune eficiente, o parasito é capaz de romper a parede do cisto liberando bradizoítos que reativam 
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a infecção, o que pode ser letal sem a intervenção adequada (WATTS et al., 2015; SINAI et al., 

2016).   

A inexistência de uma opção terapêutica eficaz, capaz de eliminar a infecção, é um forte 

agravante para esse cenário. A carência de tratamento é resultado da excelência do parasito em 

reprogramar a sua expressão gênica, o que acarreta na interconversão de estágio de vida. Como 

resultado, antígenos e proteínas de superfície são substituídos, dificultando o uso de opções 

terapêuticas convencionais. T. gondii também consegue modular a expressão gênica de seus 

hospedeiros, o que resulta na alteração da resposta imune e consequente falha na eliminação do 

parasito (CROKEN et al., 2014; LUDER; RAHMAN, 2017).  

Com o aumento progressivo do número de pessoas acometidas pelo câncer (PARKIN, 

2001; TORRE et al., 2016), entre outras condições que exigem a indução de um estado de 

imunossupressão (como o transplante de órgãos) (KOWALSKI et al., 2003; WOLFE; ROYS; 

MERION, 2010), bem como pessoas afetadas por doenças que naturalmente causam uma 

imunossupressão (exemplo, AIDS) (MCCUTCHAN, 2006; HEMELAAR et al., 2011), se faz 

necessário o desenvolvimento de fármacos e/ou imunobiológicos para o controle da toxoplasmose.  

1.1. Identificação e classificação taxonômica  

T. gondii foi descoberto há mais de 100 anos, simultaneamente por Nicolle e Manceaux, 

em 1908, na Tunísia e por Splendore, no mesmo ano, no Brasil. Nicolle e Manceaux encontram 

esse protozoário no tecido do roedor Ctenodactylus gundi, que era utilizado na pesquisa da 

leishmaniose no laboratório de Nicolle, no instituto Pasteur na Tunísia. Inicialmente acreditaram 

que o parasito era Leishmania, mas, posteriormente, perceberam que tinham descoberto um novo 

organismo e o nomearam Toxoplasma gondii, baseado na sua morfologia (Toxo = arco e plasma = 

vida) e no seu hospedeiro (a princípio também identificado erroneamente como Ctenodactylus 

gondi) (NICOLLE; MANCEAUX, 1908). Em retrospecto, o nome correto do parasito seria T. 

gundii, caso Nicolle e Manceaux identificassem corretamente o hospedeiro (DUBEY, 2008).  

Splendore identificou o mesmo parasito em um coelho, no Instituto Oswaldo Cruz, no 

Brasil e também erroneamente o nomeou como Leishmania, não o corrigindo posteriormente 

(SPLENDORE, 1908). Apesar da existência de inúmeras cepas, com uma distribuição mundial e 
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possivelmente a mais ampla gama de hospedeiros de que qualquer outro parasito, existe apenas 

uma espécie, Toxoplasma gondii, no gênero Toxoplasma (DUBEY, 2008).    

Quanto a classificação taxonômica, T. gondii pertence ao:  

- Reino: Protista  

- Filo: Apicomplexa  

- Classe: Conoidasida  

- Subclasse: Coccidiasina  

- Ordem: Eucoccidiorida  

- Subordem: Eimeriorina 

- Família: Sarcocystidae  

- Subfamília: Toxoplasmatinae 

- Gênero: Toxoplasma  

- Espécie: Toxoplasma gondii 

 

1.2. Morfologia e ultraestrutura básica dos estágios infecciosos  

Existem três estágios infecciosos de T. gondii. Os taquizoítos são formas de rápida 

multiplicação, capazes de invadir qualquer célula nucleada e são responsáveis pela manifestação 

clínica da doença. Durante a invasão, os taquizoítos recrutam parte da membrana plasmática da 

célula hospedeira e formam uma vesícula intracelular denominado vacúolo parasitóforo (VP) 

(SUSS-TOBY; ZIMMERBERG; WARD, 1996). Durante a formação do VP a maioria das 

proteínas associadas a membrana (de origem hospedeira) são eliminadas impedindo a fusão do VP 
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com vesículas intracelulares, incluindo os lisossomos, responsáveis pela degradação e eliminação 

de corpos estranhos (MORDUE et al., 1999).   

Os bradizoítos são formas de multiplicação lenta, resultantes da conversão de taquizoítos 

em um estágio de latência, e são encontrados no interior de cistos teciduais. O formato dos cistos 

varia de acordo com a sua localização, sendo esferoidais nas células cerebrais ou alongadas nas 

células musculares. O tamanho do cisto varia de 10 µm para cistos novos (contendo apenas dois 

bradizoítos), até 100 µm para cistos mais velhos (contendo centenas ou milhares de bradizoítos). 

Os bradizoítos desempenham um papel crucial na infecção, pois os cistos contendo essa forma de 

latência são dinâmicos e se rompem esporadicamente. Nos indivíduos imunocompetentes, a 

pressão imunológica induz o re-encistamento sem manifestações clínicas.  Porém, em situações de 

imunossupressão do hospedeiro, os bradizoítos liberados dos cistos se convertem em taquizoítos, 

reativando a infecção. Essa é a maior causa da manifestação clínica da toxoplasmose (ROBERT-

GANGNEUX; BELAZ, 2016; TEGEGNE et al., 2016). 

Os esporozoítos são formas encontradas no interior de oocistos esporulados e são 

responsáveis pela contaminação ambiental. Os oocistos são estruturas ovóides com 12-13 µm, 

formados nas células epiteliais intestinais de felídeos, e liberados nas fezes na forma não 

esporulada. No ambiente, sofrem a esporulação (2-5 dias após a liberação), gerando oocistos 

esporulados, contendo dois esporocistos (cada um medindo de 8 µm x 6 µm), e cada esporocisto 

contendo quatro esporozoítos (JONES; DUBEY, 2010; JONES; DUBEY, 2012).  

 

 

Figura 1. Os três estágios infecciosos de Toxoplasma gondii. (A) Taquizoítos em amostras de 

líquido broncoalveolar coradas com Giemsa. (B) Bradizoítos no interior de um cisto proveniente 
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do cérebro de um camundongo infectado. (C) Oocisto não esporulado e (D) oocisto esporulado 

contendo dois esporocistos. 

Fonte: Adaptado de Robert-Gangneux e Dardé (2012)  

Todos os estágios infecciosos possuem a mesma morfologia básica, com apenas pequenas 

variações. Apresentam um formato semelhante a um arco, com cerca de 8 µm de comprimento e 2 

µm de largura, com uma extremidade apical afilada e uma extremidade posterior arredondada. Eles 

são revestidos por um complexo trimembranar denominada película. A película é composta por 

uma membrana externa contínua (plasmalema), que envolve completamente o organismo e um 

complexo de membrana interna (IMC), composta por duas camadas de membrana incompletas, 

intimamente associadas ao citoesqueleto. A associação da película com os elementos do 

citoesqueleto permite que T. gondii se locomova (processo conhecido como gliding) e infecte 

células ativamente, mesmo na ausência de cílios, flagelos ou a emissão de pseudópodos. 

O complexo de membrana interna é interrompido por aberturas circulares na extremidade 

apical (anel polar externo), onde o conóide se projeta, no microporo e na extremidade posterior. O 

conóide em associação com outras estruturas especializadas como, anéis polares, organelas 

secretoras incluindo roptrias e micronemas, formam o complexo apical. Espalhada no citoplasma 

se encontra uma terceira classe de organela secretora conhecida como grânulos densos. Além disso, 

são encontradas diversas organelas típicas de células eucarióticas (núcleo, ribossomos, complexo 

de Golgi, retículo endoplasmático), organelas de origem endossimbiótica (mitocôndria e 

apicomplasto) e estruturas específicas (acidocalcissomos) (HU; ROOS; MURRAY, 2002; 

HALONEN; WEISS, 2013; FRENAL et al., 2017).  
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Figura 2. Representação esquemática da ultraestrutura do estágio taquizoíto. Nesse esquema 

está representado a morfologia básica e as principais organelas presentes no estágio taquizoíto. A 

estrutura básica é compartilhada entre as formas infectantes, com apenas pequenas variações.  

Fonte: Adaptado de Ajioka, et al. 2001. 

1.3. Ciclo biológico  

 T. gondii é um dos mais bem estudado membros do grupo de coccídios entéricos 

formadores de cistos (CHAPMAN et al., 2013). Esse grupo de organismos possuem um ciclo de 

vida heteróxeno, que alterna entre a reprodução sexuada no epitélio intestinal de seus hospedeiros 

definitivos e replicação assexuada, que ocorre nos hospedeiros intermediários. Apesar da grande 

diversidade de hospedeiros intermediários (todos os vertebrados de sangue quente), os felinos são 

os únicos hospedeiros em que a reprodução sexuada de T. gondii acontece (FRENKEL; DUBEY; 

MILLER, 1970; BEHNKE; DUBEY; SIBLEY, 2016).  

A reprodução sexual se inicia com a ingestão de cistos teciduais (contendo bradizoítos) e 

oocistos (contendo esporozoítos). A ação da pepsina e outros componentes do suco gástrico, 
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permite a liberação de bradizoítos e esporozoítos que infectam os enterócitos e se diferenciam em 

cinco tipos morfologicamente distintos de esquizontes, nomeadas de A- E (DUBEY; FRENKEL, 

1972). Após 48 horas de infecção dos enterócitos e da progressão através dos cinco estágios surgem 

os merozoítos, o primeiro estágio sexual. Esse estágio é caracterizado pela limitada replicação 

(entre 2-4) e sua imediata diferenciação em macrogametas e microgametas. O macrogameta se 

funde com o microgameta originado oocistos diploides, que desenvolvem paredes espessas 

impermeáveis (confere resistência a condições adversas do ambiente externo) e são excretados nas 

fezes. Os gatos são capazes de excretar entre 2-20 milhões de oocistos por dia, entre 3-10 dias após 

a infeção. Em condições ótimas de oxigenação, temperatura e umidade, ocorre a esporogonia, 

gerando oocistos esporulados, contendo dois esporocistos, e cada esporocisto contendo quatro 

esporozoítos. Os oocistos de T. gondii são estáveis por mais de um ano sob diversas condições 

ambientais (DUBEY; MILLER; FRENKEL, 1970; YILMAZ; HOPKINS, 1972; HEHL et al., 

2015).  

A reprodução assexuada ocorre pela ingestão de oocistos esporulados presentes em 

alimentos e água contaminadas, ou pela ingestão de cistos teciduais, após a ingestão de carne crua 

ou mal cozida (DUBEY, 1997b; DUBEY et al., 1997; SPEER; DUBEY, 1998).  Após a liberação 

dos esporozoítos e bradizoítos, os mesmos se convertem rapidamente em taquizoítos que infectam 

células migratórias como macrófagos e células dendríticas, disseminando-se por todo o organismo 

(DUBEY, 1997a; PITTMAN; KNOLL, 2015). A rápida propagação dos taquizoítos, desencadeia 

uma forte resposta inflamatória que culmina na destruição tecidual e é responsável pelas 

manifestações clínicas da doença. A pressão exercida pela resposta imune induz a conversão dos 

taquizoítos em bradizoítos (estágio de latência e replicação lenta). Os bradizoítos residem em 

células de vida longa, incluindo os neurônios e células musculares esqueléticas, onde secretam 

proteínas responsáveis pela impermeabilização da membrana do vacúolo parasitóforo, resultando 

na formação de cistos teciduais. A capacidade de estabelecer cistos teciduais que persistem durante 

o tempo de vida do hospedeiro enquanto mantêm a infecciosidade, se consumido, é provavelmente 

o principal fator no sucesso global deste parasito. O ciclo se completa quando felinos não infectados 

ingerem hospedeiros intermediários cronicamente infectados (DUBEY, 1997b; DUBEY; 

LINDSAY; SPEER, 1998; WATTS et al., 2015).  
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Figura 3. O complexo ciclo de vida do Toxoplasma gondii. A imagem representa a diversidade 

de hospedeiros, vias de contaminação e estágio de vida de T. gondii.  

Fonte: Adaptado de Hunter e Sibley, 2012.  
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1.4. Vias de transmissão  

O mecanismo de transmissão de T. gondii permaneceu um mistério até a completa 

elucidação do seu ciclo de vida em 1970 (FRENKEL; DUBEY; MILLER, 1970). Logo após a 

identificação deste protozoário descobriu-se que C. gundi não tinha se infectado na natureza, mas 

que tinha contraído a infecção no laboratório de Nicolle. Mas a via de contaminação do roedor era 

desconhecida. Inicialmente, surgiram especulações sobre a transmissão por artrópodes, mas isso 

nunca foi provado (FRENKEL, 1970; FRENKEL, 1973).  

Os humanos são hospedeiros acidentais que podem contrair a infecção por diferentes vias. 

A infecção congênita foi inicialmente descrita em uma criança por Wolf e colaboradores (WOLF, 

A.; COWEN, D.; PAIGE, B., 1939; WOLF, A.; COWEN, D.; PAIGE, B. H., 1939) e 

posteriormente foi descoberto que ocorria em muitas espécies de animais, particularmente ovelhas, 

cabras e roedores (BEVERLEY, 1959). Nos humanos, via de regra, a transmissão vertical resulta 

na infecção congênita quando a mãe soronegativa sofre a primeira infecção durante a gestação 

(SCHWARTZMAN; MAFFIA; ET AL., 1948; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Durante 

a toxoplasmose aguda, os taquizoítos presentes no sangue, ou colonizando os tecidos placentários, 

podem atravessar a placenta e infectar o feto (MONTOYA; REMINGTON, 2008; HALONEN; 

WEISS, 2013). Mulheres soropositivas antes da concepção, geralmente não transmitem a infecção 

para o feto. Porém, há relatos de transmissão congênita, em que as mães adquiriram a infecção 

antes da gestação. Apesar da rara ocorrência, a transmissão congênita durante a fase crônica da 

infecção, pode acontecer em situações de imunossupressão, como em gestantes HIV+, sob uso de 

drogas imunossupressoras, ou quimioterapia (DESMONTS; COUVREUR, 1984; MITCHELL et 

al., 1990; KODJIKIAN et al., 2004; ANDRADE et al., 2010). A toxoplasmose congênita é 

considerada uma das mais importantes manifestações da toxoplasmose em seres humanos, pois 

pode resultar em consequência graves para o feto (PFAFF et al., 2007; ROBERT-GANGNEUX, 

2014).  

Entretanto, a transmissão congênita ocorre muito raramente para explicar a infecção 

generalizada em humanos e animais, no mundo inteiro. Em 1954, Weinman e Chandler sugeriram 

que a transmissão também poderia ocorrer através da ingestão de carne mal cozida (WEINMAN; 

CHANDLER, 1954). Essa teoria foi reforçada por Jacobs e colaboradores, que demonstraram que 
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apesar das enzimas proteolíticas do estômago serem capazes de romper a parede do cisto, os 

bradizoítos liberados sobrevivem por tempo suficiente para infectar o hospedeiro (JACOBS; 

REMINGTON; MELTON, 1960). Esta hipótese de transmissão através da ingestão de carne 

infectada foi experimentalmente testada em um sanatório de crianças em Paris. Foi comparada a 

taxa de aquisição de T. gondii em crianças, antes e depois da admissão no sanatório. A taxa anual 

de aquisição subiu de 10% para 50%, após a introdução de duas porções de carne bovina ou de 

cavalo mal cozida à dieta diária e a uma taxa de 100%, após a adição de carne de cordeiro mal 

cozida (DESMONTS et al., 1965). Como a prevalência de T. gondii é muito maior em ovelhas do 

que em cavalos e gado, isso ilustrou a importância do carnivorismo na transmissão de T. gondii.  

Enquanto a transmissão congênita e o carnivorismo explicam parte do ciclo de transmissão, 

essas não explicam a infecção em vegetarianos e herbívoros. Um estudo realizado em Bombay, 

Índia, demonstrou que a prevalência de T. gondii é similar entre vegetarianos e não-vegetarianos 

(RAWAL, 1959).  Esse fenômeno pode ser explicado pela contaminação de verduras e água, com 

oocistos liberados no ambiente.  Os felídeos são considerados espécies chave nessa via de 

transmissão, por serem os únicos hospedeiros onde ocorre o desenvolvimento sexual, com excreção 

de oocistos nas fezes (JANITSCHKE; WERNER, 1972; JEWELL et al., 1972; MILLER; 

FRENKEL; DUBEY, 1972). Existe uma série de surtos de toxoplasmose documentadas na 

Colômbia Britânica (BOWIE et al., 1997) e em diferentes regiões do Brasil (BAHIA-OLIVEIRA 

et al., 2003; DE MOURA et al., 2006), que foram causadas pela contaminação da água. Além de 

surtos de origem hídrica, existe relatos de infecções por oocistos causadas pela exposição a aerossol 

(TEUTSCH et al., 1979) e contaminação de vegetais (JONES et al., 2006).   O conhecimento desta 

via de transmissão provavelmente explica como C. gundi foi infectado no laboratório de Nicolle. 

Pelo menos um gato infectado estava presente no instituto Pasteur na Tunísia (DUBEY, 1977). 

A transmissão ainda pode ocorrer através do transplante de órgãos contendo cistos 

teciduais, de um doador infectado para um receptor soronegativo. O risco de toxoplasmose em 

pacientes transplantados depende principalmente do grau de imunossupressão, do tropismo do 

parasito pelo tecido enxertado e da soroprevalência na população geral. Embora os receptores de 

transplante com toxoplasmose tenham uma alta taxa de mortalidade, não há recomendações bem 

definidas nem um consenso para o manejo desta doença nesses pacientes (DARD et al., 2018). 
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Apesar da existência de diferentes vias de transmissão, T. gondii se adaptou de modo a ser 

transmitido de forma mais eficiente através do carnivorismo (felídeos) e pela rota fecal-oral (outras 

espécies). Um único oocisto é capaz de causar infecção em porcos, camundongos e humanos 

(DUBEY et al., 1996), enquanto 100 oocistos podem não infectar um gato (DUBEY, 1996). Após 

a ingestão de um único bradizoíto, o gato pode liberar milhões de oocistos, enquanto 100 

bradizoítos podem não infectar um camundongo via oral (DUBEY, 2001; DUBEY, 2006). Essas 

informações têm se mostrado úteis na realização de estudos epidemiológicos (DUBEY et al., 2005). 

1.5. Diversidade genética e estrutura populacional  

Os primeiros estudos sobre a diversidade genética de T. gondii surgiram no começo de 

1990. Inicialmente esses estudos se basearam na análise de isoenzimas (DARDE; BOUTEILLE; 

PESTRE-ALEXANDRE, 1988; DARDE; BOUTEILLE; PESTRE-ALEXANDRE, 1992) e em 

poucos marcadores de polimorfismo no comprimento de fragmento de restrição (RFLP) (SIBLEY 

et al., 1992; HOWE; SIBLEY, 1995). Posteriormente, a genotipagem foi aprimorada com a 

introdução de novos marcadores de PCR-RFLP (SU; ZHANG; DUBEY, 2006) e por análise de 

microssatélites (AJZENBERG et al., 2002; AJZENBERG; DUMETRE; DARDE, 2005; 

AJZENBERG et al., 2010). 

 Apesar da presença de um ciclo sexual e uma distribuição mundial, a estrutura populacional 

desse parasito foi inicialmente descrita como sendo altamente clonal. Entretanto, essa foi apenas a 

conclusão do estudo da diversidade genética em isolados da Europa e dos Estados Unidos, que são 

semelhantes. As amostras de animais e humanos infectados revelaram três principais linhagens 

clonais, tipo I, II e III (SIBLEY; AJIOKA, 2008), que apresentam uma baixa variação genética 

entre si (~1-2% de divergência na sequência de DNA entre as linhagens) (DARDE; BOUTEILLE; 

PESTRE-ALEXANDRE, 1988; DARDE; BOUTEILLE; PESTRE-ALEXANDRE, 1992; HOWE; 

SIBLEY, 1995; AJZENBERG et al., 2002).  

 Foram feitas análises da frequência de polimorfismo de nucleotídeo único (SNP), em loci 

gênicos neutros, entre as três cepas clonais, para extrapolar o mais recente ancestral comum entre 

si. Os resultados indicam que essas linhagens clonais surgiram a cerca de 10.000 anos, após um 

único cruzamento genético (SU et al., 2003). Esta estimativa é notavelmente curta, considerando o 
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intervalo de tempo, relativamente longo, que os parasitos do filo apicomplexa evoluem com os 

seus hospedeiros vertebrados, estimada em 400 milhões de anos (BERNEY; PAWLOWSKI, 

2006). Esse padrão sugere que um drástico fenômeno genético denominado “bottleneck” é o 

responsável pela existência das três linhagens clonais na Europa e na América do Norte, que se 

originaram de poucas recombinações genéticas (BOYLE et al., 2006).  

O surgimento do ancestral comum das cepas clonais de T. gondii coincide com a 

domesticação de animais, como gatos e a invasão de camundongos como pragas (DRISCOLL et 

al., 2007; ROSENTHAL, 2009). Aparentemente, a maior interação entre o hospedeiro definitivo e 

hospedeiros intermediários, proporcionou condições favoráveis para a transmissão e oportunidades 

para o desenvolvimento de infecções de caráter zoonótico. Uma variedade de animais e patógenos 

de humanos apresentaram uma diminuição na diversidade genética com o surgimento da 

agricultura. Esse padrão pode ser um reflexo da baixa variedade genética dos animais 

domesticados, que selecionam patógenos específicos e adaptados para tais hospedeiros 

(ROSENTHAL, 2009). É difícil determinar a razão da existência de apenas três linhagens clonais 

na Europa e na América do Norte, mas é possível que essas linhagens tenham se beneficiado de 

alguma vantagem seletiva. Uma característica compartilhada entre as linhagens clonais é a 

semelhança do cromossomo 1a, que tem sido associado ao aumento na transmissão em gatos 

domésticos (KHAN et al., 2006a; KHAN et al., 2007; KHAN et al., 2011b; KHAN et al., 2014). 

Além dessas três linhagens clonais, estudos recentes identificaram uma nova linhagem clonal na 

América do Norte, chamada tipo IV. Curiosamente, cepas do tipo IV são mais frequentemente 

encontradas em animais silvestres, e mostram evidências de trocas genéticas recentes com cepas 

do tipo II (KHAN et al., 2011a).  

Em comparação com as cepas da América do Norte e da Europa, as cepas da América do 

Sul apresentam uma maior diversidade genética, não possuem uma estrutura populacional clonal e 

aparentam sofrer maiores taxas de recombinação gênica (LEHMANN et al., 2006; PENA et al., 

2008). Genotipagens iniciais das cepas da América do Sul, utilizando marcadores RFLP 

desenvolvidas para cepas do Norte, revelaram  que esses eram semelhantes as cepas do tipo I ou a 

cepas híbridas (FERREIRA ADE et al., 2004; BELFORT-NETO et al., 2007), devido ao fato de 

compartilharem as mesmas SNPs ancestrais com as linhagens do Norte (KHAN et al., 2007). 

Análises mais profundas dos padrões SNPs revelaram que as cepas da América do Sul 
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compreendem linhagens distintas, que não são encontradas no Norte (KHAN et al., 2007). Os 

padrões de nucleotídeos compartilhados estabelecem uma ancestralidade comum de 1-2 milhões 

de anos (KHAN et al., 2007).  

Análise da estrutura populacional revelaram 6 principais clados, com ~16 haplogrupos (SU 

et al., 2012). Esses haplogrupos apresentam padrões geográficos distintos, com alguns 

predominando na América do Norte e Europa, outras sendo exclusivas da América do Sul e Ásia, 

e pelo menos um mostrando uma distribuição global (SU et al., 2012). Análises de redes e estruturas 

populacionais das relações entre essas linhagens sugerem um fluxo gênico esporádico entre elas 

em diferentes épocas de um passado recente (SU et al., 2012). Essa conclusão é suportada por 

dados resultantes da análise de SNP do genoma inteiro, usando o sequenciamento de transcriptoma 

(RNA-Seq) (MINOT et al., 2012) e sequenciamento do genoma inteiro de mais de 60 linhagem 

diferentes (LORENZI et al., 2016). 

Embora os estudos tenham enriquecido a nossa visão sobre a estrutura populacional de T. 

gondii, muitas regiões do mundo ainda não foram analisadas adequadamente (por exemplo, África 

e Ásia). Sugerindo que estudos futuros provavelmente revelarão uma maior diversidade 

populacional (LORENZI et al., 2016). 

1.6. Diferença na patogenicidade das cepas  

A severidade da infecção é influenciada por fatores ambientais, genética do hospedeiro, 

cepa de T. gondii, rota e o estágio do parasito utilizado na infecção. A virulência é 

experimentalmente determinada pela inoculação intraperitoneal de um determinado número de 

taquizoítos, utilizando camundongos como modelo. O Camundongo é hospedeiro natural e, 

portanto, é um excelente modelo para o estudo da imunidade contra T. gondii (DUPONT; 

CHRISTIAN; HUNTER, 2012; YAROVINSKY, 2014). Apesar de não ser a via natural da 

infecção, a inoculação intraperitoneal de taquizoítos possui a vantagem de ser quantificável e 

reprodutível, permitindo a comparação entre as cepas.  

As cepas do tipo I são letais em todas a linhagens de camundongos de laboratórios. Um 

único parasito desta cepa é capaz de causar 100% de letalidade (DL100) em camundongos, 

independentemente da linhagem. As cepas do tipo II e 12 possuem virulência intermediária (DL50 
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~103) e as cepas do tipo III são avirulentas (DL50 ~ 105) (SIBLEY; BOOTHROYD, 1992; SU et 

al., 2002). O advento da genética direta  e reversa, vinculada à capacidade de sofrer recombinação 

genética (cruzamento entre as diferentes cepas no gato), permitem mapear genes que determinam 

a diferença na  virulência durante a fase aguda da infecção (KHAN et al., 2005). Tais fatores atuam 

na modulação da resposta imune do hospedeiro, resultando nos diferentes fenótipos observados 

entre as cepas de T. gondii (HUNTER; SIBLEY, 2012; BEHNKE; DUBEY; SIBLEY, 2016).  

1.7. Interação patógeno hospedeiro 

1.7.1. Invasão e ciclo lítico 

T. gondii é um protozoário intracelular obrigatório, e a entrada na célula hospedeira é um 

processo fundamental para a sua sobrevivência. A invasão de células hospedeiras por T. gondii é 

um processo ativo, fundamentalmente diferente da fagocitose ou endocitose induzida por 

patógenos intracelulares como vírus, bactérias ou outros protozoários (FINLAY; COSSART, 1997; 

SIBLEY; ANDREWS, 2000). Os mecanismos de invasão parecem ser altamente conservados entre 

os membros do filo Apicomplexa, o que significa que os resultados obtidos com um organismo 

podem ser extrapolados para outros membros do filo. No entanto, T. gondii possui duas 

peculiaridades, quando comparado a outros membros do filo. Primeiro, quase não possui 

especificidade de hospedeiro, sendo capaz de invadir todos os tipos de células, desde mamíferos, 

peixes e até mesmo células de insetos. Segundo, contrastando com a maioria dos outros membros 

do filo Apicomplexa, que se multiplicam pela esquizogonia, os taquizoítos de T. gondii proliferam 

por endodiogenia, contornando o estágio de desdiferenciação celular, que ocorre nos esquizontes. 

O processo de invasão é composto por múltiplas etapas que incluem o egresso de células 

hospedeiras infectadas, motilidade dependente de substrato, adesão às células hospedeiras, 

reorientação para formar a junção de movimento (MJ), penetração das células 

hospedeiras/formação do vacúolo parasitóforo, selagem da membrana do vacúolo parasitóforo e 

replicação intracelular dentro do vacúolo parasitóforo (MINEO et al., 1993; MINEO; KASPER, 

1994; CARRUTHERS; SIBLEY, 1997; SIBLEY, 2010; RUGARABAMU et al., 2015). 

A adesão inicial à membrana da célula hospedeira é um pré-requisito para a invasão. O 

parasito secreta proteínas de micronemas (MICs), que são proteínas transmembranas que 
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expressam diferentes domínios adesinas. As MICs se agregam formando complexos, que são 

depositadas na superfície do parasito.  Essas proteínas são redistribuídas sobre toda a superfície do 

parasita e interagem com a matriz extracelular do hospedeiro, para mediar a motilidade, e com 

receptores de células hospedeiras para fixação e penetração. Especificamente, o complexo MIC2-

M2AP está envolvido na mobilidade (gliding) (HUYNH et al., 2003; HUYNH; CARRUTHERS, 

2006), o complexo MIC6-MIC1-MIC4 na fixação e invasão (CEREDE et al., 2005), o complexo 

MIC8 está associado à secreção de roptrias (KESSLER et al., 2008) e a associação entre AMA1 e 

proteínas do pescoço de roptrias (RONs) se unem na superfície do parasito originando o MJ.  

O processo de invasão ocorre em menos de 20 segundos. A MJ resultante da forte 

associação entre a extremidade apical do parasito e a membrana da célula hospedeira, move-se da 

extremidade apical para a extremidade posterior do parasita, levando a invaginação da membrana 

plasmática do hospedeiro e internalização do parasita em um vacúolo parasitóforo. Durante esse 

processo de internalização, T. gondii recruta parte da membrana da célula hospedeira para formar 

a membrana do vacúolo parasitóforo, com exclusão das proteínas de membrana do hospedeiro. O 

VP fornece um ambiente estável para a multiplicação do parasito, pois não se funde com outras 

estruturas da célula hospedeira, incluindo os lisossomos, evitando a sua acidificação.  

Durante os estágios iniciais de invasão as proteínas do bulbo das roptrias (ROPs) são 

injetados na célula hospedeira acopladas a pequenas vesículas (evacuoles), que se fundem com o 

VP nascente, decorando a face citosólica da MVP e impedindo a sua destruição por proteínas 

efetoras do hospedeiro. Algumas ROPs são secretadas para o citoplasma e para o núcleo da célula 

hospedeira, onde exercem várias funções, incluindo o recrutamento de organelas, como retículo 

endoplasmático e mitocôndrias, e alterações na expressão gênica da célula hospedeira (EL HAJJ 

et al., 2007; LALIBERTE; CARRUTHERS, 2008; TARDIEUX; BAUM, 2016). A onda final de 

secreção ocorre com a liberação de proteínas de grânulos densos (GRAs) após a invasão, muitas 

das quais ocupam o lúmen do vacúolo e decoram um arranjo elaborado de túbulos membranosos 

chamado de rede intravacuolar (IVN), enquanto outras se inserem na MVP. As GRAs atuam na 

remodelação e maturação da MVP, bem como na formação da IVN, que confere a característica 

morfologia de rosetas do VP e facilitam a aquisição de nutrientes e outros metabólitos.  
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Para sobreviver no interior da célula hospedeira, T. gondii deve adquirir nutrientes de seu 

hospedeiro. T. gondii é auxotrófico para o triptofano (PFEFFERKORN, 1984; PFEFFERKORN; 

ECKEL; REBHUN, 1986; DAI et al., 1994), arginina  (FOX; GIGLEY; BZIK, 2004; GAIL; 

GROSS; BOHNE, 2004), poliaminas (SEABRA et al., 2004), purinas (SCHWARTZMAN; 

PFEFFERKORN, 1982; CHAUDHARY et al., 2004), colesterol (COPPENS; SINAI; JOINER, 

2000; COPPENS; JOINER, 2003), ferro (DIMIER; BOUT, 1998; GAIL; GROSS; BOHNE, 2004) 

e outros nutrientes essenciais (CHARRON; SIBLEY, 2002). Apesar da importância da MPV em 

proteger o parasito da eliminação pelas células hospedeiras, o seu estado de não fusão, forma uma 

barreira que priva o parasito de uma vasta fonte de nutrientes do sistema endocítico e exocítico do 

hospedeiro.  

Para contornar esse problema, o parasito utiliza as proteínas inseridas na MVP para alterar 

a sua permeabilidade, permitindo assim a difusão passiva, bidirecional, de pequenas moléculas. 

Essa permeabilidade é seletiva, permitindo o acesso apenas de pequenos metabólitos solúveis 

(<1300-1900Da), como glicose, aminoácidos, nucleotídeos e íons (SCHWAB; BECKERS; 

JOINER, 1994). Da mesma forma, os resíduos catabólicos gerados pelo parasita são descartados 

no citosol hospedeiro. Além da participação nos processos de aquisição e exclusão de metabólitos, 

as proteínas da MVP estão envolvidas, no recrutamento e interação com organelas hospedeiras, 

incluindo mitocôndrias e ER, reestruturação dos filamentos intermediários e microtúbulos ao redor 

do PV e  modulação de certos processos da célula hospedeira (SCHWAB; BECKERS; JOINER, 

1994; MARTIN et al., 2007; LALIBERTE; CARRUTHERS, 2008).  

No interior do vacúolo parasitóforo, os taquizoítos se replicam a cada 6-9 horas, por 

endodiogenia, em que duas células filhas são formadas dentro da célula-mãe, após cada ciclo de 

replicação do DNA. Após alguns ciclos de multiplicação, ocorre o egresso, por um processo ativo, 

dependente de cálcio intracelular. O parasito secreta moléculas que facilitam o rompimento da 

MVP e da membrana celular, liberando os taquizoítos no ambiente extracelular. Os taquizoítos 

livres podem reiniciar o ciclo lítico, infectando novas células (LOURIDO et al., 2010; BLADER 

et al., 2015).  
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1.7.2. Resposta imune contra T. gondii 

O uso de animais como modelos experimentais têm desempenhado um papel importante na 

elucidação de vias inatas de reconhecimento de patógenos humanos. No caso do protozoário T. 

gondii, o camundongo é o principal modelo utilizado no estudo de infecções, com base no fato de 

que os roedores são hospedeiros naturais (SHER; TOSH; JANKOVIC, 2017). Na fase inicial da 

infecção, o parasito se dissemina rapidamente do sítio do inóculo para diferentes tecidos do corpo 

(DUBEY et al., 1997; DUBEY, 1998).  O reconhecimento de patógenos invasores é fundamental 

para a eficiência da resposta imune. A imunidade inata é um sistema evolutivamente conservada 

que fornece a primeira linha de defesa do hospedeiro contra microrganismos invasores. Esse 

sistema atua na manutenção da homeostase, regulando processos endógenos como inflamação e 

morte celular. Tais processos são estimulados por uma variedade de receptores de reconhecimento 

padrão (PRRs), que reconhecem padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), 

geralmente vitais para os patógenos e ausentes nas células hospedeiras. Além disso, os PRRs 

reconhecem padrões moleculares associados a danos (DAMPs), que são liberadas 

mediante condições de estresse, destruições teciduais e morte celular (YAROVINSKY, 2014; 

SASAI; PRADIPTA; YAMAMOTO, 2018). 

Diferentes classes de PRRs medeiam a interação entre células da imunidade inata, 

moléculas parasitárias e sinais relacionados à danos teciduais. A principal via de sinalização 

consiste no reconhecendo da profilina de T. gondii pelos receptores semelhantes a toll (TLR) 11 e 

TLR12, resultando na produção de IL-12, pelas subclasses de células dendríticas (CD) CD8α+ 

(REIS E SOUSA et al., 1997; MASHAYEKHI et al., 2011) e CD plasmocitóides (BIERLY et al., 

2008; PEPPER et al., 2008), macrófagos (ROBBEN et al., 2004) e neutrófilos (BLISS; BUTCHER; 

DENKERS, 2000). A importância dos TLRs é demonstrada pela susceptibilidade de camundongos 

que não possuem MyD88, principal proteína adaptadora envolvida na via de sinalização das TLR, 

durante a infecção por T. gondii (SCANGA et al., 2002) e N. caninum (MINEO et al., 2009).  

A citocina IL-12 estimula a produção de IFN-γ, inicialmente por células NK 

(GAZZINELLI et al., 1993; HUNTER et al., 1994) e posteriormente por linfócitos TCD4 

(GAZZINELLI et al., 1994)  e TCD8 (WILSON; MATTHEWS; YAP, 2008). A via que resulta na 

produção de IL-12/IFN-γ é crucial para o controle da infecção, como é demonstrado pelo aumento 
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da susceptibilidade de camundongos deficientes para IL-12 e IFN-γ (SCHARTON-KERSTEN et 

al., 1996; YAP; SHER, 1999; YAP; PESIN; SHER, 2000). A via de sinalização de IFN-γ é 

dependente da fosforilação e translocação do transdutor de sinal e ativador da transcrição 1 

(STAT1) para o núcleo e consequente indução de genes estimulados por interferon (ISGs) que 

eliminam o parasito por diferentes mecanismos (DARNELL; KERR; STARK, 1994).  

Coletivamente, IFN-γ altera o metabolismo celular, induzindo a expressão de indolamina 

2,3-dioxigenase (IDO), que degrada o triptofano (aminoácido essencial para o crescimento 

parasitário) (PFEFFERKORN, 1984). IFN-γ aumenta a expressão da enzima óxido nítrico sintase 

induzida (iNOS), que gera a produção de óxido nítrico (metabólito altamente tóxico para o 

parasito) degradando arginina (outro aminoácido crucial para a sobrevivência do parasito) 

(MURRAY et al., 1985; ADAMS et al., 1990). Recentemente, um dos tópicos de maior relevância 

na defesa do hospedeiro contra a infecção por T. gondii tem sido a análise de mecanismos efetores 

induzidos por IFN-γ. Em camundongos, a família de proteínas ligantes de guanilato (GBPs)  e 

GTPases relacionadas à imunidade (IRGs) estão entre os genes mais fortemente regulados 

(MACMICKING, 2012; SASAI; PRADIPTA; YAMAMOTO, 2018).  

As IRGs são um grupo de proteínas de 47-48 kDa, composta por Irgm3 (TAYLOR et al., 

1996), Irgm1 (SORACE et al., 1995), Irgd (GILLY; WALL, 1992), Irgb6 (CARLOW et al., 1995; 

LAFUSE et al., 1995), Irga6 e Irgm2 (BOEHM et al., 1998). Todas as IRGs possuem um domínio 

de ligação a GTP e como outras GTPases, as IRGs alternam entre estados inativos (ligados a GDP) 

e ativos (ligados a GTP) (PAPIC et al., 2008). Normalmente, as IRGs são sequestradas pela 

proteína IrgM, que atuam como estabilizadores, impedindo a dissociação do GDP e, assim, 

impedindo a sua ativação (HUNN et al., 2008). Após o reconhecimento de um vacúolo contendo 

patógeno, as IRGs se oligomerizam e são recrutados para a membrana vacuolar causando a sua 

destruição. A perda da membrana do vacúolo resulta na morte rápida dos taquizoítos liberados 

(MARTENS et al., 2005; ZHAO, Y. O. et al., 2009). O segundo grupo de efetores da imunidade 

que também são regulados em resposta a IFN-γ é a grande família de GTPases conhecida como 

GBPs. Em camundongos a família das GBPs é composta por 11 membros. Deleções da GBP1 

(SELLECK et al., 2013), GBP2 (DEGRANDI et al., 2013), ou de um locus no cromossomo 3 que 

contém um conjunto de seis GBPs (YAMAMOTO et al., 2012), compromete o controle de T. 

gondii em células tratadas com IFN-γ e aumenta a suscetibilidade de camundongos a infecção por 
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um defeito na destruição da MVP. A diferença na virulência das diferentes cepas de T. gondii, em 

camundongo, é causada pela susceptibilidade das cepas a destruição por IRGs e GBPs.  

1.7.3. Moléculas efetoras de T. gondii que modulam a expressão gênica do hospedeiro 

e mecanismos de evasão 

- Complexo ROP5/17/18 

O cruzamento entre as cepas GT-1 (Tipo I- alta virulência ) e CTG ( Tipo III- avirulenta) 

resultou no mapeamento gênico de um único locus de características quantitativas (QTL) no 

cromossomo VIIa, codificando uma proteína serina/treonina (S/T) quinase chamada ROP18 

(TAYLOR et al., 2006). Essa proteína é membro de uma grande família de proteínas S/T quinase 

localizadas na organela secretória roptria (PEIXOTO et al., 2010). ROP18 é uma proteína 

polimórfica e o seu nível de expressão varia entre as cepas, sendo alta nas cepas do tipo-I/II e baixa 

em cepas do tipo-III. A expressão de ROP18 do tipo-I/II em cepas do tipo-III (consideradas 

avirulentas) aumenta drasticamente a sua virulência. Esse fato confirma que essa proteína é uma 

das principais responsável  na diferença de virulência entre as cepas do tipo-I (alta virulência) e 

cepas do tipo-III (avirulentas) (TAYLOR et al., 2006) e entre as cepas do tipo II (virulência 

intermediárias) e cepas do tipo III (SAEIJ et al., 2006). Comparação no perfil de expressão de 

ROP18, revela que as cepas do tipo-III expressão ~100 vezes menos essa proteína.  O baixo nível 

de expressão de ROP18 nas cepas do tipo-III é atribuída a presença de região de ~2kb localizada 

antes da sequência codificadora da ROP18, essa região não está presente nas cepas do tipo-I e II 

(SAEIJ et al., 2006; TAYLOR et al., 2006; KHAN et al., 2009). ROP18 possui vários alvos na 

célula hospedeira, incluindo as proteínas IRGs e GBPs.   

Essas proteínas induzidas por IFN-γ são importantes fatores de resistência do hospedeiro 

contra patógenos que residem em vacúolos, como Toxoplasma, Chlamydia e Mycobacterium 

(FENTRESS; SIBLEY, 2011; KIM et al., 2012). O recrutamento de IRGs para a MVP de cepas de 

T. gondii susceptíveis, resulta na destruição da MVP e consequente eliminação do parasito (ZHAO, 

Y. et al., 2009; ZHAO, Y. O. et al., 2009; KHAMINETS et al., 2010). A ROP18 de cepas do tipo-

I é capaz de fosforilar resíduos de treonina específicos no domínio GTPase das IRGs, através da 

interação entre a hidroxila da treonina e o grupo fosfato da GTP (GHOSH et al., 2004). A mutação 
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desta treonina por alanina impede a hidrólise da GTP e bloqueia a oligomerização e ligação das 

IRGs na MVP (FENTRESS et al., 2010; STEINFELDT et al., 2010; STEINFELDT et al., 2015).  

Portanto, alta expressão de ROP18, impede o recrutamento e o acoplamento das IRGs na 

MVP, o que garante a sobrevivência do parasito.  Enquanto, baixa expressão de ROP18, permite o 

recrutamento de IRGs e eliminação do parasito.  Assim, ROP18 determina a resistência dos 

parasitos do tipo-I e a susceptibilidade de cepas do tipo-III, na dependência de IRGs. Apesar de 

ROP18 do tipo-I e II aumentarem a virulência quando expressas na cepa do tipo-III, as cepas do 

tipo-II são susceptíveis ao recrutamento de IRGs (ZHAO, Y. et al., 2009; ZHAO, Y. O. et al., 2009; 

KHAMINETS et al., 2010), indicando que fatores adicionais, compartilhado entre as cepas do tipo-

I e III são importantes para a virulência na fase aguda.  

Mapeamento gênico da cepa resultante do cruzamento das cepas GT-1 (tipo I) e ME49 (tipo 

II) identificou um novo QTL no cromossomo XII e mapeamentos subsequentes revelaram um 

conjunto de genes repetidos que codificam uma pseudo quinase polimórfica, denominada ROP5 

(BEHNKE et al., 2012). As cepas do tipo-I e III compartilham uma sequência similar de alelos 

ROP5 importantes para a virulência, enquanto, as cepas do tipo-II possuem um repertório distinto 

de ROP5, que está associada a baixa virulência (BEHNKE et al., 2011; REESE; BOOTHROYD, 

2011). A ROP5 atua no aumento da atividade quinase da ROP18 (BEHNKE et al., 2012) e na 

ligação do substrato Irga6 (REESE; SHAH; BOOTHROYD, 2014), mantendo-a numa 

conformação que evita a sua ancoragem e que facilita a sua fosforilação. A combinação dos alelos 

dos lócus ROP5/ROP18 explica a alta virulência das cepas do tipo-I (ambas sequências, ROP5 e 

ROP18, são de alta virulência), a virulência intermediária nas cepas do tipo-II (ROP18 virulenta e 

ROP5 avirulenta) e a baixa virulência nas cepas do tipo-III (baixa expressão de ROP18 e ROP5 de 

alta virulência, mas que sozinho não é suficiente para aumentar a virulência).  

No entanto, a diferença no fenótipo entre cepas do tipo I knockout para ROP18 (ΔROP18), 

que é apenas ligeiramente atenuada e ΔROP5, que é completamente avirulenta, mesmo em altas 

doses (BEHNKE et al., 2011; REESE; BOOTHROYD, 2011) sugere que ROP5 possui outras 

funções. Abordagem bioquímica para identificar ligantes da ROP5, por purificação de afinidade 

em tandem (TAP), adição de tag e espectrometria de massa (SM), confirmou a formação de 

complexo com a ROP18, uma quinase ativa denominada ROP17 (ETHERIDGE et al., 2014). 
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Semelhante à ROP18, ROP17 atua na fosforilação de IRGs (BEHNKE et al., 2012; ETHERIDGE 

et al., 2014), com uma sutil diferença no substrato fosforilado entre essas duas quinases.  ROP17 

possui afinidade pela treonina 102 localizada na região de troca I (SWI), enquanto ROP18 possui 

afinidade pela treonina 108. Essa preferência da ROP17 pela treonina 102 e da ROP18 pela treonina 

108 é altamente conservada em vários membros da família IRG (ETHERIDGE et al., 2014).  

O complexo ROP5/17/18 ainda recruta a proteína de granulo denso 7 (GRA7), que também 

atua na inibição das IRGs (ALAGANAN et al., 2014). GRA7 é uma proteína transmembrana que 

se localiza na MVP, onde interage com diferentes proteínas (ALAGANAN et al., 2014). GRA7 

pode se ligar diretamente às IRGs, acelerando a hidrólise de GTP, in vitro (ALAGANAN et al., 

2014). ROP18 e ROP5 também atuam na resistência às GBPs em camundongos (SELLECK et al., 

2013). ROP18 ainda tem como alvo o fator de transcrição ATF6β, que atua na resposta às proteínas 

mal enoveladas, o que resulta na diminuição da apresentação de antígenos por células dendríticas 

(CDs) às células T CD8+ em camundongos (YAMAMOTO et al., 2011).  

Vale ressaltar, que a ROP18 desempenha um papel de maior importância na virulência, em 

isolados naturais do tipo-I do que na cepa de laboratório RH. Infecção de camundongos CD1 com 

RHΔROP18 demonstra que a deleção deste gene causa apenas uma sutil atenuação na virulência 

do parasito, retardando o óbito entre 2-3 dias, quando desafiados com 300 taquizoítos. Em 

contraste, 70% dos animais sobrevivem ao desafio com a cepa GT1ΔROP18, após a injeção de 

3000 taquizoítos (SHEN et al., 2014). Apesar da importância do complexo ROP5-ROP18-ROP17 

em bloquear a imunidade inata em macrófagos de camundongos ativados pelo IFN-γ essas 

proteínas efetoras parecem desempenha pouca importância nas células humanas. Coletivamente, 

essas proteínas atuam em diferentes etapas para bloquear a polimerização de IRGs e GBPs na 

membrana protegendo assim as cepas virulentas de T. gondii da depuração em células murinas 

ativadas por IFN-γ.  

- ROP16, GRA15, GRA16 e GRA24 

Cruzamento genético entre cepas do tipo-II e III levou a identificação da principal proteína 

responsável pela diferença na ativação de fatores de transcrição do hospedeiro, observada entre 

essas duas cepas (SAEIJ et al., 2007). A ROP16 é uma proteína secretada durante o processo de 
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invasão e migra para o núcleo das células hospedeiras, 10 minutos após a iniciação deste processo. 

Após a invasão nuclear, ROP16 causa a fosforilação e ativação do STAT3 e STAT6. A fosforilação 

destes fatores de transcrição estimula a produção de IL-4, que antagoniza a produção de IL-12 

(citocina chave para a eliminação do parasito) (SAEIJ et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2009; 

BUTCHER et al., 2011; YAMAMOTO et al., 2011; JENSEN et al., 2013).  

Ao contrário das cepas do tipo-I que desencadeiam uma supressão da resposta imune, as 

cepas do tipo-II expressam uma versão da proteína GRA15 capaz de estimular a produção de IL-

12. Esta produção é dependente da ativação e translocação nuclear dos heterodímeros p50 (NF-

kB1) e p65 (RelA) do fator nuclear kappa B (NF-kB). Os componentes do complexo NF-kB são 

mantidos, inativos, no citoplasma celular pela família de proteínas inibidoras de kB (IkB). A 

ativação de NF-kB é iniciada pela degradação de IkB através da ativação das kinases IkB (IKKs), 

que causa a fosforilação de dois resíduos de serina, localizados no domínio regulador da IkB. Esta 

fosforilação é responsável pela ubiquitinação de IkB e sua subsequente degradação proteossomal, 

libertando o complexo NF-kB que entra no núcleo e induz a expressão de genes que possuem sítios 

de ligação para NF-kB nos seus promotores (ROSOWSKI et al., 2011). 

GRA16 é uma proteína secretada capaz de atravessar a MVP e migrar, juntamente com o 

complexo de alto peso molecular que liga a fosfatase hospedeira (PP2A-B55) e a protease 

específica de ubiquitina associada ao vírus do herpes (HAUSP), para núcleo da célula hospedeira. 

GRA16 modula positivamente a expressão de genes do hospedeiro envolvidos no metabolismo, 

progressão do ciclo celular e a via supressora de tumor p53 (BOUGDOUR et al., 2013). Assim 

como GRA16, GRA24 é uma proteína secretada capaz de atravessar a MVP e migrar para o núcleo 

da célula hospedeira onde regula a expressão gênica. GRA24 funciona como um agonista do 

parasito que causa a fosforilação da via proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) e auto 

fosforilação prolongada de p38α, formando um complexo capaz de ativar os fatores de transcrição 

EGR1 e c-Fos. Semelhante à GRA15, GRA24 é capaz de desencadear uma forte resposta 

inflamatório, estimulando a produção de citocinas pró-inflamatórias incluindo CCL2, MCP-1 e IL-

12, que aumentam a atividade inflamatória no sítio da infecção e estimula os mecanismos que  

induzem a formação de cisto (BRAUN et al., 2013).  
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2. Objetivos  

 

2.1. Objetivo Geral: 

Avaliar o papel de proteínas de grânulos densos no transporte de moléculas através da 

membrana do vacúolo parasitóforo e na ativação do inflamassomo.  

 

2.2. Objetivos Específicos: 

- Caracterização estrutural e funcional dos domínios α-hélices da proteína GRA17 de 

Toxoplasma gondii, um dos componentes do poro formado na membrana do vacúolo parasitóforo 

para a passagem de pequenas moléculas; 

- Identificar genes de T. gondii envolvidos na ativação de NLRP1 e indução de piroptose 

em BMDMs de rato Lewis.  
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Capítulo I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracterização molecular e funcional da estrutura secundária 

da proteína GRA17 de Toxoplasma gondii 
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1. Introdução 

Ao contrário de muitos patógenos que são fagocitados, os parasitos do filo apicomplexa 

como Toxoplasma gondii, invadem ativamente as células hospedeiras, o que resulta no 

estabelecimento do parasito invasor no interior do VP. O VP de T. gondii, é um compartimento 

altamente dinâmico e permissivo à replicação dos taquizoítos (DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1997; 

CARRUTHERS, 2002). A membrana que delimita esse compartimento (MVP), é cada vez mais 

reconhecida como uma "organela" especializada única, uma vez que reside fora do próprio limite 

do organismo (MARTIN et al., 2007). Nos últimos anos, a complexidade e diversidade de 

atividades associadas à MVP estão se tornando evidentes, o que tem estimulado o interesse na 

biologia da mesma. No entanto, existem várias limitações para o seu estudo sistemático.  A primeira 

delas é que a membrana é formada apenas em células infectadas, limitando assim a quantidade de 

material necessária para a análise bioquímica detalhada.  Outra grande limitação, consiste no 

isolamento dessa membrana. Ao contrário de outras organelas celulares, que muitas vezes podem 

ser purificados por abordagens convencionais, a MVP não pode ser purificado isoladamente das 

organelas da célula hospedeira (SINAI; JOINER, 1997).  

 Viver como um organismo intracelular obrigatório é tomado como evidência de que o 

microrganismo deve adquirir, da célula hospedeira, os nutrientes que não podem ser obtidos a uma 

taxa satisfatória do meio externo. Existe um número limitado de estratégias pelas quais os 

patógenos intracelulares podem desviar nutrientes de seus hospedeiros.  Tais mecanismos 

dependem, em parte, do compartimento intracelular ocupado pelo microrganismo. Para patógenos 

que vivem livremente no citosol hospedeiro, a aquisição pode ocorrer por difusão/transporte ou 

endocitose de moléculas presentes no citoplasma. Para patógenos que residem em compartimentos 

endocíticos intracelulares, a fusão de organelas endocíticas do hospedeiro com o vacúolo do 

patógeno, fornece nutrientes para o espaço vacuolar, de onde eles podem ser absorvidos pelos 

mecanismos descritos acima (COPPENS et al., 2006; ZUZARTE-LUIS; MOTA, 2018).  

No entanto, a forma de aquisição desses nutrientes é um enigma no caso de T. gondii. Isso 

porque, esse protozoário reside no interior de um vacúolo, que não interage com outras organelas 

intracelulares. Sabendo que para sobreviver, T. gondii precisa adquirir nutrientes de seu hospedeiro, 

a existência de um mecanismo alternativo para isso é inquestionável. As primeiras evidências desse 
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mecanismo enigmático de transporte surgiram de estudos que demonstram que a MVP de T. gondii 

é seletivamente permeável, permitindo a difusão passiva, de moléculas pequenas, provavelmente 

através da formação de poros na membrana do VP. No entanto, a base molecular desse poro 

hipotético não foi relatada, e seus substratos permanecem desconhecidos.  

Embora a difusão passiva possa fornecer alguns nutrientes, outros são encontradas em 

baixas concentrações no citosol, ligadas a proteínas grandes, ou são insolúveis, limitando assim a 

aquisição por difusão (SCHWAB; BECKERS; JOINER, 1994; DESAI; ROSENBERG, 1997; 

WERNER-MEIER; ENTZEROTH, 1997). Por essa razão, o transporte ativo é necessário tanto na 

membrana plasmática do parasita quanto na membrana do VP. Após a exclusão das proteínas 

hospedeiras da MVP durante o processo de invasão, T. gondii secreta proteínas que são inseridas 

na MVP e desempenham um papel importante na patogênese do parasito, modulando vias de 

sinalização do hospedeiro e criando um ambiente hospitaleiro no interior do PV.  Muitas dessas 

proteínas associadas a MVP, estão envolvidas no transporte através da membrana e na obtenção de 

nutrientes (KEMP; YAMAMOTO; SOLDATI-FAVRE, 2013; HAKIMI; OLIAS; SIBLEY, 2017). 

Porém, o estudo do transporte de moléculas através da MVP em T. gondii, é uma área relativamente 

nova e pouco explorada. A compreensão molecular atual da exportação além do PV é proveniente 

de estudos com Plasmodium.  

 O Plasmodium infecta os eritrócitos que, em termos de componentes intracelulares, são 

praticamente um deserto. Para sobreviver nessas células, Plasmodium exporta até 10% dos 

produtos gênicos, que medeiam remodelações complexas na célula hospedeira, caracterizadas por 

mudanças na permeabilidade, rigidez e aderência. As proteínas exportadas trafegam pela via 

secretora e são exportadas para o lúmen vacuolar antes de atravessar a membrana do VP 

(SPILLMAN; BECK; GOLDBERG, 2015). A maioria dessas proteínas possuem um peptídeo sinal 

que endereça a proteína para o retículo endoplasmático, seguida por uma sequência conservada 

(RxLxE/Q/D), tipicamente localizada a aproximadamente 35 resíduos do PS, denominada 

“Plasmodium export element (PEXEL)".  Esse motivo PEXEL é reconhecido por uma aspartil 

protease denominada plasmepsina V (PM5), que o cliva após a leucina (RXL↓XE/Q/D), antes da 

acetilação N-terminal. Após essa modificação pós-trandicional, essas proteínas apresentam todos 

os atributos necessários para serem alvos do translocon do parasito, localizado na membrana 

plasmática, conhecida como "Plasmodium translocon of exported proteins (PTEX)." Porém, 
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muitas proteínas exportadas através da MVP não possuem o motivo PEXEL (proteínas exportadas 

PEXEL-negativas, PNEPs), mas são capazes de utilizar o complexo PTEX para atravessar a MVP. 

Geralmente as proteínas PNEPs  possuem um domínio transmembrana, que permite que os mesmos 

se acoplem a membrana do parasito e sejam exportadas para o lúmen do VP (SPILLMAN; BECK; 

GOLDBERG, 2015; DE KONING-WARD et al., 2016).  

Entretanto, antes de serem transportadas do VP para o citoplasma da célula hospedeira, as 

proteínas exportadas precisam ser desenoveladas no PV e enoveladas no citosol hospedeiro, na 

dependência de ATP. Considerando as exigências, PTEX foi descrito como um complexo 

multiproteico, formado por três componentes essenciais:  proteína de choque térmico 101-HSP101 

(uma ATPase da superfamília AAA+, que atua como fonte de energia); PTEX150 (função 

estrutural) e uma única proteína de membrana chamada proteína exportada 2 -EXP2 (forma um 

canal proteico condutor, também conhecido como poro). Dois outros componentes auxiliares, 

aparentemente não essenciais também foram identificados: tiorredoxina 2-TRX2 (reduz as ligações 

dissulfureto) e PTEX88 (função desconhecida).  Como PTEX pode acomodar diferentes cargas 

proteica sob diferentes condições ambientais, esse complexo pode recrutar proteínas adaptadoras 

adicionais para ajudar na translocação (DE KONING-WARD et al., 2009; DE KONING-WARD 

et al., 2016; ELSWORTH et al., 2016).  
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Figura 1. Modelo do complexo de translocação (PTEX). Para entrar na célula hospedeira, as 

proteínas secretadas devem cruzar a MVP através do PTEX. Na figura se encontram os principais 

componentes do PTEX e suas respectivas funções. MPP- membrana plasmática do parasito. 

Fonte: Adaptado a partir de DE KONING-WARD et al., 2016.  

Acredita-se que EXP2 seja o componente do PTEX que estabelece o contato entre o 

complexo proteico e a MVP, para a formação de poros na membrana. Embora EXP2 não tenha 

segmentos transmembranares canônicos, ele é fortemente associado ao PVM (DE KONING-

WARD et al., 2009; ELSWORTH et al., 2016), muito provavelmente por adotar uma conformação 

semelhante à hemolisina E (HlyE), uma toxina de Escherichia coli que forma poros dodecaméricos 

na membrana da célula hospedeira (DE KONING-WARD et al., 2009). Curiosamente, apenas os  

parasitos do filo apicomplexa, que residem no interior do VP, possuem um gene ortólogo à EXP2 

(GOLD et al., 2015; DE KONING-WARD et al., 2016). A análise filogenética revelou que o T. 
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gondii codifica duas proteínas análogas à EXP2, denominadas GRA17 e GRA23, que também são 

secretadas pelos grânulos densos e se localizam na PVM (GOLD et al., 2015). A inserção dessas 

proteínas em oócitos de Xenopus laevis resulta na formação de grandes poros na membrana com 

aumento na condutância da mesma.  A deleção de GRA17 e GRA23 não altera a exportação das 

proteínas GRA16 e GRA24 para o núcleo da célula hospedeira. Em vez disso, resulta em alterações 

na permeabilidade da MVP a moléculas pequenas, alterações na morfologia do VP (que adquire a 

aparência de uma bolha), diminuição na proliferação, in vitro, e a virulência em camundongos 

(GOLD et al., 2015). Curiosamente, a complementação da cepa ΔGRA17 com EXP2 de 

Plasmodium, resgata todos os fenótipos observados após a deleção de GRA17. Os achados sugerem 

a possibilidade intrigante de que a EXP2 possa ter uma dupla função, no transporte de proteínas e 

de moléculas pequenas (GOLD et al., 2015; DE KONING-WARD et al., 2016). 

Apesar da alta predição de motivos α-hélices em sua estrutura, esses não foram 

funcionalmente caracterizado. No trabalho, fizemos a predição de oito domínios α-hélices que 

compõem a GRA17 e utilizamos a ferramenta CRISPR/CAS9 para o truncamento e caracterização 

funcional desses domínios. Demonstramos que com exceção do motivo α-8, todos os demais são 

indispensáveis para ação e localização adequada da proteína, estabilidade do VP, proliferação e 

viabilidade dos taquizoítos. O truncamento desses motivos resulta em falhas na localização de 

GRA17 na MVP e surgimento de vacúolos parasitóforo aberrantes (vacúolos bolhas). Além disso, 

a deleção das sequências α-hélices resulta em uma drástica diminuição na proliferação e 

sobrevivência do parasito. 
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2. Objetivos  

2.1. Objetivo geral  

Caracterização estrutural e funcional dos domínios α-hélices da GRA17.  

2.2. Objetivos específicos  

- Predição e análise, in silico, da estrutura secundária da GRA17. 

- Truncamento dos domínios α-hélices C-terminal da GRA17 por CRISPR/CAS9. 

- Truncamento dos domínios α-hélices N-terminal da GRA17 por CRISPR/CAS9. 

- Determinar os efeitos do truncamento C e N-terminal na localização da proteína. 

- Avaliar a morfologia do vacúolo parasitóforo dos clones expressando a proteína truncada. 

- Avaliar a taxa de proliferação e a viabilidade dos clones expressando diferentes 

combinações da proteína GRA17 truncada. 
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3. Materiais e Métodos  

3.1. Cultura de células e parasitos  

Human Foreskin Fibroblasts (HFF) foram mantidas em meio Dulbecco’s modified Eagle 

medium (DMEM) (Gibco) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo calor 

(HyClone), 2 mM de L-glutamina, 50 μg/ml de penicilina e estreptomicina e 20 μg/ml de 

gentamicina (Gibco). As células foram cultivadas em garrafas de cultura (25 cm2) até a confluência.  

Todas as cepas de T. gondii utilizado neste trabalho são derivadas da linhagem RH (tipo I). 

Taquizoítos da cepa parental RHΔKU80ΔHXGPRT e todas as cepas modificadas geneticamente 

foram mantidas pela passagem sucessiva em monocamadas de HFF. De forma sucinta, as células 

foram infectadas com os taquizoítos e mantidas por passagem seriada em meio DMEM contendo 

2% de SFB, a 37°C e 5% de CO2, a cada 48-72 horas. Para a realização da transfecção e dos 

experimentos, foram escolhidas as garrafas infectadas contendo cerca de 80% dos parasitos no 

interior de vacúolos e 20% extracelulares. A monocamada remanescente foi removida com o 

auxílio de cell scraper, purificada pela passagem forçada através de agulhas (27G e 30G) e 

centrifugada a 1700 rpm x 7 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso 

em tampão fosfato-salino (PBS). Os parasitos foram contados em câmara de Neubauer, utilizando 

o corante de exclusão vital azul de Tripan a 0,4% (Sigma, EUA).  

3.2. Identificação e anelamento dos oligos utilizados como gRNA 

Utilizamos o servidor online E-CRISP para identificar sequências guide RNA (gRNA) que 

têm por alvo o nosso gene de interesse (GOI). Cada sequência de oligo, forward (F) e reverse (R) 

utilizado como gRNA, para o truncamento dos domínios C-terminal e N-terminal da GRA17 

(Tabela. 1) foi ressuspendida, na concentração final [50 µM]. Em um tubo eppendorf 1,5 ml, foi 

misturado: 

-5 µl de cada oligo F (IDT, EUA) 

- 5 µl de cada oligo R (IDT, EUA) 

- 5 µl do tampão de anelamento (Qiagen, EUA)  
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- 35 µl de H2O MQ para completar o volume final da reação (50 µl). 

A mistura foi incubada em um banho seco a 95°C por 5 minutos, em seguida, o banho seco 

foi desligado e as amostras permaneceram na plataforma por 1 hora, esfriando lentamente. Após o 

anelamento dos oligos, esses foram armazenados a -20°C.  

3.3. Digestão do plasmídeo CRISPR (pSS013) e inserção de oligos  

6 µg do plasmídeo pSS013, expressando CAS9-3xFlag (SIDIK et al., 2014), foram 

digeridos com 1,5 µl da enzima de restrição BsaI-HF (NEB, EUA), na presença de 5 µl do tampão 

cut smart 10X e 37,5 µl de H20 MQ. A reação foi incubada a 37°C overnight. O diagnóstico da 

digestão foi feito através da comparação das bandas do plasmídeo circular (controle) e do 

plasmídeo linear (digerido) em gel de agarose. O plasmídeo digerido foi purificado com o kit QIA 

Gel extration (Qiagen), seguindo todas as instruções do fabricante. Para a ligação das sequências 

dos gRNAs no plasmídeo CRISPR, foram utilizados 0.5 µl da enzima T4 DNA ligase (NEB), 1 µl 

do tampão T4 DNA ligase 10X, 0,5 µl de pSS013 digerido/purificado (na concentração 68,5 ng/ 

µl) e um 1 µl de cada gRNA anelado. A reação de ligação foi realizada no gelo por 20 minutos.  

 

3.4. Transformação dos plasmídeos pSS013 recombinantes em células competentes e 

isolamento de colônias positivas  

Foram incubados 5 µl de cada produto resultante da ligação, com 25 µl da célula competente 

de alta eficiência DH5α (NEB), por 30 minutos, no gelo. A transformação foi realizada por choque 

térmico, por exatamente 30 segundos a 42°C. Em seguida, as amostras foram incubadas no gelo 

por 3 minutos e 250 µl do meio SOC (NEB) foi adicionado à mistura. As amostras foram incubadas 

a 37°C por 1 hora, sob agitação (250 rpm). Após o período de incubação as amostras foram 

espalhadas em placas de petri, contendo meio Luria broth (LB), com 100 µg/ml de ampicilina. As 

placas foram incubadas a 37°C overnight. As colônias isoladas foram pinçadas com o auxílio de 

uma ponteira de 10 µl e utilizadas diretamente como template na reação da PCR, para a 

confirmação da inserção das sequências utilizadas como gRNA no plasmídeo pSS013. Foram 

geradas três diferentes recombinações do plasmídeo pSS013 (pSS013-GRA17_gRNA_A8; 
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pSS013-GRA17_gRNA_A7; pSS013-GRA17_gRNA_A6) para a truncação da porção C-terminal 

e três recombinações (pSS013-GRA17_gRNA_A2; pSS013-GRA17_gRNA_A3; pSS013-

GRA17_gRNA_A6) para a truncação da porção N-terminal. 

 

 3.5. Purificação dos plasmídeos recombinantes (Maxi kit) 

Os plasmídeos foram purificados utilizando o kit QIAGEN® Plasmid Plus Maxi Kit, 

seguindo todas as recomendações do fabricante. Resumidamente, foi utilizado 50 ml de meio LB 

líquido com ampicilina na concentração de 100 µg/ml, para o crescimento de cada plasmídeo 

recombinante. Após 18 horas de incubação a 37°C, sob agitação (250 rpm), a cultura foi 

centrifugada a 6000 x g por 15 minutos a 4°C. Foi adicionado 5 ml do tampão de ressuspensão, 5 

ml do tampão de lise e a amostra foi gentilmente homogeneizada por inversão e incubada por 3 

minutos à temperatura ambiente (T. A.). Foi adicionado 5 ml do tampão de neutralização à mistura 

e gentilmente homogeneizada, até a formação do precipitado.  Em seguida, a mistura foi transferida 

para o filtro, para exclusão do precipitado. Foi adicionado 5 ml do tampão de ligação à solução, 

que foi transferida para a coluna de purificação. A amostra foi centrifugada a 13000 rpm x 1 minuto. 

Em seguida, foi lavada 2x, pela adição de 700 µl do tampão de lavagem e centrifugada a 13000 

rpm x 1. A coluna foi transferida para um tubo novo e 400 µl do tampão de eluição foi adicionado 

no centro da coluna. Após 3 minutos de incubação à T. A, a coluna foi centrifugada a 13000 rpm 

x 1 minuto e o plasmídeo purificado foi armazenado a -20°C.  

3.6.  Amplificação do construto utilizado na truncação das sequências α-hélices por 

PCR 

Foram realizadas duas reações de PCR (PCR1 e PCR2) para a geração do construto que foi 

utilizado como DNA de reparo, na truncação C-terminal e na adição de um  tag endógeno de 

hemaglutinina (tag-HA) na GRA17. Na primeira reação, os primers P1-F e P1-R (tabela 1) foram 

utilizados para a aplicação do gene de resistência HGXPRT utilizando como template o plasmídeo 

PTKO-att  (ROSOWSKI et al., 2011). No primer antisense utilizado nessa amplificação, foi 

adicionado a sequência codificadora do tag-HA, de modo que o construto amplificado possua a 

sequência do tag-HA na sua extremidade.   Na segunda reação de (PCR2) foram utilizadas 
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diferentes combinações de primers, para adição de uma sequência de homologia  em cada 

extremidade do construto amplificado na PCR1, de modo que o construto possa ser flanqueado aos 

domínios α-hélice da região C-terminal da GRA17. Dessa forma, após a quebra na fita dupla de 

DNA pela CAS9, esses construtos podem ser integrados no genoma por recombinação homóloga. 

Os primers P2-F e P2R foram utilizados na reação da PCR2 para adicionar uma região de 25 pb de 

homologia, em cada extremidade do construto, permitindo que o construto fosse utilizado para 

adicionar um de tag-HA, imediatamente após a região codificadora da GRA17, gerando a cepa 

RHΔKU80HXGPRT+/GRA17HA+.  Os primers P9-F e P9-R; P8-F e P8-R; P7-F e P7-R (tabela 1) foram 

utilização com o intuito de flanquear o construto a regiões específicas da sequência codificadora 

da GRA17, permitindo que os mesmos fossem utilizado para gerar as cepas 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ224-239+HA (contendo uma truncação no domínio α-8), 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ188-239HA+ (truncação nos domínios α-8 e α-7) e 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ156-239HA+ (truncação nos domínios α-8, α-7 e α-6), respectivamente. A 

eficiência dessa estratégia consiste no fato de que o mesmo construto possa ser utilizado como 

DNA de reparo por recombinação homóloga, apenas modificado os 25 pb de homologia em cada 

extremidade do construto.  Já para a truncação dos domínios N-terminal o construto não foi 

utilizado. Para tal, foi utilizado como DNA de reparo, uma pequena sequência de DNA comercial 

(90 pb), composta por uma sequência de 45 pb de homologia para a região que antecede e 45 pb 

para as regiões que precedem o sítio a ser trucado.  

3.7. Transfecção e seleção dos clones 

Após a passagem de taquizoítos de T. gondii pelas agulhas (27G e 30G), para a remoção de 

células hospedeiras, o meio contendo parasito foi centrifugado a 1700 rpm x 8 minutos. O pellet 

foi ressuspendido em 10 ml de Cytomix (10 mM KPO4, 120 mM KCl, 5 mM MgCl2, 25 mM 

HEPES, 2 mM EDTA) e centrifugado na mesma rotação. O sobrenadante foi desprezado e pellet 

foi ressuspendido em 350 µl de Cytomix, na concentração de 5 x 107 taquizoítos.   

Numa cuveta de 2mm (Bio-Rad) foram misturados:  

- 350 µl do parasito (5 x 107). 

- 100 µg do plasmídeo CRISPR, expressando o gRNA especifico para o GOI. 
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- 40 µg do construto utilizado como DNA (C-terminal) / DNA comercial (N-terminal)  

- 10 µl de ATP [2mM] 

- 25 µl GSH [5mM] 

A cuveta foi eletroporada utilizando o eletroporador BioRad Gene Pulser (Bio-Rad), com 

os seguintes parâmetros:  

- Capacitância: 25 µFD 

- Voltagem:  1250 kV (1.25) 

- Resistência: ∞ ohm 

Após a eletroporação as cuvetas foram incubadas por 15 à T. A. Para as cepas com 

modificações gênicas na porção C-terminal, os parasitos foram transferidos para a garrafa de 

cultura contendo HFF e, após 24 horas, foi adicionado o meio de seleção M/X (50 μg/ml ácido 

micofenólico e 50 μg/ml xantina). Após uma semana de seleção, foi feita a clonagem por diluição 

limitante. No caso das modificações na porção N-terminal, não foi utilizado nenhum marcador de 

seleção, a clonagem por diluição limitante foi realizada imediatamente após a eletroporação.   

3.8. Western blot  

Para acessar a expressão de HA nas cepas modificadas geneticamente, monocamadas de 

HFF em placas de 6 poços foram infectadas (MOI 3 -5), por 24 horas. PBS 1X gelado foi utilizado 

para lavar os poços antes das células serem removidas com o auxílio de um cell scraper. O pellet 

foi ressuspendido em tampão de lise e aquecido imediatamente a 100°C por 5 minutos. Em seguida 

as amostras foram sonicadas e diluídas em tampão de amostra (0,1 mM Tris-HCL, 4% SDS, 0,2 % 

azul de bromofenol, 20% glicerol) e adicionadas ao gel de poliacrilamida 4-15%, pré-moldado [4–

15% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, 15-well] (Bio-Rad). A eletroforese foi 

realizada por 1 hora 110V. Após a separação, as proteínas foram transferidas para a membrana 

PVDF (Bio-Rad) por 2 horas a 45V, e bloqueada por 1 hora à temperatura ambiente (PBS-0,1% 

Tween-20, 5% de leite em pó desnatado). A membrana foi incubada com os anticorpos primários 



 

48 
 

[Rato anti-HA (1:500); camundongo anti-GRA1 (1/2000)] overnight, sob agitação. Após a 6 

lavagens de 5 minutos com PBS-T, a membrana foi incubada com os anticorpos secundários [IgG 

de Cabra anti-rato - HRP (1:3000); IgG de cabra anti- camundongo - HRP (1/2000)], por 1 hora à 

temperatura ambiente. A membrana foi submetida a um novo ciclo de lavagem e revelada com o 

substrato Clarity Max Western ECL (Bio-Rad). A quimioluminescência foi detectada pelo aparelho 

FluorChem M system (Proteinsimple, EUA) e as imagens foram analisadas no software AlphaView 

(Proteinsimple). 

3.9.  Ensaio de placa  

A viabilidade e o crescimento do parasito foram avaliados pela contagem do número de 

placas e pela mensuração da área das placas, respectivamente. As células HFF foram plaqueadas 

em placas de 24 poços e infectadas com 100 taquizoítos das cepas RHΔKU80HXGPRT+/GRA17HA+ e 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ224-239HA+. Devido à baixa viabilidade dos parasitos com truncamento na 

porção N-terminal (RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-69HA+, RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-87HA+, 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-173HA+) ou com truncamento na porção C-terminal, que inclui a α-6 

(RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ156-239HA+) e α-7 (RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ188-239HA+), usamos 1000 

parasitos na infecção, como uma estratégia compensatória. Todas as placas foram incubadas por 5 

dias, a 37°C e 5 % de CO2. As imagens foram capturadas por uma câmera digital (CoolSNAP EZ; 

Roper Scientific) conectada a um microscópio invertido de fluorescência eclipse Ti-S (Nikon) e o 

software NIS-Elements (Nikon) foi usada para realizar essas análises. 

3.10. Imunofluorescência  

Lamínulas redondas para cultivo celular em placas de cultura (12 x 0,11 mm) contendo HFF 

foram infectadas com taquizoítos, durante 24 horas. As lamínulas foram lavadas com PBS-1X e 

fixadas com formaldeído/PBS 3%, por 20 minutos, à temperatura ambiente. Após três ciclos de 

lavagem com PBS-1X, a reação foi bloqueada por uma hora, à temperatura ambiente, com o tampão 

de bloqueio (PBS1X/3%BSA/5% soro de carneiro/0.2% triton X 100/ 0,01% azida sódica). Na 

sequência, o tampão de bloqueio foi descartado e as lamínulas foram incubadas com os anticorpos 

primários: IgG de Rato anti-HA, 1/500; IgG de Coelho anti-GRA7, 1/5000; IgG de camundongo 

anti-Flag, 1/750 e IgG de camundongo anti-  SAG1, 1/1000, por 18 horas a 4°C. Após a lavagem, 



 

49 
 

foi feito a incubação com os anticorpos secundários fluorescentes: IgG de cabra anti-rato AF488- 

(verde); IgG de cabra anti-coelho AF 594 (vermelho) e anti-camundongo AF-488 (verde), por uma 

horas à temperatura ambiente, no escuro. As lamínulas foram lavadas e montadas em lâminas de 

microscopia utilizando o meio de montagem vectashield. As imagens foram capturadas com uma 

câmera digital (CoolSNAP EZ; Roper Scientific) conectada a um microscópio invertido de 

fluorescência (eclipse Ti-S; Nikon). 

3.11. Análise estatística  

Para todos os cálculos estatísticos e confecção dos gráficos foi utilizado o software 

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Para determinar a normalidade 

das amostras foram utilizados os testes Kolmogorov-Smirnov com correção de Lilliefors, Shapiro-

Wilks e D'Agostino and Pearson omnibus. A diferença estatística entre os grupos foi analisada pelo 

teste paramétrico ANOVA. O teste de comparação múltipla de Bonferroni, foi utilizado para 

examinar comparações entre pares de grupos selecionados. Todos os resultados foram 

considerados significativos para um nível de p < 0,05 (*).  
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4. Resultados 

4.1.  A Predição in silico da estrutura secundária da GRA17 revela a presença de 

oito domínios alfa hélice 

GRA17 foi identificado como uma proteína de grânulo denso, secretada para a MVP, onde 

atua no transporte de pequenas moléculas e na manutenção da morfologia do VP. Apesar da alta 

predição de estruturas α-hélice na sua composição, esses não foram funcionalmente caracterizado. 

Com um intuito de caracterizar a estrutura secundária dessa proteína, utilizamos o banco de dados 

ToxoDB.org para a predição da sequência proteica da GRA17, utilizando a cepa GT1 como 

referência [TGGT1_222170]. Em seguida, as plataformas SOPMA, JPRED4 e PCI-SS foram 

empregadas na predição da estrutura secundária da GRA17. A análise da estrutura secundária 

demonstrou que a GRA17 possui oito domínios α-hélices, os quais nomeamos de α-1 a α-8 (Figura 

2A, B). 

 A grande maioria das proteínas secretadas possuem um peptídeo sinal (PS), responsável 

pelo direcionamento da proteína para regiões específicas, onde exercerão suas funções. A 

interferência na sequência sinal, pode comprometer o endereçamento correto da proteína para a via 

secretora. Para evitar possíveis interferências na sequência do PS, nós utilizamos a plataforma 

SignalP 4.1 para a predição do PS e de seu sítio de clivagem. O resultado da análise identificou um 

PS na porção N-terminal, com o sítio de clivagem entre os resíduos de aminoácidos (aa) 24 e 25 

(Figura 1A, B). A fim de evitar a alteração no endereçamento da GRA17 para a via secretora, todos 

os gRNAs, utilizados para deleção das estruturas α-hélices, foram escolhidas após o sítio de 

clivagem do PS.  

Neste trabalho utilizamos a cepa de T. gondii geneticamente deficiente para a KU80 

(RHΔKU80/ΔHXGPRT), que em complexo com a KU70 são responsáveis pelo reparo de quebras 

na fita de DNA pela união de extremidade não homólogas (NHEJ). Essa cepa possui apenas a via 

de reparo do DNA por homologia (HDR), isso significa que após a quebra da dupla fita do DNA 

pela CAS9 é obrigatório o oferecimento de um DNA de reparo. Antes de empregar o construto 

amplificado por PCR como DNA de reparo no truncamento C-terminal da GRA17, testamos se 

esse interferiria na função da proteína nativa. O plasmídeo pSS013 recombinante, expressando um 

gRNA com especificidade para uma região codificadora da GRA17, próxima ao stop códon, foi 
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utilizado para a indução da quebra na fita dupla do DNA. O construto contendo uma pequena região 

de homologia de 25 pb em cada uma das extremidades foi utilizado no reparo via HDR, 

introduzindo um tag-HA endógeno na porção C-terminal da proteína GRA17 e um gene de 

resistência HXGPRT (Fig. 2 C).   

Três clones independentes do parasito resultante, RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17+HA, expressando 

um tag-HA imediatamente após a região codificadora da GRA17, foram utilizados para a infecção 

de células HFF e submetidos ao ensaio de imunofluorescência. Para verificar a localização de 

GRA17, foi feito a co-marcação de GRA17 com uma outra proteína de grânulo denso (GRA7), que 

sabidamente se localiza na MVP.  O resultado positivo da co-localização entre GRA17 e GRA7 na 

MVP dos clones RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17HA+ foi analisada por microscopia de fluorescência (Fig. 

2D).  Esses clones ainda foram utilizados para a aquisição de imagens do parasito vivo, em garrafas 

de cultura, para determinar alterações na morfologia do vacúolo (Fig. 2E). A localização correta 

da GRA17 na MVP (Fig. 2D) e a ausência de vacúolos no formato de bolhas (Fig. 2E), comprovam 

que o construto não interfere na função e na localização da GRA17 e poderia ser utilizado como 

DNA de reparo. 

 

MRAIRSVVGLPVMGAAVFLGLLSGELPNSSVLPVPEVASTPFLLSVAADGDGGKNYAEVAKVE

ALTNMISTPIELFVKDVWQQLFHKSGKPVWENMLFKFGSMIRHRAAHKATLVIMWELRHFLYG

TAKVNPSAWKKLETKFESYLREWWMTVPEDPWAALHAGAWKSLLKLYNEDLEPLLRGSPKLKD

LESILFDSKLATIRRWTDEAHIEVMKGRTSNMVPRLEALSAKMAVKQKAMQGKQ

Alfa 1 [aa 34-47] Alfa 2 [aa 53-69]

Alfa 3 [aa 73-87] Alfa 4 [aa 92-125]

Alfa 5 [aa 133-152] Alfa 6 [aa 156-173]

Alfa 7 [aa 188-215] Alfa 8 [aa 224-239]

A

15’UTR 3’UTR2 3 4 5 6 7 8s

B
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Figura 2- Predição da estrutura secundária de GRA17 revela 8 domínios α-hélices. (A) As 

plataformas, SOPMA, JPRED4 e PCI-SS foram utilizando para a predição da estrutura secundária 

da GRA17. Foram identificados 8 domínios α-hélices, nomeados de α1- α8. GE - Sítio de Clivagem 

do peptídeo sinal, entre os aa 24 e 25. As marcações em azul correspondem às sequências de 

aminoácidos dos domínios α-hélices da GRA17. (B) representação esquemática da GRA17 com os 

8 domínios α-hélices. (C) representação esquemática da estratégia utilizada para a introdução de 

um tag-HA, na porção C terminal de GRA17. (D) O clone RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17+HA, 

expressando o tag-HA, foi utilizado na infecção de células HFF. As amostras foram fixadas 24 

horas após a infecção e utilizadas no ensaio de imunofluorescência, para a detecção de HA e sua 

15’UTR 3’UTR2 3 4 5 6 7 8

CAS9

gRNA

HA HXGPRT8

25 pb homologia 

1 3’UTR2 3 4 5 6 7 8 HA HXGPRT

25 pb homologia

s

5’UTR s

C

Expressão de HA

RHΔKU80HXGPRT+/GRA17HA+

D E

GRA7 HA MergeDIC
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co-localização com GRA7. Foram utilizados os anticorpos primários (anti-HA de rato e anti-GRA7 

de camundongo) e os anticorpos secundários (AF488- verde e AF594-vermelho) para a marcação 

de HA e GRA7, respectivamente. (E) Imagem da garrafa de cultura contendo parasitos vivos foram 

capturadas por microscopia de contraste de fase. Barra de escala = 20 µm (Fig. D) e 50 µm (Fig. 

E).  

 

4.2. Análise estrutural e funcional dos domínios α-hélices da porção C-terminal 

da GRA17 

 

4.2.1. Com a exceção do domínio α-8 (GRA17Δ224-239/HA) todos os domínios C 

terminal da GRA17 são importantes para estabilidade do VP e função proteica.  

Com o intuito de caracterizar os domínios α-hélices da porção C-terminal preditos para a 

GRA17, utilizamos o sistema CRISPR/CAS9 para o truncamento dos domínios α-8 (Δ224-239), 

α-8 e α-7 (Δ188-239), e α-8, α-7e α-6 (Δ156-239) na cepa parental RHΔKU80/ΔHXGPRT. Foram 

utilizadas três diferentes recombinações do plasmídeo pSS013 (pSS013-GRA17_gRNA_α-8; 

pSS013-GRA17_gRNA_α-7; pSS013-GRA17_gRNA_α-6), cada um expressando o gRNA com 

especificidade para cada domínio de interesse, com o intuito de gerar quebras na dupla fita de DNA. 

O mesmo construto (previamente testado) foi utilizado como template de reparado, para cada 

truncamento. Após a seleção da população positiva com M/X, os clones individuais foram isolados 

por diluição limitante. As três cepas resultantes, RHΔKU80/GRA17Δ224-239/HA (Figura 3A), 

RHΔKU80/GRA17Δ188-239/HA (Figura 3D) e RHΔKU80/GRA17Δ156-239/HA (Figura 3G) foram 

utilizados para a infecção de monocamadas de HFF e submetidos ao ensaio de imunofluorescência, 

para a avaliação da localização de GRA17. Essas cepas ainda foram utilizadas para a aquisição de 

imagens do parasito vivo, em garrafas de cultura, para determinar alterações na morfologia do 

vacúolo.  

4.2.2.  O domínio α-8 (Δ224-239) não atua na função transportadora de GRA17 

Para a truncação da sequência α-8, o plasmídeo pSS013-GRA17_gRNA_A8 e o construto 

foram inseridos na cepa RHΔKU80/ΔHXGPRT. Após o isolamento do clone 

RHΔKU80/GRA17Δ156-239/HA contendo o domínio α-8 truncado, este foi utilizado para infectar 
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células HFF. As amostras foram fixadas e marcadas com o anticorpo monoclonal (anti-HA; anti-

GRA7) e as imagens da reação de imunofluorescência foram capturadas por microscopia de 

fluorescência.  Uma falha estratégica, na escolha da região de homologia do “braço” 5’ do 

construto, resultou na destruição da pauta de leitura de HA, por isso, apesar do sucesso na truncação 

de α-8, não foi possível detectar a expressão de HA no clone HΔKU80/GRA17Δ156-239/HA (Figura 

3B). Além disso, imagens da garrafa de cultura contendo o parasito vivo, demonstram que essa 

cepa não apresenta alterações na morfologia do vacúolo. Não foi identificado a presença de 

vacúolos no formato de bolha (Figura 3C), que é um fenótipo característico do comprometimento 

no transporte de moléculas através da MVP, observada após a deleção de GRA17. Podemos 

concluir, que α-8 não é necessário para ação efetora de GRA17, pois o fenótipo resultante, 

provavelmente como um mecanismo de compensação da falha no transporte de moléculas 

pequenas, não é visto no clone expressando GRA17 com o domínio α-8 truncado.  

4.2.3. O truncamento dos domínios α-8 e α-7 (Δ188-239) compromete a função da 

GRA17 e resulta na instabilidade do VP 

Após a eletroporação do pSS013-GRA17_gRNA_ α-7 na cepa parental, o clone resultante 

RHΔKU80/GRA17Δ188-239/HA, contendo os resíduos de aminoácidos correspondentes aos domínios 

α-7 e α-8 da GRA17 truncados, foi isolado e utilizado para infectar células HFF. As lamínulas 

foram fixadas e marcadas com os anticorpos monoclonais anti-HA e anti-GRA7 e as imagens foram 

capturadas por microscopia de fluorescência.  O mesmo equívoco no braço de homologia 5’ do 

construto se repetiu aqui. Fomos capazes de truncar os domínios, mas não foi possível detectar a 

expressão de HA no clone RHΔKU80/GRA17Δ188-239/HA (Fig. 3E). No entanto, imagens da garrafa 

de cultura, contendo o parasito vivo, demonstram alterações na morfologia do vacúolo, com a 

presença de vacúolos na forma de bolha (Fig. 3F). Este resultado demonstra que o domínio α-7 é 

necessário para o funcionamento proteico, uma vez que, o seu truncamento compromete a ação de 

GRA17 no transporte através da MVP. Além disso, reforça a ideia que α-8 não é necessário para a 

função da proteína.   
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4.2.4. O truncamento conjunto dos três últimos domínios (α-6-8) da porção C-

terminal de GRA17 (Δ156-239) resulta em falha na locação na MVP e instabilidade do VP  

O plasmídeo pSS013-GRA17_gRNA_α-6 e o construto foram inseridos na cepa parental, 

para a truncação dos resíduos de aminoácidos correspondente a porção α-6, α-7 e α-8 da GRA17. 

O clone RHΔKU80/GRA17Δ156-239/HA foi isolado e utilizado para infectar células HFF. As amostras 

foram submetidas aos mesmos procedimentos já citados. Nas imagens obtidas pelo microscópio de 

fluorescência, é   possível identificar a expressão do tag-HA, na cepa mutante, 

RHΔKU80/GRA17Δ156-239/HA. Porém, as imagens revelam um defeito na localização natural dessa 

proteína, determinada pela falha na co-localização com a GRA7. A proteína GRA17 contendo os 

três últimos domínios truncado, falha na migração para a MVP e apresenta um perfil mais disperso 

no interior do parasito (Fig. 3H).  Com o intuito de testar se GRA17 é retido na membrana do 

parasito durante a sua exportação, foi feito a co-marcação de GRA17 com a SAG1, que é uma 

proteína de superfície, ancorada na membrana do parasito. A marcação de SAG1 na cepa 

RHΔKU80/GRA17Δ156-239/HA demonstra a falha na co-localização entre GRA17 e SAG1, 

confirmando que GRA17 também não se encontra na membrana do parasito e sim dispersa no seu 

citoplasma. Além do defeito na localização da GRA17, essa cepa também apresenta alterações na 

morfologia do vacúolo. Imagens do parasito vivo demonstram a presença de vacúolos na forma de 

bolha, o que denota o comprometimento na função proteica (Fig. 3I). 
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Figura 3- Truncamento dos domínios C-terminal da GRA17 por CRISP/CAS9. (A, D, G). 

Representação da estratégia e dos sítios de truncamento dos domínios α-8; α-7-8; α-6-8, 

respectivamente. Para a inativação desses domínios, os plasmídeos pSS013-GRA17_gRNA_α-8, 

pSS013-GRA17_gRNA_α-7 e pSS013-GRA17_gRNA_α-6 expressando o gRNA específico para 

as sequências α-8, α-7 e α-6 e seus respectivos construtos, foram transfectados por eletroporação 

na cepa RHΔKU80/ΔHXGPRT. Após uma semana de seleção com M/X, os clones individuais 

resultantes (B) RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ224-239HA+ (E) RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ188-239HA+ (H) 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ156-239HA+ foram isolados e utilizados na infecção de células HFF. As 

amostras foram fixadas e marcadas com os anticorpos monoclonais (anti-HA de rato, anti-GRA7 

de camundongo e anti-SAG1 de camundongo) e os anticorpos secundários (AF488 anti-rato - 

verde; AF594 anti-coelho - vermelho e AF-488 anti-camundongo – verde) para a marcação de HA, 

GRA17 e SAG1, respectivamente. Imagem da garrafa de cultura contendo os clones vivos (C) 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ224-239HA+ (F) RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ188-239HA+ (I) 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ156-239HA+ foram capturadas por microscopia de contraste de fase. Barra 

de escala = 20 µm (Fig. B, E, H) e 50 µm (Fig. C, F, I). 

 

4.3.  Análise estrutural e funcional dos domínios N terminal da GRA17 

4.3.1. Todos os domínios N-terminal da GRA17 são indispensáveis para estabilidade 

e função proteica  

A mesma estratégia utilizada para o truncamento dos domínios C-terminal não poderia ser 

aplicada no truncamento dos domínios N-terminal. Isso porque a inserção de um construto após o 

truncamento dos domínios iniciais interromperia a pauta de leitura dos códons e causaria a 

inativação dos domínios subsequentes. Não seríamos capazes de correlacionar os fenótipos à 

truncação de domínios específicos. Para evitar tal problema utilizamos uma nova estratégia para o 

truncamento dos domínios N-terminal. A cepa RHΔKU80/GRA17HXGPRT+/GRA17HA+, expressando 

um tag-HA, foi utilizada como cepa parental, pois nos permitiria triar a localização da GRA17 após 

o truncamento N-terminal. Foram utilizadas dois gRNA para cada truncamento, o primeiro gRNA 

com especificidade para a região que antecede o domínio α-1 e o segundo gRNA com 

especificidade para cada região que procede o domínio alvo. Para o truncamento dos domínios α-

1 e α-2 (Δ34-69), utilizamos a combinação dos plasmídeos, pSS013-GRA17_gRNA_α-1 e 

pSS013-GRA17_gRNA_α-2 (Fig. 4A). A combinação pSS013-GRA17_gRNA_α-1 e pSS013-

GRA17_gRNA_α-3 foi utilizada na truncação dos domínios α-1, α-2 e α-3 (Δ34-87) (Fig. 4D) e a 

combinação pSS013-GRA17_gRNA_ α-1 e pSS013-GRA17_gRNA_ α-6 na truncação de α-1, α-

2, α-3, α-4, α-5 e α-6 (Δ34-173) (Fig. 4G). Como DNA de reparo, foi utilizado uma pequena 

sequência de DNA comercial, composto por 45 pb de homologia para região que antecede o sítio 
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de quebra do primeiro gRNA (gRNA_α-1) e 45 pb de homologia para a região que procede o sítio 

de quebra do segundo gRNA.  Como não foi inserido nenhuma marca de resistência, que visa 

favorecer o esquecimento da população, a clonagem por diluição limitante, foi realizada 

imediatamente após a eletroporação. Para a análise dos domínios N-terminal também foram 

geradas 3 cepas mutantes, contendo diferentes combinações de domínios truncados, 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-69+HA; RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-87+HA; e 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-173+HA.  

4.3.2. O truncamento dos domínios α-1 e α-2 resulta em alterações parcial na 

localização proteica e instabilidade do VP 

O plasmídeo recombinante expressando gRNA que tem por alvo a sequência α-1 (pSS013-

GRA17_gRNA_ α-1) e um outro para α-2 (pSS013-GRA17_gRNA_ α-2), foram inseridos na cepa 

RHΔKU80/GRA17HXGPRT+/GRA17HA+, juntamente com o DNA de reparo P29F e P29R (tabela 1) por 

eletroporação. Após a clonagem, células HFF foram infectadas com o clone resultante 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-69+HA. As amostras foram fixadas e submetidas ao ensaio de 

imunofluorescência. O clone expressando GRA17 com os domínios α-1 e α-2 truncados, apresenta 

uma parcial co-localização com o marcador da MVP GRA7 e falha total na co-localização com o 

marcador de superfície do parasito SAG1 (Fig. 4B). Imagens do parasito vivo, em garrafa de 

cultura, demonstram a instabilidade do VP, mediante a presença de vacúolo com formato de bolha 

(Fig. 4C). O resultado demonstra que a falha na função da GRA17 registrada aqui, é provavelmente 

devido ao comprometido de domínios α-hélices envolvidos diretamente no transporte efetivo de 

moléculas, e que esses domínios têm pouco envolvimento com a localização da proteína. Isso 

porque, apesar da proteína apresentar uma pequena falha na localização, ela continua presente na 

MVP. No entanto, o comprometimento da função da GRA17 é mais grave nos clones contendo os 

domínios N-terminal truncados, do que nos clones com domínios C-terminal truncados 

(demonstrado mais adiante). O resultado sugere um maior comprometimento dos domínios N-

terminal no transporte e dos domínios C-terminal na associação da GRA17 à MVP. 
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4.3.3. O clone com as sequências α-1, α-2 e α-3 truncada apresenta defeito parcial 

na localização de GRA17 e instabilidade do VP 

O truncamento das sequências α-1, α-2 e α-3 foi feito pela eletroporação do plasmídeo 

pSS013-GRA17_gRNA_ α-1 e pSS013-GRA17_gRNA_ α-3 juntamente com o DNA de reparo 

P30-F e P30-R (tabela 1), na cepa RHΔKU80/GRA17HXGPRT+/GRA17HA+. Após o isolamento do clone 

individual RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-87+HA, esse foi utilizado na infecção de células HFF e 

submetidos aos mesmos processamentos já descrito.  A marcação com anticorpo anti-GRA7 e anti-

SAG1 comprovam o defeito parcial na localização da GRA17 na MVP (Fig. 4E). Imagens do 

parasito vivo acusam o comprometimento da função da GRA17, através da presença de vacúolos 

no formato de bolhas (Fig. 4F). De modo semelhante ao truncamento dos domínios α-1-2, os clones 

com os domínios α-1-3 truncados apresentam uma parcial localização da GRA17 na MVP e um 

grave comprometimento na função proteica. Isso reforça a nossa hipótese de que os domínios N-

terminal possuem um maior envolvimento com o transporte através da PVM.  

4.3.4. O truncamento de múltiplos domínios (α-1, α-2, α-3, α-4, α-5 e α-6) resulta nos 

mesmos fenótipos da truncação de domínios individuais 

 

Para testar o efeito do truncamento de múltiplos domínios α-hélices (abrangendo tanto os 

domínios C como N-terminal), o plasmídeo pSS013-GRA17_gRNA_ α-1, pSS013-

GRA17_gRNA_ α-6 f e o DNA de reparo P31-F e P31-R (tabela1) foram inseridos na cepa 

RHΔKU80/GRA17HXGPRT+/GRA17HA+. Após a clonagem e isolamento da cepa 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-173+HA, esse foi utilizado para infecção de células HFF. As amostras 

foram fixadas e submetidas ao ensaio de imunofluorescência e imagens do parasito vivo foram 

adquiridas, utilizando o microscópio de contraste de fase.  O clone isolado apresenta uma falha 

total na co-localização entre os marcadores de MVP (GRA7) e de superfície (SAG1) com a GRA17 

(Fig. 4H). Além disso, essa cepa também apresenta instabilidade no VP, com a presença de 

vacúolos no formato de bolhas (Fig. 4I). É possível notar que a inclusão de domínios C-terminal 

na lista de domínios truncados, resulta na falha total de locação na MVP. No entanto, essa cepa não 

apresenta comprometidos adicionais na viabilidade e proliferação ao detectado no truncamento N-

terminal (apresentados mais adiante). Coletivamente, estes resultados demonstram que 

provavelmente os domínios α-1 a α-7 estão envolvidos na difusão de moléculas através do VP, uma 
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vez que a deleção de qualquer um desses domínio resulta na mesma instabilidade do VP observada 

na deleção total da proteína. Já o domínio α-8 provavelmente, não participa na formação da 

estrutura responsável pela difusão, uma vez que o seu truncamento não resulta em alterações na 

estabilidade do VP. α-8 provavelmente funcional como um domínio regulador (discutida mais 

adiante).  
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Figura 4- Truncamento dos domínios N-terminal da GRA17 por CRISP/CAS9. (A, D, G). 

Representação da estratégia (com dois gRNA) do truncamento dos domínios α-1-2; α-1-3; α-1-6, 

respectivamente.  Os plasmídeos pSS013-GRA17_gRNA_α-1; pSS013-GRA17_gRNA_α-2; 

pSS013-GRA17_gRNA_α-3; pSS013-GRA17_gRNA_α-6 e seus respectivos DNA de reparo, 

foram transfectados por eletroporação na cepa RHΔKU80/ΔHXGPRT+/GRA17HA+, para o truncamento 

dos domínios α-1-2; α-1-3; α-1-6, respectivamente. Após a clonagem imediata, os clones 

individuais resultantes (B) RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-69HA+ (E) RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-87HA+ 

(H) RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-173HA+ foram isolados e utilizados na infecção de células HFF. As 

amostras foram fixadas e marcadas com os anticorpos monoclonais (anti-HA de rato, anti-GRA7 

de camundongo e anti-SAG1 de camundongo) e os anticorpos secundários (AF488 anti-rato - 

verde; AF594 anti-coelho - vermelho e AF-488 anti-camundongo - verde) para a marcação de HA, 

GRA17 e SAG1, respectivamente. Imagem da garrafa de cultura contendo os clones vivos (C) 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-69HA+ (F) RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-87HA+ (I) 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-173HA+ foram capturadas por microscopia de contraste de fase. Barra de 

escala = 20 µm (Fig. B, E, H) e 50 µm (Fig. C, F, I). 

 

4.4. Diagnóstico dos clones modificados geneticamente comprovam a truncação 

de cada domínio α-hélice  

Para confirmar as modificações gênicas realizadas na GRA17 utilizando CRISPR/CAS9, o 

DNA genômico de cada cepa mutante foi extraído e submetido a reações de PCR para a 

amplificação do locus alterado. Para as modificações na porção C-terminal, os primers P13-F e 

P13-R foram utilizados na reação da PCR com o DNA template proveniente das cepas: 

RHΔKU80/GRA17Δ156-239/HA [Δα6-8]; RHΔKU80/GRA17Δ188-239/HA [Δα7-8]; RHΔKU80/GRA17Δ224-

HAGRA7 Merge

HASAG1 Merge

H I
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239/HA [Δα8]; RHΔKU80/GRA17HXGPRT+/GRA17HA e RHΔKU80/ΔHXGPRT (Fig. 5A). O produto 

amplificado foi submetido ao sequenciamento e o resultado confirmou o truncamento de todos os 

clones (Fig. 5 B-E). O resultado do sequenciamento demonstra que apesar da inserção ter ocorrido 

no local correto, nas cepas RHΔKU80/GRA17Δ188-239/HA [Δα7-8] e RHΔKU80/GRA17Δ224-239/HA [Δα8] 

uma falha no braço esquerdo de homologia do construto (indicado pelo asterisco vermelho), 

provocou um deslocamento no quadro de leitura de HA (Fig. 5 C e D), por isso não foi possível 

detectar a expressão deste tag por IFA ou western blot. 

Para a confirmação das modificações na porção N-terminal foi utilizado, primeiramente, 

uma estratégia de PCR que consiste no uso de um conjunto de primers, que permitem diferenciar 

as cepas mutantes pelo tamanho da banda amplificada, quando comparadas a cepa parental (Fig.6 

A). O DNA genômico proveniente dos clones RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-69HA+ [Δα1-

2]; RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-87HA+[Δα1-3]; RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-

173HA+[Δα1-6] foram submetidos a reação da PCR utilizando os primers P10-F e P11-R; P10-F 

e P12-R; P10-F e P17-R, respectivamente. Posteriormente, O material amplificado por PCR foi 

submetido ao sequenciamento, que confirmou os truncamentos (Fig.6 B-D).  

Com intuito de avaliar a expressão da proteína GRA17 por western blot, utilizamos tanto 

as cepas contendo modificações na porção N-terminal quanto as cepas com truncamento na porção 

C-terminal para infectar células HFF. Após 24 horas de infecção, as amostras foram lisadas 

submetidas à técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida e transferidas para a membrana de 

PVDF. Após o bloqueio a membrana foi incubada com os anticorpos anti-HA (expressão de 

GRA17) e anti-GRA1 (controle).  Com exceção dos dois clones com comprometimento na pauto 

de leitura de HA, foi possível identificar a expressão das diferentes versões da proteína GRA17 

truncada, nos demais clones (Fig.7). É possível observar uma forte expressão da GRA17 nos clones 

com truncamento N-terminal (Δα1-2; Δα1-3), uma expressão moderada no clone com truncamento 

que abrange as porções N e C-terminal (Δα1-6) e uma fraca expressão no clone com truncamento 

C-terminal Δα6-8 (Fig.7). 
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Figura 5. Diagnóstico dos clones com truncamento C-terminal. (A) O DNA genômico dos 

clones RHΔKU80/GRA17Δ156-239/HA [Δα6-8]; RHΔKU80/GRA17Δ188-239/HA [Δα7-8]; 

RHΔKU80/GRA17Δ224-239/HA [Δα8]; RHΔKU80/GRA17HXGPRT+/GRA17HA Foi amplificado utilizando os 

primers P13-F e P13-R. (B-E) Os produtos amplificados foram submetidos ao sequenciamento do 

locus modificado.  (C) * Asterisco vermelho demonstra um nucleotídeo (T) antes da sequência 

codificadora de HA, o que provocou um deslocamento no quadro de leitura de HA.  (D) * Asterisco 

vermelho acusa a falta de um nucleotídeo para completar o códon, o que provocou um 

deslocamento no quadro de leitura de HA.   
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Figura 6. Diagnóstico dos clones com truncamento N-terminal. (A) O DNA genômico 

proveniente dos clones RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-69HA+ [Δα1-2]; 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-87HA+[Δα1-3]; RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-173HA+[Δα1-6] foram 

submetidos a reação da PCR utilizando os primers P10-F e P11-R; P10-F e P12-R; P10-F e P17-

R, respectivamente. Os produtos amplificados foram submetidos ao sequenciamento do locus 

modificado. 

 

 

45 pb homologia 

α-3SP

45 pb homologia B

45 pb homologia 

α-4SP

C 45 pb homologia 

45 pb homologia 

α-7SP

D 45 pb homologia 



 

71 
 

 

 

Figura 7. Expressão de GRA17-HA por Western blot. Células HFF plaqueadas em placas de 6 

poços foram infectadas com os clones indicado (MOI 3-5), por 24 horas.  As células contendo 

parasito intracelular foram lisadas e adicionadas ao gel de poliacrilamida 4-15%, pré-moldado. 

Após a separação, as proteínas foram transferidas para a membrana PVDF. A membrana foi 

incubada com os anticorpos primários [Rato anti-HA (1:500); camundongo anti-GRA1 (1/2000)] 

overnight, sob agitação. A membrana foi incubada com os anticorpos secundários [IgG de Cabra 

anti-rato - HRP (1:3000); IgG de cabra anti- camundongo - HRP (1/2000)], por 1 hora à temperatura 

ambiente. As bandas foram reveladas com o substrato ECL. 

 

4.5. O truncamento na porção N-terminal da GRA17 é mais deletério para o 

crescimento e viabilidade do parasito em comparação a porção C-terminal.  

O nível de expressão da GRA17 está diretamente relacionado com a viabilidade e a taxa de 

proliferação do parasito. Alta expressão de GRA17 aumenta significativamente a proliferação de 

taquizoítos, enquanto a deleção de GRA17 diminui a proliferação, provavelmente devido a 

diminuição do acesso ao conteúdo nutricional. Para testar o efeito do truncamento proteico na 

viabilidade (número de placas) e na taxa de crescimento do parasito (área das placas), células HFF 

foram plaqueadas em placas de 24 poços e infectadas com 100 taquizoítos dos clones 

RHΔKU80HXGPRT+/GRA17HA+ e RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ224-239HA+. Devido à baixa viabilidade dos 
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parasitos com truncamento N-terminal (RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-69HA+, 

RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-87HA+, RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ34-173HA+) ou com truncamento na 

porção C-terminal, que inclui α-hélice 6 (RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ156-239HA+) e 7 

(RHΔKU80/HXGPRT+/GRA17Δ188-239HA+), utilizamos 1000 taquizoítos para infecção de HFF, como uma 

estratégia compensatória. Após 5 dias de incubação o número e a área das placas foram 

mensurados. Apesar de termos utilizado em torno de 10x mais taquizoítos dos clones expressando 

GRA17 truncada, o número de placas formados são inferiores aos da cepa controle 

RHΔKU80HXGPRT+/GRA17HA+ (Fig. 8 A).  Os clones contendo truncamento N-terminal, apresentam 

uma diminuição na viabilidade, em torna de 25X inferiores ao controle. Além disso, os clones com 

truncamento N-terminal apresentaram uma diminuição na viabilidade de ~6X em relação aos 

clones com truncamento C-terminal e 3X inferiores, em relação a cepa ΔGRA17. Já o clone com 

truncamento no domínio α-8 não apresenta alteração na viabilidade (Fig. 8 A).  Quanto a taxa de 

proliferação, os clones com truncamento na porção N-terminal também apresentaram menor taxa 

de proliferação comparada a cepa controle e com truncamento C-terminal. Curiosamente, o clone 

Δα-8 possui maior taxa de crescimento do que o próprio parasito controle (Fig. 8 B). Este fato 

sugere que o domínio α-8 possa atuar como um domínio regulador da GRA17, uma vez que na sua 

ausência, a taxa de proliferação do parasito é aumentada, fenótipo que também é observado após a 

superexpressão da GRA17.  Em resumo, o quadro 1 apresenta as principais alterações observadas 

após o truncamento de diferentes domínios α-hélices da proteína GRA17.  
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Figura 8. Viabilidade e taxa de crescimento dos clones mutantes. Células HFF foram 

plaqueadas em placas de 24 poços e infectadas com 100 taquizoítos das cepas 

RHΔKU80HXGPRT+/GRA17HA+ (controle) e Δα-8 e com 1000 taquizoítos dos clones Δα7-8; Δα6-8; 

Δα1-2; Δα1-3 e Δα1-6. Todas as placas foram incubadas por 5 dias a 37°C e 5 % de CO2. As 

imagens foram capturadas por uma câmera digital (CoolSNAP EZ; Roper Scientific) conectada a 

um microscópio invertido de fluorescência eclipse Ti-S (Nikon) e o software NIS-Elements 

(Nikon) foi usada para realizar as análises. Resultados de 4 experimentos independentes. Os valores 

são expressos como média ± desvio padrão. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0.001. 

 

 

Quadro 1. Resumo das principais alterações observadas após o truncamento dos domínios α-

hélices da proteína GRA17. 

 

 

 

 

 

Cepa Presença de bolha Localização MVP

WT Não Sim

ΔGRA17 Sim Não

ΔA1-A2 Sim Parcial

ΔA1-A3 Sim Parcial

ΔA1-A6 Sim Não

ΔA6-A8 Sim Não

ΔA7-A8 Sim ?

ΔA8 Não ?

Crescimento 

++++

++

+

+

+

+++

+++

+++++
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5. Discussão 

Residir no interior de um vacúolo que não interage com outros componentes intracelulares 

do hospedeiro, pode oferecer a T. gondii uma certa proteção contra os mecanismos efetores do 

hospedeiro. No entanto, T. gondii depende da célula hospedeira para a aquisição de aminoácidos 

como triptofano e arginina, colesterol, purinas, entre outros nutrientes essenciais (COPPENS, 

2014). A MVP é uma interface física entre o parasito e a célula hospedeira, durante o seu 

crescimento intracelular, que dificulta o sequestro desses nutrientes. Para garantir a sua 

sobrevivência, o parasito precisava enfrentar as dificuldades impostas por essa barreira. T. gondii 

supera esse obstáculo secretando proteínas de grânulos densos e roptrias, que se associam a MVP, 

modulando a sua permeabilidade e permitindo o transporte de nutrientes, subprodutos metabólicos 

e moléculas efetoras.  

Estudos iniciais demonstrando que a MVP de T. gondii é seletivamente permeável, 

permitindo a difusão passiva de moléculas pequenas para o interior do VP, provavelmente através 

de poros na membrana do VP, levantaram as primeiras questões sobre os mecanismos de transporte 

através da membrana do VP (SCHWAB; BECKERS; JOINER, 1994). No entanto, a identidade 

molecular dos poros que conferem essa permeabilidade, permaneceu desconhecida até a 

identificação de GRA17. (GOLD et al., 2015). GRA17 é uma proteína secretada que se associa a 

MVP, muito provavelmente formando poros na membrana, que permitem o fluxo de moléculas 

pequenas através dessa membrana. O transporte de moléculas entre o citosol do hospedeiro e o VP 

desempenha um papel crítico no crescimento e sobrevivência de taquizoítos. Sua redução pode 

resultar na restrição de nutrientes ou incapacidade de eliminar subprodutos metabólicos tóxicos.  O 

papel da GRA17 nesse fluxo foi demonstrado por Gold e colaboradores, que baseados em 

experimentos de inclusão de corantes fluorescentes de tamanho definidos, reforçam a ideia de que 

a MVP de T. gondii é seletivamente permeável. A permeabilidade é drasticamente reduzida após a 

deleção da GRA17. Na ausência de GRA17, o VP apresenta uma dilatação exagerada que lhe 

confere o formato de uma bolha e instabilidade estrutural.  

A filmagem da proliferação de taquizoítos, in vitro, demonstra que durante o curso da 

infecção alguns desses vacúolos se rompem espontaneamente. Os taquizoítos ΔGRA17 diminuem 

o ritmo de proliferação, in vitro, e se tornam avirulentos, in vivo. A comprovação de que esses 
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efeitos são resultados da deleção de GRA17 provém do resgate de todos esses fenótipos, pela 

reintegração da GRA17 no parasito ΔGRA17 ou pela complementação da cepa Knockout com 

EXP2 de Plasmodium. Além disso, a superexpressão da GRA17, tanto na cepa do tipo I quanto na 

cepa do tipo II, aumenta a proliferação do parasito, sugerindo que os nutrientes captados pelo 

parasito via GRA17 pode ser um fator limitante para o crescimento normal do parasito (GOLD et 

al., 2015). No entanto, o mecanismo através do qual GRA17 medeia o transporte dessas moléculas 

é desconhecida. Experimentos de modelagem sugerem que esse transporte possa ser mediada pela 

formação de poros na MVP, semelhantes a oligomerização da hemolisina E, uma toxina em E. coli 

que forma poros na membrana da célula hospedeira ou similarmente às moléculas α-helicoidais 

formadoras de poros como as colicinas (PARKER; FEIL, 2005; DE KONING-WARD et al., 2009; 

DE KONING-WARD et al., 2016; HAKIMI; OLIAS; SIBLEY, 2017).  

Assim como muitas outras classes de proteínas formadoras de poros, a GRA17 possui uma 

alta predição de estruturas α-hélices na sua composição. A ausência de qualquer outro motivo que 

sugere algum papel funcional, indica que essas estruturas α-hélice possam atuar mediado a função 

proteica, no transporte de moléculas através da PVM. Neste trabalho, estabelecemos o modelo da 

estrutura secundária da GRA17, através da análise comparativa dos resultados preditos por três 

plataformas online (SOPMA, JPRED4 e PCI-SS0). Foram identificados 8 domínios α-hélices, os 

quais foram nomeados de α1- α8 (Fig. 2A, B). Com o objetivo de caracterizar funcionalmente esses 

domínios e determinar a sua participação na função proteica, utilizamos CRISPR/CAS9 para a 

truncamento dos mesmos, gerando assim clones expressando diferentes combinações da proteína 

GRA17 truncada (Fig. 3 A-I e Fig. 4 A-I).  Apesar da avaliação do envolvimento desses domínios 

na função proteica ser feita de forma indireta (ex: presença de vacúolos bolhas), ela é altamente 

fidedigna pois o fenótipo apenas é observado em situações na qual a GRA17 perde completamente 

a função. Nem mesmo as modificações gênicas, que resultam em baixa expressão de GRA17 ou 

na deleção de GRA23 (outra homóloga da EXP2 expressa em T. gondii), são capazes de 

desencadear o surgimento de vacúolos no formato de bolhas.  

Os clones contendo truncamento na porção C e N-terminal da GRA17 foram utilizados na 

infecção de células HFF e submetidos ao ensaio de IFA. Imagem oriundas da reação revelam que 

a truncação dos domínios C-terminal (Fig. 3H) e N-terminal (Fig. 4 B, E, H) interferem na 
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localização de GRA17. A proteína continua sendo expressa, mas perde a sua forte localização na 

MVP. Os resultados demonstram que a deficiência na localização é menos agravante nos dois 

clones que possuem apenas pequenas deleções na porção N-terminal (Fig. 4B e E). É possível 

identificar uma pequena co-localização entre a GRA17 e a GRA7 na MVP. Esse fenótipo é 

completamente perdido após o truncamento da porção C-terminal, ou de uma longa porção que 

abrange tanto domínios N-terminal, quanto uma parte da porção C-terminal (Fig. 3H e 4E). Os 

resultados sugerem um maior envolvimento do domínio C-terminal na ancoragem da proteína na 

MVP. Enquanto, o domínio N-terminal medeia o transporte através da membrana. Isso porque, 

apesar do truncamento N-terminal resultar em menor impacto na localização proteica, a viabilidade 

e a proliferação do parasito é seriamente afetada.   

Uma grande variedade de toxinas utiliza suas estruturas α-hélices para a formação de poros 

na membrana celular. Tomando como exemplo a colicina A, descobriu-se que a sua cadeia 

polipeptídica de 204 aminoácidos forma dez α-hélice, que são arranjados em uma estrutura de três 

camadas. Uma parte da estrutura (α-8 e α-9) são inseridas inteiramente na camada lipídica, 

enquanto outras se associam à superfície da membrana (PARKER et al., 1989; PARKER et al., 

1992; HOLM; SANDER, 1993). Esse modelo foi testado por várias abordagens experimentais, por 

exemplo, a introdução de pontes dissulfídicas entre as hélices 1 e 9, hélices 5 e 6 e hélices 9 e 10, 

respectivamente, produziram moléculas inativas, a menos que as pontes fossem quebradas por 

agente redutor (DUCHE et al., 1994).  

Os nossos dados seriam mais conclusivos se não tivéssemos comprometido a expressão da 

GRA17 nos clones Δα-8 e Δα-7-8.  Ademais, estudos adicionais serão necessários para determinar 

se o acúmulo da GRA17 no citoplasma do parasito observado nas imagens, é uma consequência na 

falha da exportação para a MVP ou uma deficiência na ancoragem da mesma, em consequência o 

parasito acaba sintetizando mais GRA17, que é observado no citoplasma do parasito.  

No entanto, independentemente da sua localização da GRA17, imagem do parasito vivo 

(Fig. 3F, I e Fig. 4C, F, I) demonstram que os domínios α1-7 são indispensáveis no desempenho 

da função da GRA17.  Os seus respectivos truncamentos resultam na instabilidade da MVP e 

surgimento de vacúolos bolhas, uma característica associada a deficiência no transporte de 

moléculas através da MVP, após a deleção de GRA17. Atualmente, trabalhamos para descobrir se 
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a função desses domínios é apenas estrutural (associação com a MVP e formação de poros) ou na 

interação com outras proteínas. Uma vez que, o nosso grupo identificou, através de ensaios de 

imunoprecipitação, que assim como EXP2, GRA17 também forma complexos proteicos associados 

a MVP (dado não apresentado).  Atualmente, estamos trabalhando na identificação dessas 

proteínas, para determinar se possuem componentes similaridade ao complexo de transporte de 

Plasmodium (PTEX), ou são formados por componentes diferentes.  Ademais, utilizaremos os 

clones gerados aqui para testar a habilidade de formação desses complexos macromoleculares na 

MVP. Esses resultados podem nos informar se os domínios α-hélice estão envolvidos, ou não, na 

formação desses complexos.  

GRA17 é ortóloga à EXP2 de Plasmodium e essas proteínas são conservadas apenas entre 

os membros do filo apicomplexa, que residem no interior do VP. Enquanto em Plasmodium EXP2 

atua no transporte de proteínas através da MVP e sua deleção é letal para o parasito, GRA17 parece 

não atuar no transporte de proteínas em T. gondii, mas no transporte de moléculas através da MVP 

(GOLD et al., 2015).  No entanto, o argumento utilizado para desconsiderar o envolvimento de 

GRA17 no transporte de proteína merece uma reconsideração. Gold e colaboradores, testaram 

apenas o transporte de duas proteínas (GRA16 e GRA24), que trafegam para o núcleo da célula 

hospedeira, modulando diferentes vias de sinalização.  

A escolha dessas proteínas reside no fato da localização nuclear das mesmas, aumentar com 

o decorrer da infecção, atingindo o pico máximo 20 horas após a infecção (BOUGDOUR et al., 

2013; BRAUN et al., 2013). Isso indica que essas proteínas são exportadas através da MVP, após 

a formação do VP, o que implica a necessidade de uma maquinaria especializada para a 

translocação através da MVP. Devido a homologia existente entre GRA17 e EXP2, os 

pesquisadores extrapolaram que a função seria a mesma. Como a deleção da GRA17 não alterou a 

migração dessas proteínas para o núcleo das células hospedeiras, foi concluído que a GRA17 não 

estaria envolvida no transporte de proteínas e sim, no transporte de moléculas através da MVP.  

Alguns fatores influenciaram a precipitação desses pesquisadores em descartar o 

envolvimento de GRA17 no transporte proteico. A primeira é que antes da identificação da GRA16 

e GRA24 se tinha uma ideia de que as proteínas de grânulos densos eram secretadas durante e após 

a invasão, mas possuíam uma ação local, na modulação do ambiente vacuolar (HAKIMI; 
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BOUGDOUR, 2015).  Com a descoberta da capacidade de translocação dessas proteínas para o 

núcleo hospedeiro, vinculada ao fato da existência de poucos estudos sobre o transporte através da 

MVP em T. gondii, idealizou-se a existência de um mecanismo universal de exportação, baseado 

no modelo básico visto em Plasmodium.  Porém, estudos subsequentes demonstraram que o 

mecanismo de transporte em T.gondii é mais diversificado, com a existência de  maquinarias de  

exportação especializadas para diferentes classes de carga proteica (HAKIMI; BOUGDOUR, 

2015; CURT-VARESANO et al., 2016; HAKIMI; OLIAS; SIBLEY, 2017).  

O transporte de GRA16 e 24 depende de uma maquinaria de transporte especializada, 

envolvendo a proteína MYR1.  Esta proteína secretada é clivada pela TgASP5 (um homólogo da 

plasmepsina 5 de Plasmodium) em duas porções estáveis que são encontradas no VP e na MVP.  

A MYR1 parece estar envolvida apenas no transporte de proteínas de grânulos densos que trafegam 

para o núcleo das células hospedeira. Na deficiente de MYR1, apenas a exportação de GRA16, 

GRA24 e TgIST são prejudicadas, ao passo que MAF1 e GRA15 não são afetadas (FRANCO et 

al., 2016). A análise filogenética revelou que nenhum homólogo de MYR1 foi detectado em 

Sarcocystis, Eimeria e Plasmodium se restringindo apenas ao subconjunto de coccídios formadores 

de cistos teciduais (FRANCO et al., 2016). Recentemente, foi demonstrado que MYR1 forma 

complexo com MYR2 e MYR3, e juntos medeiam o transporte de GRA16 e GRA24 para a células 

hospedeira (MARINO et al., 2018). Estes novos dados revelam a diversidade de mecanismos de 

exportação presente nesse filo. Portanto, a possibilidade da GRA17 estar envolvida no transporte 

de outras classes de proteínas não pode ser descartada sem a argumentação ou comprovação 

adequada. 

Para testar o envolvimento dos domínios α-hélices preditos para GRA17 na viabilidade e 

replicação do parasito, utilizamos o sistema CRISPR/CAS9 para a truncação dos domínios α-8 

(Δ224-239), α-7-8 (Δ188-239), e α-6-8 (Δ156-239) correspondentes a porção C-terminal e os 

domínios α-1-2 (Δ34-69); α-1-3 (Δ34-87); α-1-6 (Δ34-173) correspondentes a porção N-terminal. 

Os clones resultantes foram utilizados para a infecção de monocamadas de HFF em placas de 24 

poços, para a avaliação do número e da área das placas formadas. Utilizamos como controle do 

experimento, a cepa RHΔKU80HXGPRT+/GRA17HA+ que não possui nenhum comprometimento na 

sequência codificadora do gene.  Contrariando os demais fenótipos, o truncamento do domínio α-

8 aumenta significativamente a taxa de proliferação do parasito.  Esse resultado nos leva a crer que 
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o domínio α-8 possa atuar, de alguma forma, na regulação negativa da expressão de GRA17. Após 

a sua deleção a taxa de proliferação do parasito aumenta, da mesma forma que acontece com 

taquizoítos da cepa do tipo I e tipo II, que superexpressam GRA17. A superexpressão de GRA17 

nesses parasitos aumenta a taxa proliferação, o que implica que o excesso de GRA17 acelera o 

crescimento do parasito (GOLD et al., 2015).  

O truncamento dos demais domínios resulta numa redução drástica redução na taxa de 

proliferação parasitária, com destaque para os clones com truncação nos domínios N-terminal (Fig. 

8B). Os clones expressando GRA17 contendo o domínio N-terminal truncado apresentam uma 

deficiência na proliferação idêntica ao parasito com a deleção total da proteína GRA17. Esses 

clones proliferam em torno de 5X menos em comparação com cepa parental. Seguindo a mesma 

ideia de que a ação da GRA17 está diretamente relacionada a proliferação do parasito, 

provavelmente devido ao acesso nutricional, esses resultados demonstram que os domínios N-

terminal estão diretamente envolvidos na função transportadora da GRA17. Já nos clones com 

truncamento nos domínios C-terminal, o efeito na taxa de proliferação é reduzido em torno de 2X 

em comparação com a cepa controle.  

Quanto a viabilidade do parasito, o clone Δα-8 não apresenta nenhum comprometimento na 

taxa de sobrevivência, enquanto os demais clones apresentaram uma redução significativa na 

viabilidade (Fig. 8A). A viabilidade desses clones é tão baixa que para realização do ensaio de 

placa foi necessário utilizar 10X mais parasito (1000 parasitos/poço) do que o clone controle e Δα-

8 (100 parasitos/ poço). Os resultados demonstram uma redução em torno de 25X na viabilidade 

dos clones com truncamento N-terminal e ~4X nos clones com truncamento C-terminal, em relação 

ao controle. Curiosamente os clones com truncamento N-terminal apresentam uma redução na 

viabilidade de ~6X em relação aos clones com truncamento C-terminal e ~3X a cepa ΔGRA17.  

Esses resultados confirmam a importância da GRA17 na sobrevivência e proliferação do parasito 

e então de acordo com a nossa hipótese de que os domínios N-terminais estão diretamente 

envolvidos na função efetora da GRA17, enquanto a porção C-terminal talvez tenha uma função 

estrutural, mas indispensável para o funcionamento proteico.  Percebemos que, apesar do maior 

comprometimento das estruturas α- hélices da porção N-terminal, ambas (C e N-terminal) são 

indispensáveis na ação da GRA17.  
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O fato do truncamento N-terminal resultar em menor viabilidade que a deleção total da 

GRA17, pode estar associado com o mecanismo compensatório da ausência da GRA17. A análise 

do sequenciamento do genoma inteiro demonstra que na ausência de GRA17 existe um aumento 

no nível de expressão de GRA23. Apesar da ausência de GRA23, em cepas que expressam GRA17 

funcional, não resultar nos mesmos fenótipos da ausência da GRA17, a deleção das duas proteínas 

é letal para o parasito. Foi possível deletar GRA23 em uma cepa que expressa baixos níveis de 

GRA17, mas não em cepas com deleção total da GRA17. Além disso, a superexpressão de GRA23 

na cepa ΔGRA17 resgata parcialmente os fenótipos da deleção de GRA17, sugerindo que o GRA17 

e o GRA23 operam sinergicamente. Esses dados demonstram que GRA23 pode atuar como um 

mecanismo compensatório, mas insuficiente para resgatar o impacto da ausência da GRA17 

(GOLD et al., 2015). Nossos dados de reação de western blotting (Fig. 7) demonstram que, apesar 

da deficiência funcional da GRA17 nos clones com a porção N-terminal truncada, o nível de 

expressão da proteína é muito alto. A alta expressão da GRA17 nos clones pode atuar inibição os 

mecanismos compensatórios, como por exemplo o aumento da expressão de GRA23. É possível 

que a alta expressão da proteína GRA17 com defeito funcional seja capaz de inibir a expressão de 

GRA23, comprometendo a sobrevivência do parasito a um nível superior ao observado na cepa 

ΔGRA17, que devido à ausência total da GRA17 pode usufruir dos benefícios dos mecanismos 

compensatórios.  
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6. Tabela 1 

Código tese Nome Sequência Uso 

P1-F DHFR5’UTR_Sense CAGCACGAAACCTTGCATTCAAAC Gerar construto 

PCR1  

P1-R GRA2_3’UTR_ antisense TACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTTGA 

GACTACGACGAAAGTGATGCGC 

Gerar construto 

PCR1 

P2-F PCR2_GRA17_CTerm_F GCAGAAGGCCATGCAGGGCAAGCAGTA 

CCCATACGATGTT 

Adicionar tag-HA em 

GRA17 

P2-R PCR2_GRA17_CTerm_R ACCTCGCTCTGTGAGGGTGCGAACCCAGC 

ACGAAACCTTG 

Adicionar tag-HA em 

GRA17 

P3-F PB_GRA17_A1_Forward  AACTGCCCAACTCCTCCGTGTTGCCTACCC 

ATACGATGTT 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P3-R PB_GRA17_A1_reverse TCATATTTGTCAACGCTTCCACCTTCAGCA 

CGAAACCTTG 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P4-F PB_GRA17_A2_Forward  AAAAACTATGCGGAAGTCGCCAAGGTACC 

CATACGATGTT 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P4-R PB_GRA17_A2_reverse GCCAGATTTATGGAACAGCTGTTGCCAGCA 

CGAAACCTTG 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P5-F PB_GRA17_A3_Forward  CTTCGTGAAGGACGTCTGGCAACAGTACC 

CATACGATGTT 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P5-R PB_GRA17_A3_reverse GGTGTCGGATCATACTGCCAAACTTCAGC 

ACGAAACCTTG 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P6-F PB_GRA17_A4_Forward  TGAGGACCCATGGGCTGCACTGCATTACC 

CATACGATGTT 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P6-R PB_GRA17_A4_reverse CTTCGGGCTGCCTCTCAGAAGCGGCCAGC 

ACGAAACCTTG 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P7-F PB_GRA17_A5_Forward  TGAGGACCCATGGGCTGCACTGCATTACC 

CATACGATGTT 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P7-R PB_GRA17_A5_reverse TCTCCAGGTCCTTCAGCTTCGGGCTCAGC 

ACGAAACCTTG 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P8-F PB_GRA17_A6_Forward  TCCTCAAGCTGTACAACGAAGACCTTACC 

CATACGATGTT 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P8-R PB_GRA17_A6_reverse ATCTGCGGATCGTCGCCAGCTTCGACAGC 

ACGAAACCTTG 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 
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P9-F PB_GRA17_A7_Forward  ATCGAAGTGATGAAGGGCCGGACTTTACC 

CATACGATGTT 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P9-R PB_GRA17_A7_reverse GCTTGCCCTGCATGGCCTTCTGCTTCAGCA 

CGAAACCTTG 

Flanquear o 

construto ao locus 

GRA17 

P10-F TGGT1_065990 F CGGGCAGTTGCCCTTTCACGTTT GRA17- 5’UTR 

P11-R PB_GRA17_A2_NTER_R GGCGACTTCCGCATAGTTTTT Dentro de GRA17-α2 

P12-F PB_intra_A3_F  GTGAAGGACGTCTGGCAACAG Dentro de GRA17-α3 

P12-R PB_GRA17_A3_NTER_R CTGTTGCCAGACGTCCTTCA Dentro de GRA17-α3 

P13-F PB_GRA17_Sq_primerF GAACTGAGGCACTTCCTGTATG Dentro de GRA17-α4 

P13-R IntraHXGPRT antisense GATCCAGACGTCTTCAATGC Dentro de HXGPRT 

P14-R PB_GRA17_A4_NTER_R TGAACAACATGTTTTCCCAC Dentro de GRA17-α4 

P15-R PB_GRA17_A5_NTER_R CCACCACTCACGCAAATAGC Dentro de GRA17-α5 

P16-R PB_GRA17_A6_NTER_R TACAGCTTGAGGAGCGACTT Dentro de GRA17-α6 

P17-R PB_GRA17_A7_NTER_R  TTCATCACTTCGATGTGGGC Dentro de GRA17-α7 

P18-F GRA17_A1_NTER_gRNA1F  AAGTTGACGGGCAACACGGAGGAGTG Truncamento N-

terminal GRA17 

P18-R GRA17_A1_NTER_gRNA1

R  

AAAACACTCCTCCGTGTTGCCCGTCA Truncamento N-

terminal GRA17 

P19-F PB_GRA17_gRNA_A1_F AAGTTGTCGCCGCTGACGGCGATGGG Truncamento N-

terminal GRA17 

P19-R PB_GRA17_gRNA_A1_R AAAAC CCATCGCCGTCAGCGGCGAC-A Truncamento N-

terminal GRA17 

P20-F PB_GRA17_gRNA_A2_F AAGTT-GTCCTTCACGAAGAGCTCAA-G Truncamento N-

terminal GRA17 

P20-R PB_GRA17_gRNA_A2_R AAAAC-TTGAGCTCTTCGTGAAGGAC-A Truncamento N-

terminal GRA17 

P21-F PB_GRA17_gRNA_A3_F AAGTTGAACAACATGTTTTCCCACAG Truncamento N-

terminal GRA17 

P21-R PB_GRA17_gRNA_A3_R AAAACTGTGGGAAAACATGTTGTTCA Truncamento N-

terminal GRA17 

P22-F PB_GRA17_gRNA_A4_F AAGTTGGTCTTCGTTGTACAGCTTGG Truncamento N-

terminal GRA17 

P22-R PB_GRA17_gRNA_A4_R AAAACCAAGCTGTACAACGAAGACCA Truncamento N-

terminal GRA17 

P23-F PB_GRA17_gRNA_A5_F AAGTTGGTCTTCGTTGTACAGCTTGG Truncamento N-

terminal GRA17 

P23-R PB_GRA17_gRNA_A5_R AAAACCAAGCTGTACAACGAAGACCA Truncamento N-

terminal GRA17 

P24-F PB_GRA17_gRNA_A6_F AAGTTGAGAGGCAGCCCGAAGCTGAG Truncamento N-

terminal GRA17 

P24-R PB_GRA17_gRNA_A6_R AAAACTCAGCTTCGGGCTGCCTCTCA Truncamento N-

terminal GRA17 

P25-F PB_GRA17_gRNA_A7_F AAGTTGGACTTCTAACATGGTTCCTG Truncamento N-

terminal GRA17 
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P25-R PB_GRA17_gRNA_A7_R AAAACAGGAACCATGTTAGAAGTCCA Truncamento N-

terminal GRA17 

P26-F PB_GRA17_gRNA_3'UTR_

F 

AAGTTGAGGCGGTTCGCACCCTCACG Truncamento N-

terminal GRA17 

P26-R PB_GRA17_gRNA_3'UTR_

R 

AAAACGTGAGGGTGCGAACCGCCTCA Truncamento N-

terminal GRA17 

    

P27-F GRA17_A1_NTER_ 

DonorF 

TTGGGACTTCTCAGCGGAGA 

ACTGCCTAACTCCTCCGTGTT 

GCCCGCTGACGGCGATGGC 

GCCAAAAACTATGCGGAAGT 

CGCCAAGGTGG 

DNA de reparo N-

terminal  

P27-R GRA17_A1_NTER_ 

DonorR 

CCACCTTGGCGACTTCCGCA 

TAGTTTTTGGCGCCATCGCC 

GTCAGCGGGCAACACGGA 

GGAGTTAGGCAGTTCTCCG 

CTGAGAAGTCCCAA 

DNA de reparo N-

terminal 

P28-F GRA17_A2_NTER_ 

DonorF 

TTGGGACTTCTCAGCGGA 

GAACTGCCTAACTCCTCC 

GTGTTGCCCAGCACTCCTA 

TTGAGCTCTTCGTGAAGGA 

CGTCTGGCAACAGCTG 

DNA de reparo N-

terminal 

P28-R GRA17_A2_NTER_ 

DonorR 

CAGCTGTTGCCAGACGTC 

CTTCACGAAGAGCTCAA 

TAGGAGTGCTGGGCAACA 

CGGAGGAGTTAGGCAGTT 

CTCCGCTGAGAAGTCCCAA 

DNA de reparo N-

terminal 

P29-F GRA17_A3_NTER_ 

DonorF 

TTGGGACTTCTCAGCGGAG 

AACTGCCTAACTCCTCCGTG 

TTGCCCTCTGGCAAGCCTGT 

GTGGGAAAACATGTTGTTCA 

AGGTAAGTGCT 

DNA de reparo N-

terminal 

P29-R GRA17_A3_NTER_ 

DonorR 

AGCACTTACCTTGAACAA 

CATGTTTTCCCACACAGGC 

TTGCCAGAGGGCAACACG 

GAGGAGTTAGGCAGTTC 

TCCGCTGAGAAGTCCCAA 

DNA de reparo N-

terminal 

P30-F GRA17_A4_NTER_ 

DonorF 

TTGGGACTTCTCAGCGGAGAA 

CTGCCTAACTCCTCCGTGTTGC 

CCAACGAAGACCTAGAGCCGCTT 

CTGAGAGGCAGCCCGAAGCTGAAG 

DNA de reparo N-

terminal 

P30-R GRA17_A4_NTER_ 

DonorR 

CTTCAGCTTCGGGCTGCCTCTCA 

GAAGCGGCTCTAGGTCTTCGTTG 

GGCAACACGGAGGAGTTAGGCA 

GTTCTCCGCTGAGAAGTCCCAA 

DNA de reparo N-

terminal 
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Identificação de proteínas de T. gondii envolvidas na ativação do 

inflamassoma e controle da infeção em BMDMs de rato Lewis 
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1. Introdução  

A principal função do sistema imune é a manutenção da homeostase do organismo. O 

sistema imune deve ser capaz de detectar e reparar o dano ao tecido estéril, que ocorre após um 

trauma. Os patógenos invasores devem ser eliminados, enquanto a nossa microbiota deve ser 

tolerada. Os vertebrados desenvolveram dois sistemas complementares para detectar e eliminar 

patógenos. O sistema imune inato, composto por células e moléculas estrategicamente 

posicionadas que respondem imediatamente na defesa contra os agentes invasores. A resposta 

imune inata geralmente é suficiente para a eliminação do patógeno. No entanto, se os mecanismos 

da imunidade inata não forem suficientes para controlar a infecção, os mecanismos efetores da 

imunidade adaptativa são ativados. As principais células da imunidade adaptativa são os linfócitos 

T e B. Os receptores de antígenos destes linfócitos são gerados através de rearranjo gênico somático 

e hipermutação, que permite a geração de um repertório virtualmente infinito de receptores de 

antígenos. Então, o sistema imune adaptativo possui o potencial de reconhecer, de forma específica, 

qualquer tipo de microrganismo. Em contraste, a imunidade inata é caracterizada por sua 

capacidade de reconhecer uma ampla gama de patógenos, como vírus, bactérias e fungos, através 

de variedade limitada de receptores de linhagem germinativa denominados, receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs) (MEDZHITOV; JANEWAY, 2002; BRUBAKER et al., 2015; 

HUBER-LANG; LAMBRIS; WARD, 2018).  

Os PRRs são expressos por muitos tipos de células, incluindo macrófagos, monócitos, 

células dendríticas, neutrófilos e células epiteliais, e permitem a detecção precoce de patógenos 

diretamente no local da infecção. Esses receptores podem ser ativados, principalmente, por duas 

classes de moléculas. Padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs), que são moléculas 

simples e padrões regulares de estruturas celulares conservadas. Os PAMPs estão presentes em 

muitos microrganismos, mas não em células de mamíferos. Geralmente as estruturas reconhecidas 

pelos receptores inatos são vitais para a sobrevivência dos microrganismos. Isso garante que esses 

alvos não sejam descartados pelo microrganismo na tentativa de evadir ao reconhecimento pelo 

hospedeiro.   Exemplos desses padrões alvos da imunidade inata incluem, RNAs de fita dupla 

(cruciais para a replicação de muitos vírus), lipopolissacarídeo e ácido lipoteicoico, que são 

importantes componentes da parede celular de bactérias gram-negativas e gram-positivas, 

respectivamente. Outra classe de moléculas reconhecidas pelos PRRs são os padrões moleculares 
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associados a danos (DAMPs), que são moléculas endógenas produzidos ou liberados por células 

danificadas e que não deveriam estar presentes em tecidos saudáveis. Alguns exemplos de DAMPs 

são: Proteínas do grupo box1 de alta motilidade (HMGB1), proteínas S100, cristais de ácido úrico 

e metabólitos de purina como ATP extracelular (YIN et al., 2015; LISTON; MASTERS, 2017).  

A primeira classe de PRRs identificada foram os receptores semelhantes a toll (TLRs) e 

isso redefiniu a história da imunidade inata. Antes da descoberta dessa família de receptores 

transmembrânicos evolutivamente conservados, a imunidade inata era vista como uma parte não 

sofisticada do sistema imune, com a principal função, a ativação dos mecanismos sofisticados da 

imunidade adaptativa. A caracterização dos TLRs forneceu uma nova visão sobre os mecanismos 

de ação da imunidade inata e também estimulou pesquisas que levaram a descoberta de novas 

classes de receptores da imunidade inata. Um dos grandes achados nessa área foi a identificação 

de uma família de PRRs citosólico denominados NLRs (receptores semelhantes ao domínio de 

oligomerização de ligação a nucleotídeos -NOD). Os membros dessa família de receptores 

compartilham um domínio central NACHT (domínio de ligação de nucleotídeo, também conhecida 

como NOD) e uma região C-terminal contendo repetição rica em leucina (LRR). Já foram 

identificados 22 membros dessa família em humano e 34 é camundongos, que são divididos em 

quatro subfamílias, com base na porção N-terminal (requerida para a tradução de sinal) (TING et 

al., 2008; SCHRODER; TSCHOPP, 2010; BRYANT; MONIE, 2012). Os membros do grupo 

NLRP (também chamada de NALP) contêm um domínio pirina (PYD) na região N-terminal. Os 

membros do grupo NOD contêm domínios de ativação e recrutamento de caspases (CARD). Os 

membros do IPAF também contêm um domínio CARD, mas são distintos dos membros NOD. Os 

membros NAIP possuem três domínios BIR.  

As proteínas contendo CARD são capazes de ligar diretamente as caspases. Já as proteínas 

contendo PYD são incapazes de ligar as caspases diretamente e requerem uma proteína adaptadora, 

speck-like associada à apoptose contendo um CARD (ASC conhecido também como PYCARD), 

que contém tanto o domínio PYD quanto CARD (LATZ; XIAO; STUTZ, 2013; STEWART; 

COOKSON, 2016). Diferentes membros da família NLR, incluindo as proteínas contendo os 

domínios NACHT, LRR e PYD (NLRP-1, NLRP-3) e proteína contendo o domínio CARD 

(NLRC-4), atuam como sensores capazes de formar complexos macromoleculares conhecido como 

inflamassoma canônico. Além dos membros da família NLR, um membro da família de proteínas 



 

87 
 

PYHIN, ausente no melanoma 2 (AIM2) também é capaz de ativar o inflamassoma (ZAMBONI; 

LIMA-JUNIOR, 2015; BROZ; DIXIT, 2016). Esses sensores variam nos tipos de ligantes (DAMPs 

e PAMPs) que reconhecem e nos seus modos de ativação. Apesar das diferenças nos mecanismos 

de ativação, os sensores seguem o mesmo caminho geral. Após o reconhecimento de um ligante, 

os sensores oligomerizam em um complexo multiprotéicos, formando o inflamassoma 

(MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002). A pró-caspase-1 inativada é recrutada para este 

complexo, onde sofre a ativação proteolítica.  Após a sua ativação, a caspase-1 se torna apta a clivar 

dois de seus substratos, a pró-IL-1β e a pró-IL8. A pró-IL-18 é constitutivamente expressa nas 

células mieloides (PUREN; FANTUZZI; DINARELLO, 1999). Já a expressão de pró- IL-1β deve 

ser induzida através da ativação do fator de transcrição NF-kB. O LPS (um agonista do TLR4), é 

muito utilizado na indução de pró-IL-1β (etapa conhecida como priming) (GUO; CALLAWAY; 

TING, 2015). A clivagem dessas citocinas leva à sua ativação e liberação das células. A IL-1β está 

envolvida na inflamação local, recrutamento de neutrófilos para o local da infecção e a indução da 

produção de IFN-γ pelos neutrófilos e células natural killer (NK). A IL-18 estimula a produção de 

IFN-γ pelas células NK e células T (DINARELLO, 1996; VAN DE VEERDONK et al., 2011; 

ZAMBONI; LIMA-JUNIOR, 2015).  A ativação da caspase-1 também pode ser acompanhada por 

uma forma programada de morte celular, denominada piroptose (FINK; COOKSON, 2005).  A 

caspase-11 também desempenha um papel importante na defesa do hospedeiro. Essa caspase é 

ativada diretamente pelo reconhecimento de LPS citoplasmático (SHI et al., 2014). A ativação da 

caspase-11 também induz a piroptose. A piroptose é um tipo de morte celular, que resulta na ruptura 

da membrana plasmática e liberação do conteúdo intracelular pró-inflamatório, que atuam como 

DAMPs ativando as células vizinhas e impedindo a replicação de patógenos intracelulares 

(BERGSBAKEN; FINK; COOKSON, 2009; MIAO et al., 2010). As caspases-1/11 utilizam a 

gasdermina D como substrato para a indução de piroptose (KAYAGAKI et al., 2011; HE et al., 

2015; KAYAGAKI et al., 2015).  

1.1.Utilização de ratos como modelo de estudo para T. gondii.  

O modelo mais utilizado para o estudo de Toxoplasma é o camundongo. Este modelo é 

importante para a elucidação das vias envolvidas na interação patógeno-hospedeiro que ocorrem 

naturalmente, já que roedores são hospedeiros naturais. No entanto, para o estudo da toxoplasmose 

em humanos, este pode não ser o melhor modelo. Os seres humanos são hospedeiros acidentais e 
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a toxoplasmose geralmente é assintomática em indivíduos imunocompetentes. Ao contrário, 

camundongos imunocompetentes são relativamente susceptíveis a infecção, apresentando perda de 

peso, letargia e outros sintomas, durante a infecção aguda. Assim como os seres humanos, os ratos 

também são resistentes à infecção por T. gondii. Infecções com altas doses de cepas virulentas em 

camundongos, não resultam nos sintomas observados em camundongos e desencadeiam o 

desenvolvimento de uma infecção crônica e assintomática.  No entanto, existem níveis variados de 

resistência entre as linhagens de ratos. A infecção nos ratos da linhagem Fischer (CDF) e Brown 

Norway (BN) é caracterizada pela alta produção de anticorpos e desenvolvimento de cistos no 

cérebro e no tecido muscular (SERGENT et al., 2005; CAVAILLES et al., 2006). Já a linhagem 

Lewis representa um caso peculiar. A infecção de ratos Lewis com T. gondii resulta na total 

eliminação do parasito, sem desenvolvimento de uma resposta mediada por anticorpos e falha no 

desenvolvimento de cistos (SERGENT et al., 2005; CAVAILLES et al., 2006). Cirelli e 

colaboradores demonstraram que essa resistência é mediada pela ativação de NLRP1, com alta 

produção de IL-1β e IL-18 e indução piroptose. O rato Lewis expressa uma variante do gene 

NLRP1, que reconhece T. gondii e induz a lise de células infectadas, impedindo a replicação do 

parasito (CIRELLI et al., 2014). No entanto, os alvos envolvidos na ativação de NLRP1 não foram 

identificados. Neste trabalho, utilizamos um ensaio de mutagênese química para identificar três 

proteínas secretadas de grânulos densos TGGT1_226380 (GRA35), TGGT1_237015 e 

TGGT1_236870, que individualmente estão envolvidas na ativação de NLRP1 e indução de 

piroptose. A deleção dessas proteínas resulta na inibição da piroptose em BMDMs oriundas de rato 

Lewis.  Uma busca mais detalhada dos clones gerados pelo ensaio, revela que fatores adicionais 

podem estar envolvidos na indução de piroptose. A família da GRA35 é composta por três outras 

proteínas (TGGT1_225160, TGGT1_213067, TGGT1_257970). A deleção dessas proteínas não 

altera a capacidade de indução de piroptose em BMDMs, o que demonstra que estas proteínas não 

estão envolvidas na indução de piroptose.  
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2. Objetivos  

2.1. Objetivo geral  

Identificar fatores de T. gondii envolvidos na ativação de NLRP1 e indução de piroptose 

em BMDMs de rato Lewis.  

2.2. Objetivos específicos  

Utilizar o ensaio de mutagênese química para identificar clones que não induzem piroptose 

em BMDMs de Lewis. 

Determinar os genes candidatos envolvidos na ativação de NLRP1, através da triagem in 

silico, e sequenciamento do genoma. 

Deleção e complementação de GRA35, TGGT1_237015 e TGGT1_236870 para averiguar 

a capacidade de indução de piroptose em BMDMs.  

Busca por novos alvos envolvidos na indução de piroptose. 

Deleção de três proteínas membros da família GRA35 (TGGT1_225160, TGGT1_213067, 

TGGT1_257970) para determinar o seu envolvimento na indução de piroptose.  
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3. Materiais e métodos 

3.1. Diferenciação de Macrófagos derivados da medula óssea (BMDMs) 

Após a eutanásia, os ratos foram pulverizados com álcool 70% e os fêmures/tíbias foram 

obtidos e dissecados. Foi realizado um corte na articulação fêmoro-tibial, e na articulação coxo-

femoral, sem danificar as epífises e ossos foram transferidos para tubos de 15 ml com meio DMEM 

incompleto. Em uma câmara de fluxo laminar, os ossos foram colocados em álcool 70% por 1 

minuto e as epífises foram cortadas com o auxílio de tesoura e pinça estéreis. Os ossos foram 

lavados com o auxílio de uma seringa contendo meio RPMI 1640 incompleto e uma agulha de 26G 

de diâmetro. A suspensão celular obtida foi centrifugada e ressuspendida em meio de diferenciação 

composta por:  

- RPMI incompleto (50%)  

- Soro fetal bovinos (20%) 

- Meio condicionado de células L929, LCCM (30%). 

A suspensão celular foi distribuída igualmente em placas de Petri (volume final/placa = 9 

ml) e incubadas em estufa a 37ºC e 5% CO2. Quatro dias após a incubação, foi adicionado mais 9 

mL do mesmo meio de diferenciação/placa e as placas foram mantidas na estufa a 37º e 5% CO2 por 

mais 3-4 dias. No sétimo-oitavo dia, o sobrenadante das placas de Petri foi descartado e 5 mL de 

PBS estéril gelado foi adicionado em cada placa.As placas foram incubadas a 4ºC por 10-15 

minutos.  Os macrófagos foram então removidos (jatos utilizando P1000). Por fim as células foram 

centrifugadas a 500 x g por 10 minutos e o pellet obtido foi ressuspendido em meio RPMI 10%, 

contadas em câmara de Neubauer e plaqueadas em placas de cultura de 24/96 poços de fundo chato 

e aderente. 
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3.2. Ensaio de mutagênese química e seleção de clones incapazes de ativar o 

inflamassoma 

Taquizoítos da cepa RH/GFP intracelulares foram tratados com 40 µM de N-etil-N-

nitrosourea (ENU), 100 µM de Metanosulfonato de etilo (EMS) ou dimetilsulfóxido (DMSO), por 

4 horas. A cultura foi lavada 3X com PSB, as células hospedeiras foram lisadas e os parasitos foram 

utilizados para infectar novas células HFF. Para a seleção, BMDM derivados do rato Lewis foram 

infectados com a população parasitária (MOI 0.2-0.3), por duas horas.  Para a remoção de parasitos 

extracelulares a cultura foi lavada 3X com PSB. Foi adicionado ao meio de cultura 30mg/ml de 

sulfato de dextrano. Depois de 24 horas de infecção, os parasitos extracelulares foram removidos 

através de cinco lavagens com PBS.  Após a lise de células hospedeiras este processo foi repetido 

por 9X. Em seguida, a população foi clonada em placas de 96 poços, por diluição limitante. A 

cultura dos clones individuais foi lavada com PBS e filtradas (filtro Millipore 5 µm) para a remoção 

de células hospedeiras. O DNA genômico do parasito foi isolado utilizando o Kit Qiagen DNeasy 

Blood & Tissue Kit, seguidos as orientações do fabricante. O RNA dos clones foi isolado utilizando 

o kit Qiagen RNeasy Mini Kit. O sequenciamento realizado no Illumina HiSeq 2000 or MiSeq. Os 

Reds foram alinhados utilizando a cepa GT1 (v9.0) como genoma de referência. 

3.3. Geração de cepas knockout e complementação gênica  

O Knockout dos genes candidatos foi realizado usando CRISPR-CAS9. Resumidamente, 

os oligos utilizados como gRNA (tabela 1) para cada deleção, foram clonados no vetor pSS013, 

após a digestão com a enzima de restrição BsaI. Após a purificação, o plasmídeo expressando os 

gRNA foi transfectado, juntamente com o DNA de reparo (plasmídeo pLoxP-DHRF-mCherry ou 

pTKOatt linearizados) na cepa parental RHΔHXGPRT. Depois de 24 horas, a população foi 

selecionada com 10 μM de pirimetamina ou com M/X (50 μg/ml ácido micofenólico e 50 μg/ml 

xantina) e clonada por diluição limitante. A complementação dos genes deletados foi feito pela 

clonagem do gene e sua região promotora (~2000 pb que antecedem o códon de início) no vetor 

pENTER- TOPO (invitrogen) e posterior no plasmídeo pTKOatt. Antes da transfecçção o 

plasmídeo foi linearizado, utilizando uma enzima de restrição com um único sítio de corte. A 

confirmação das inserções foi feita por PCR e posterior sequenciamento.  
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3.4. Ensaio de viabilidade celular  

A taxa de indução de piroptose foi avaliada por um método colorimétrico, capaz de 

determinar a percentagem de células viáveis em cultura. BMDMs provenientes de ratos Lewis 

foram plaqueadas em placas de 96 poços por 24 horas e infectados com taquizoítos (MOI 0.5-3). 

Após 24 horas de infecção, as células foram incubadas com o composto de tetrazólio MTS (20 

μl/poço), por 2 horas a 37°C. As células viáveis são capazes de converter o substrato no produto 

formazano colorido, o que resulta na geração de um sinal proporcional ao número de células viáveis 

presentes. Já as células mortas perdem a capacidade de converter o substrato no produto. O corante 

formazan foi quantificado medindo a absorbância a 490 nm, no espectrofotômetro. 

3.5. Ensaio de placas  

As células HFF foram plaqueadas em placas de 24 poços e infectadas com 100 taquizoítos 

e incubadas por 5 dias a 37°C. As imagens foram capturadas por uma câmera digital (CoolSNAP 

EZ; Roper Scientific) conectada a um microscópio invertido de fluorescência eclipse Ti-S (Nikon) 

e o software NIS-Elements (Nikon) foi usada para determinar a área das placas.  

3.6. Análise estatística  

Para todos os cálculos estatísticos e confecção dos gráficos foi utilizado o software 

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Para determinar a normalidade 

das amostras foram utilizados os testes Kolmogorov-Smirnov com correção de Lilliefors, Shapiro-

Wilks e D'Agostino and Pearson omnibus. A diferença estatística entre os grupos foi analisada pelo 

teste paramétrico ANOVA. O teste de comparação múltipla de Bonferroni, foi utilizado para 

examinar comparações entre pares de grupos selecionados. Todos os resultados foram 

considerados significativos para um nível de p < 0,05 (*).  
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4.  Resultados 

4.1. Ensaio de mutagênese resulta em clones que falham na ativação do inflamassoma   

O nosso grupo de pesquisa demonstrou que a resistência do rato Lewis a infecção por T. 

gondii é mediada pela ativação de NLRP1 e indução rápida da morte da célula hospedeira por 

piroptose (CIRELLI et al., 2014). Com o intuito de identificar fatores de T. gondii envolvidos na 

ativação de NLRP1 e indução de piroptose, foi realizado um ensaio de mutagênese química, com 

o objetivo de enriquecer a população incapaz de induzir piroptose. Cinco populações diferentes de 

taquizoítos da cepa RH/GFP, tratadas com ENU e EMS, foram utilizadas na infecção de BMDS de 

rato Lewis por duas horas. Os parasitos extracelulares foram lavados e foi adicionado meio novo 

contendo sulfato de dextrano (SD). Este composto age como um competidor de glicano e impede 

a invasão de células hospedeiras por parasitos extracelulares. Os parasitos que não sofreram 

mutações nos genes que sintetizam fatores envolvidos na indução de piroptose, são liberados de 

células lisadas, e, no sobrenadante, são recobertos com o sulfato de dextrano, que impede a invasão 

de novas células. Já os parasitos que sofreram mutações em genes envolvidos na indução de 

piroptose, continuam replicando no interior de células hospedeiras. Depois de 24 horas, os parasitos 

extracelulares foram removidos através da lavagem com PBS e os parasitos intracelulares 

continuaram se replicando até a sua saída natural dos macrófagos (Fig. 1A). Após nove ciclos de 

seleção, foi feito a clonagem das populações e os clones individuais foram testados quanto a sua 

capacidade de indução de piroptose. Um total de onze clones com defeito na indução de piroptose 

foram sequenciados. O resultado do sequenciamento demonstrou que várias dos clones eram 

idênticos. No final escolhemos focar em três clones, em que pelo menos 75% dos BMDMs 

sobrevivem à infecção, em contraste com a cepa WT, em que apenas 25% das células hospedeiras 

sobrevivem (Fig. 1B). Como esperado, a sobrevivência da célula hospedeira foi correlacionada à 

capacidade do parasito se replicar no interior do macrófago. Após 24 horas de infecção, 80% dos 

macrófagos sobreviventes infectados com parasitos de tipo selvagem continham apenas parasitos 

isolados, em comparação com as células infectadas com os clones mutantes, em que apenas 25% 

das células infectadas continham parasitos únicos (Fig. 1 B- painel à direita).  
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Figura 1. Isolamento de clones incapazes de induzir piroptose. (A) representação esquemática 

do ensaio de mutagênese química. (B) BMDMs de rato Lewis foram infetados com os clones 

mutantes indicados (MOI-1), por 24 horas. A viabilidade dos macrófagos foi avaliada através do 

ensaio de viabilidade MTS. Os dados apresentados são a média de 7 experimentos independentes. 

Os valores são expressos como média, ± desvio padrão. **** p < 0.0001. No painel à direita, 

imagens representativas de BMDMs infectados (24 hrs) com a cepa WT e o clone mutante-3. 

4.2. Identificação de genes com mutação   

O resultado da análise do genoma identificou pelo menos cinco mutações não-sinônimas 

em cada clone. Com a lista dos genes com mutação, foi utilizando alguns critérios de exclusão para 

facilitar a identificação de genes envolvidos na indução de piroptose. O inflamassoma é formado 

no citoplasma da célula, então a proteína de T. gondii que ativa NLRP1 possivelmente é secretado 

e interage com o citoplasma do hospedeiro. Foi feito uma triagem na lista, selecionando apenas 

genes cujos produtos proteicos expressam um peptídeo sinal. A informação de que diferentes cepas 

de T. gondi (RH, GTI, PA7, ME49, CEP, VEG, CASTELLS, MAS, GUY-KOE, GUY-MAT, 

GPHT, CAST, P89, GUY-DOS, WTD3) são capazes de induzir piroptose em BMDMs de rato 

Lewis (CIRELLI et al., 2014), sugere que os alvos da NLRP1 são expressos nessas cepas. Foi feito 

uma busca dos genes expressos em todas essas cepas. Utilizando esses critérios a lista de genes 

candidatos foi drasticamente reduzida. A deleção da maioria dos genes candidatos não resultou em 

alterações na viabilidade da célula hospedeira. No entanto, a deleção individual (CRISPR/CAS9) 

de três genes, TGGT1_226380 (GRA35), TGGT1_237015 e TGGT1_236870, resulta na inibição 

significativa da morte da célula hospedeira, em comparação com a cepa WT (Fig. 2A). Para 

confirmar que mutações nestes genes são responsáveis pela falha na ativação do inflamassoma, nos 

clones resultantes do ensaio de mutagênese, foi realizada a complementação destes clones, com 

um alelo WT de cada gene. Adição de GRA35, TGGT1_237015 e TgGT1_236870 nos seus 

respectivos mutantes foi suficiente para restaurar a habilidade desses clones em induzir a morte da 

célula hospedeira (Fig. 2B).  
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Figura 2. Três genes são individualmente necessários para a indução de piroptose. (A) 

CRISPR/CAS9 foi utilizado para gerar parasitos knockout para GRA35 TgGT1_237015 e 
TgGT1_236870. BMDMs de rato Lewis foram infectados com os parasitos indicados e a 

viabilidade celular foi determinado por ensaio MTS. (B) Após a reposição (CRISPR/CAS9) de 

uma versão funcional dos genes GRA35, TgGT1_237015 e TgGT1_236870 nas cepas mutantes, 

estes foram utilizados para a infecção de BMDMs (MOI-1), por 24 horas e a viabilidade dos 

macrófagos foi avaliada através do ensaio MTS. Os dados apresentados são a média de 3 

experimentos independentes. Os valores são expressos como média, ± desvio padrão. **** p < 

0.0001.  

4.3. Uma triagem adicional revela que outros fatores do parasito podem estar 

envolvidos na ativação do inflamassoma e indução de piroptose  

Com o objetivo de averiguar se além da GRA35, TGGT1_237015 e TGGT1_236870 algum 

outro fator do parasito está envolvido na ativação de NLPR1 e indução de piroptose, 11 clones 

oriundos do ensaio de mutagênese com ENU e EMS, foram utilizados na infecção de BMDMs de 

rato Lewis. Todos os clones capazes de alterar de forma significativa a viabilidade celular, foram 

selecionados e as regiões codificadoras da GRA35, TGGT1_237015 e TGGT1_236870 foram 

amplificadas por PCR e sequenciadas. Com exceção do clone ENU 3.8, todos os demais clones 

apresentaram mutações em um destes três genes (Fig. 3). O fato de ENU 3.8 apresentar uma falha 

significativa na capacidade de induzir morte na célula hospedeira, mas não apresentar nenhuma 
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mutação nos genes GRA35, TGGT1_237015 e TGGT1_236870, sugere o envolvimento de outros 

fatores do parasito na ativação do inflamassoma.  

 

 

 

 

Figura 3. Triagem adicional de clones com deficiência na indução de piroptose.  BMDMs de 

rato Lewis foram infectados com 11 clones individuais provenientes do ensaio de mutagênese 

(MOI 0.5), por 24 horas. A viabilidade dos macrófagos foi avaliada através do ensaio MTS. Os 

dados apresentados são a média de 3 experimentos independentes. Os valores são expressos como 

média, ± desvio padrão. * p < 0.05; ** p < 0.01.  

 

4.4. Deleção de três outros membros da família GRA35 demonstra que estes não 

participam na indução de piroptose em BMDMs de rato Lewis 

A família GRA35 é composta por outras três proteínas (TGGT1_225160, TGGT1_213067, 

TGGT1_257970). Cogitamos que essas proteínas, assim como a GRA35, poderiam estar 

envolvidas na ativação do inflamassoma. Para testar esta hipótese, utilizando CRIPR/CAS9 para 

deletar os genes TGGT1_225160, TGGT1_213067, TGGT1_257970 na cepa RH. Os clones 

knockout resultantes foram utilizados na infecção de BMDMs de ratos Lewis. Após a deleção 
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individual de cada um desses genes, nenhuma alteração foi observada na indução de piroptose. Os 

clones RHΔTGGT1_225160, RHΔTGGT1_213067, RHΔTGGT1_257970 causaram a morte de ~ 

80% das células hospedeiras, enquanto mais de 80% das células hospedeiras permaneceram viáveis 

após a infecção com a cepa RHΔGRA35. Para testar se a deleção destes genes comprometeria a 

taxa de proliferação do parasito, células HFF (em placas de 24 poços) foram infectadas com 

taquizoítos knockout para cada um dos genes por 5 dias. Não há alteração na taxa de crescimento 

dos clones knockout em relação aos controles (WT e ΔGRA35) (Fig. 4 B).  O resultado demonstra 

que esses genes não estão envolvidos na proliferação do parasito, assim como GRA35, 

TGGT1_237015 e TGGT1_236870 (não apresentado).  

 

 

 

 

Figura 4. Os outros membros da família GRA35 não estão envolvidos na ativação do 

inflamassoma e na proliferação do parasito.  BMDMs de rato Lewis foram infectados com 

taquizoítos da cepa RH knockout para TGGTI_225160, TGGT1_213067 e TGGT1_257970 (MOI 

0.5), por 24 horas. A viabilidade dos macrófagos foi avaliada através do ensaio MTS. (B) Células 

HFF em placas de 24 poços foram infectados com os clones indicados, por 5 dias. As imagens 

foram capturadas por uma câmera digital (CoolSNAP EZ; Roper Scientific) conectada a um 

microscópio invertido de fluorescência eclipse Ti-S (Nikon) e o software NIS-Elements (Nikon) 

foi usada para realizar as análises. Os dados apresentados são a média de 3 experimentos 

independentes. Os valores são expressos como média, ± desvio padrão. *** p < 0.001.  
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5. Discussão  

A imunidade inata desempenha um papel crucial na proteção do hospedeiro contra 

patógenos. A ativação da resposta imune inata ocorre após o reconhecimento de patógenos, seus 

produtos ou sinais de danos induzido por eles durante a infecção, através de receptores como TLR 

e NLR (BRUBAKER et al., 2015; STEWART; COOKSON, 2016).  T. gondii é capaz de ativar a 

resposta imune inata em uma grande variedade de espécies de vertebrados. Em camundongos a 

resistência contra a infecção causada por esse parasito é dependente da proteína adaptadora 

MyD88, que é necessária para a indução de citocinas pró-inflamatórias como IL-12, IFN-γ. Essas 

citocinas ativam diferentes vias efetoras, incluindo IRGs, GBPs e produção de NO que culminam 

na eliminação do parasito (YAROVINSKY, 2014; SASAI; PRADIPTA; YAMAMOTO, 2018).  

Os macrófagos são células que desempenham um papel fundamental no controle de 

infecções por patógenos intracelulares. Esta linhagem celular é ativada quando os seus receptores 

detectam a presença de produtos microbianos, no compartimento extracelular ou intracelular. No 

caso da ativação dos receptores citosólicos NLR, o complexo multiprotéico inflamassoma é 

formado recrutando e ativando a caspase-1/11.  A ativação da caspase-1 é tipicamente associada 

com a morte rápida de macrófagos, através de um processo conhecido como piroptose. A ativação 

da Caspase-1 também é associada a clivagem da pró-IL-1β e pró-IL8 e com a liberação dessas 

citocinas ativadas. IL-1β e IL8 estão envolvidas na inflamação local e na produção de IFN-γ 

(LAMKANFI; DIXIT, 2012; JHA; BRICKEY; TING, 2017).  

O inflamassoma é geralmente formado por três principais componentes, uma caspase-1/11 

inflamatória, uma molécula adaptadora (como ASC) e uma proteína sensor (como NLRP1, NLRP3, 

NLRP12, NAIP1, NAIP2, NAIP5 ou AIM2). O sensor determina a especificidade do 

inflamassoma, através da interação com produtos de patógenos e sinais de estresse celular 

(ZAMBONI; LIMA-JUNIOR, 2015). A proteína NLRP3 está envolvida no reconhecimento de 

uma variedade de molécula incluindo RNA bacteriano, DNA viral, cristais de ácido úrico, 

nigericina entre outros DAMPs e PAMPs (JO et al., 2016; STEWART; COOKSON, 2016). Em 

contraste, para a proteína NLRP1 só foram relatados dois produtos, toxina letal do antrax 

(BOYDEN; DIETRICH, 2006) e muramildipeptídeo bacteriano (FAUSTIN et al., 2007).  
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O primeiro relato do envolvimento de NLRP1 na infecção por T. gondii veio de estudos 

demonstrando o envolvimento desse sensor na susceptibilidade a toxoplasmose congênita 

(WITOLA et al., 2011). Estudos subsequentes demonstraram que o rato Lewis é completamente 

resistente à infecção por T. gondii, independentemente da cepa, dose e via de infecção e essa 

resistência foi mapeada para um único locus no cromossomo 10, denominada Toxo1 (KEMPF et 

al., 1999; SERGENT et al., 2005; CAVAILLES et al., 2006). Este locus possui aproximadamente 

250 genes anotados incluindo o gene NLRP1 que codifica a proteína NLRP1. Em 2014, Cirelli e 

colaboradores utilizaram diferentes métodos para demonstrar que esta resistência é mediada pela 

ativação do sensor NLRP1, que estimula a produção de IL-1β e IL-18 e induz a morte de células 

hospedeiras por piroptose (CIRELLI et al., 2014). No entanto, os fatores do parasito envolvidos na 

ativação de NLRP1 não foram identificados.  

Neste trabalho, foi utilizado um ensaio de mutagênese química, que introduz mutações 

aleatórias no genoma para isolar clones de T. gondii que falham na indução de piroptose em 

BMDMs de rato Lewis (Fig 1A, B). Os clones isolados foram submetidos ao sequenciamento do 

genoma inteiro e com o auxílio de abordagens de busca in silico, fomos capazes de identificar três 

proteínas de granulo denso envolvidas na indução de piroptose em BMDMs (Fig. 2A, B). A deleção 

individual dessas proteínas é suficiente para reduzir de forma significante a piroptose, o que apoia 

um modelo de atuação em complexo.  

O mecanismo pelo qual GRA35, TgGT1_237015 e TgGT1_236870 coordenam a ativação 

de NLRP1 é desconhecido. Estas proteínas podem interagir diretamente com NLRP1 ou podem 

facilitar o reconhecimento de outros fatores do parasito. Uma outra opção é que essas proteínas 

possam modificar alguma proteína específica de rato, que é reconhecida por NLRP1, de forma 

similar ao reconhecimento do complexo NAIP5/NAIP6/flagelina, por NLRC4 (KOFOED; 

VANCE, 2011; ZHAO et al., 2011; ZHAO; SHAO, 2015). A expressão de NLRP1 e caspase-1 em 

fibroblasto humano, ou macrófagos de camundongos que expressam apenas NLRP1 de rato Lewis, 

falham na indução de piroptose quando infectados com T. gondii, sugerindo que fatores adicionais 

são necessários para a ativação do inflamassoma (CIRELLI et al., 2014).  

Para avaliar se além de GRA35, TgGT1_237015 e TgGT1_236870 outras proteínas de T. 

gondii estão envolvidas na ativação do inflamassoma e indução de piroptose, infectamos BMDMs 
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de Lewis com 11 clones diferentes, oriundos do ensaio de mutagênese química. Fizemos o 

sequenciamento da região codificadora da GRA35, TGGT1_237015 e TGGT1_236870 nos clones 

com falha na indução de piroptose (Fig. 3), para averiguar se mutações nesses genes são 

responsáveis pela falha na morte das células hospedeiras. Surpreendentemente um dos clones 

(ENU 3.8) com falha na indução de piroptose não apresentou nenhuma mutação nesses três genes. 

O resultado sugere que outros fatores de T. gondii, além da GRA35, TGGT1_237015 e 

TGGT1_236870 estão envolvidas na ativação do inflamassoma.  

A família GRA35 é composta por outras três proteínas (TGGT1_225160, TGGT1_213067, 

TGGT1_257970) e nós cogitamos que essas proteínas, assim como a GRA35, poderiam estar 

envolvidas na ativação do inflamassoma. Para testar essa hipótese, utilizando CRIPR/CAS9 para 

deletar TGGT1_225160, TGGT1_213067, TGGT1_257970 na cepa RH. Os clones knockout 

resultantes foram utilizados na infecção de BMDMs de Lewis. Nós observamos que após a deleção 

individual de cada um dos genes citados, nenhuma alteração foi detectada na indução de piroptose. 

Os clones RHΔTGGT1_225160, RHΔTGGT1_213067, RHΔTGGT1_257970 causaram a morte 

de ~ 80% das células hospedeiras, enquanto mais de 80% das células hospedeiras permaneceram 

viáveis após a infecção com a cepa RHΔGRA35 (Fig. 4A). Esse resultado descarta qualquer 

possibilidade de envolvimento de TGGT1_225160, TGGT1_213067, TGGT1_257970 na ativação 

do inflamassoma.  

Em resumo, neste trabalho estabelecemos que GRA35, TGGT1_237015 e TGGT1_236870 

são necessárias para ativação de NLRP1 por T. gondi e indução de piroptose em BMDM de rato 

Lewis. Nós agora trabalhamos para elucidar os mecanismos de interação entre NLRP1 e estas 

proteínas, bem como na identificação de outros fatores envolvidos nesta via.  
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6. Conclusão Geral:  

Em conclusão, demonstramos que as proteínas de grânulos densos são essenciais para a 

sobrevivência no interior do vacúolo parasitóforo e no reconhecimento e eliminação do parasito 

pelos mecanismos sensoriais e efetores do hospedeiro. Os dados do truncamento dos domínios α-

hélices da GRA17, utilizando CRISPR/CAS9, revelam que com exceção de α-8, todas as estruturas 

α-hélices da GRA17 são importantes para função da proteína, estabilidade do VP e viabilidade do 

parasito. Além disso, identificamos três novas proteínas de grânulos densos de T. gondii (GRA35, 

TGGT1_237015 e TGGT1_236870) que atuam como agonistas do sensor inato NLRP1 do 

hospedeiro e mediam a ativação do inflamassoma e indução de piroptose, em BMDM de rato 

Lewis. 
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