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RESUMO

Toxoplasma gondii € capaz de infectar praticamente todos os tipos de células
nucleadas. Isto sugere que O parasito pode ligar-se a receptores ubiqiiitariamente distribuidos.
O objetivo deste estudo foi identificar proteinas ligantes de heparina envolvidas na adesio de
T. gondii as células hospedeiras, uma vez que, moléculas heparina/heparan sulfato, integrantes
da matriz extracelular, séo possiveis receptores para 0 parasito. Taquizoitas da cepa RH,
obtidos de exsudato peritoneal de camundongos infectados ou de células HFF, foram lisados
com Triton X-100 a 1%, a 37°C, ¢ a fracdio soluvel resultante foi submetida a cromatografia
de afinidade em coluna de heparina. Os ligantes de heparina foram eluidos com NaCl e
analisados por SDS-PAGE, revelando proteinas com pesos moleculares entre 5kDa e 100kDa.
Um polipeptidio de aproximadamente 5kDa sofreu seqiienciamento N-terminal, revelando
100% de homologia com calgranulina A de camundongo, uma proteina ligante de calcio. Esta
proteina ndo foi dissociada quando os parasitos foram lavados com NaCl a 1.0M antes da lise,
sugerindo estabilidade na ligagdo & superficie do parasito. Nossos resultados indicam que
taquizoitas de T. gondii podem adsorver proteinas ligantes de heparina do hospedeiro, tais

como calgranulina A, que potencialmente poderiam participar dos eventos de adesdio ¢

invasdo parasitaria.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, heparina, adesio, invaso, calgranulina A.




ABSTRACT

Toxoplasma gondii is able to invade virtually any nucleated cell, suggesting that this
parasite may bind through a ubiquitous receptor. The aim of this study was to identify
heparin-binding proteins involved in 7. gondii adhesion to host cells, since heparin/heparan
sulfate proteoglycans are putative receptors for the parasite. Tachyzoites from RI strain
collected from mouse peritoneal exudate or HFF cells were extracted with 1% Triton-X-100
at 37°C and the soluble fraction was applied onto a heparin affinity column. Heparin ligands
were eluted with NaCl and resolved by SDS-PAGE. Proteins ranging in weight from 5-
100kDa were identified and blotted onto a PVDF membrane. A polypeptide of approximately
5kDa was N-terminal sequenced, revealing 100% homology with mouse calgranulin A, a
calcium-binding protein. This protein was not dislocated when parasites were washed with
IM NaCl before lysis, indicating a stable binding to the parasite surface. Our results
demonstrated that 7. gondii tachyzoites might adsorb host heparin-binding proteins,
suggesting that the parasite may utilize such proteins, like calgranulin A, to facilitate adhesion

and invasion of the host cells.

Key-words: Toxoplasma gondii, heparin, adhesion, invasion, calgranulin A.
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1.1 Toxoplasma gondii

1.1.1 Aspectos gerais

Toxoplasma gondii (T. gondii) é um parasito intracelular obrigatério, descoberto no
Brasil, por Splendore (1908), em coelhos de laboratério e, na Tunisia, por Nicolle e
Manceaux (1909), no roedor Ctenodactylus gondi.

O parasito pertence ao reino Protista, sub-reino Protozoa, filo Apicomplexa, classe
Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiida, subordem Eimeriina, familia
Sarcocystidae e género Toxoplasma (REY, 1991). O nome do género ¢ derivado das palavras
gregas “toxon” (arco) € “plasma” (forma), em referéncia a forma de arco ou crescente em que
o parasito ¢ mais comumente observado, ¢ o nome da espécie vem do roedor no qual ele foi
encontrado.

T. gondii tem ampla distribui¢fio geografica e é um dos parasitos mais comuns do
homem e de outros vertebrados, inclusive aves/ Estima-se que a taxa de infec¢do humana
varia entre 15% e 85%, dependendo do pais (CLEARY et al., 2002). A primeira descri¢do da
infecgdo na espécie humana foi feita em 1923, na entdo Tchecoslovaquia, quando Janku
documentou a presenga de parasitos em cortes do globo ocular de uma crianca, falecida aos
11 meses, que apresentava hidrocefalia e cegueira (AMATO NETO ef al., 1982).

A toxoplasmose, infec¢do causada por Toxoplasma gondii, geralmente ¢ assintomatica
e evolui para a fase cronica sem complicagdes significativas. A grande importincia desta
parasitose deve-se a possibilidade de causar defeitos congénitos e abortos, € por ser uma das
causas mais freqlientes de infeccdo oportunista em individuos imunodeprimidos (LUFT e

REMINGTON, 1992; FERREIRA e BORGES, 2002).




1.1.2 Morfologia

Assim como outros membros do filo Apicomplexa, 7. gondii se caracteriza por possuir
uma regifio apical especializada, rica em organelas associadas ao processo de invasdo da
célula hospedeira (MORRISSETTE et al., 1994). As formas taquizoita, bradizoita e
esporozoita sdo haploides, infectantes e morfologicamente semelhantes (BOOTHROYD et
al., 1998; DUBEY, LINDSAY e SPEER, 1998).

Os taquizoitas geralmente apresentam a forma crescente, com aproximadamente 2pum
X Oupm, tendo a extremidade anterior afilada e a posterior arredondada (Figura 1).
Ultraestruturalmente observa-se uma pelicula, anéis apicais (ou preconoidais), anéis polares,
conbide, roptrias, micronemas, microporos, mitocondria, microtubulos subpeliculares, reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi, ribosomos, nicleo, granulos densos, apicoplasto, poro

posterior ¢ granulos de amilopectina, que podem estar ou néo presentes (DUBEY, LINDSAY

e SPEER, 1998).

Anéis apicais 1e 2 b

Figura 1.
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Representagdio esquematica de um taquizoita de Toxoplasma gondii (a) e do complexo




A pelicula é composta pela membrana plasmatica e pelo complexo da membrana
interna (CMI) formado por duas membranas muito proximas, que sdo descontinuas acima dos
anéis polares e nas regides do microporo e do poro posterior (DUBEY, LINDSAY e SPEER,
1998). Dois anéis preconoidais estdo localizados na extremidade anterior da célula ¢
circundam o topo do condide; estrutura semelhante a um tubo, constituido de 14 subunidades
em diagonal (NICHOLS ¢ CHIAPPINO, 1987). O anel polar anterior ¢ um espessamento do
CMI que cerca o condide (DUBEY, LINDSAY e SPEER, 1998). Abaixo do condide, o anel
polar posterior atua como um centro organizador de microtabulos, ancorando 22 microttbulos
subpeliculares, que percorrem, em espiral, aproximadamente dois tergos do corpo do parasito

;
alinhados na mesma orientacio das subunidades do condide (sentido anti-hordrio). Dois
microtabulos internos, estreitamente associados partem do anel preconoidal anterior e
atravessam o interior do condide, terminando um pouco abaixo do mesmo (NICHOLS e
CHIAPPINO, 1987).

Micronemas, roptrias e granulos densos sdo organelas secretoras. Micronemas tém
estrutura semelhante a hastes e se localizam principalmente na parte anterior do parasito. As
roptrias, 8 a 10 organelas em forma de clava, estdio entre a extremidade anterior e o nucleo, e
arte que fica no interior do conoide. Ja os granulos densos,

mostram um estreitamento na p

estruturas esféricas, apresentam-se mais dispersos pelo corpo do taquizoita (DUBLEY

LINDSAY e SPEER, 1998).

1.1.3 Ciclo bioldgico

O ciclo bioldgico de T. gondii inclui duas fases, uma assexuada, que ocorre tanto no

hospedeiro definitivo quanto no intermediario, e outra sexuada, que acontece somente no
intestino dos hospedeiros  definitivos (FRENKEL, DUBEY e MILLER, 1970). Os

hospedeiros definitivos do parasito sdo o gato e outros felideos, enquanto os hospedeiros




intermediarios incluem o homem ¢ outros mamiferos, além de diferentes espécies de aves. O

parasito possui um ciclo vital complexo, com trés formas principais: taquizoitas, bradizoitas e

esporozoitas (Figura 2).

() Hospedeiro definitivo (b) Ambiente externo

(c) Hospedeiro intermediério

Fase cronica

Figura 2. Ciclo biologico de T oxoplasma gondii (Fonte: Ferguson, 2002)

Os taquizoitas e bradizoitas sio encontrados nas células de diferentes tecidos dos

hospedeiros intermediarios e definitivos. Os esporozoitas sdo encontrados dentro de oocistos

maduros, no meio ambiente, apos terem sido eliminados, na forma imatura, juntamente com

as fezes de hospedeiros definitivos (FRENKEL, DUBEY e MILLER, 1970).

A forma taquizoita, cuja denominagio vem da palavra grega “tachos” (rapido), replica

rapidamente ¢ estd relacionada principalmente com a disseminag¢do da infec¢lio para




diferentes tecidos do mesmo hospedeiro. A forma cistica, bradizoita, de replicagdo lenta
(“brady” = lento), estd mais relacionada com a propagagdo da infecgdo entre diferentes
hospedeiros ¢ com episodios de agudizagio da toxoplasmose em individuos cronicamente
infectados ¢ imunodeprimidos (BERTOLI et al., 1995; DUBEY, 1998a; SUZUKI, 2002).

A fase assexuada ocorre quando cistos teciduais ou oocistos maduros sdo ingeridos e
se rompem durante a passagem pelo trato digestivo, liberando bradizoitas e esporozoitas,
respectivamente. Estas formas penetram no epitélio intestinal e se diferenciam em taquizoitas,
que se multiplicam rapidamente por endodiogenia, dentro do vactolo parasitoforo formado
nas células infectadas. Quando as células se rompem, 0S taquizoitas liberados invadem novas
células com grande rapidez, disseminando a infecgdo pelo organismo (BLACK e
BOOTHROYD, 2000). Nesta ctapa proliferativa, que caracteriza a fase aguda da infeccdo e
ocorre nos primeiros 8 a 12 dias, os taquizoitas podem alcangar o sistema nervoso central
(SNC) e também atravessar a placenta (CARRUTHERS, 2002). As taxas de invasdo e de
multiplicagdo dos taquizoitas dependem da cepa de T. gondii, da célula infectada e do estado
imunologico do paciente (HOWE e SIBLEY, 1995; APPLEFORD e SMITH, 1997;
JOHNSON, 1997; BARRAGAN e SIBLEY, 2002; JOHNSON er al., 2002). A resposta
imune induz a diferenciacéo dos taquizoitas em bradizoitas que vio formar cistos teciduais e
cronica da infeccio. Estes cistos se localizam predominantemente no

marca o inicio da fase

SNC e no tecido muscular, onde podem permanccer por toda a vida do hospedeiro
(CARRUTHERS, 2002).

Quando sdo ingeridas formas taquizoitas, as que penetram pela mucosa oral podem ter
a mesma evolugdo dos bradizoitas € esporozoitas (DUBEY, 1998b; TENTER, HECKEROTH

e WEISS, 2000). 7. gondii ¢ capaz de se reproduzir e disseminar indefinidamente na natureza,

através do ciclo assexuado, circulando pela cadeia alimentar (BOOTHROYD e GRIGG,

2002).



O ciclo sexuado tem inicio quando um felideo suscetivel ingere cistos teciduais
contendo bradizoitas, oocistos maduros do solo ou taquizoitas. Depois que uma dessas formas
infgctantes, penetra no epitélio intestinal e ocorre multiplicagdo por merogonia. Formam-se
merozoitas que, ac romperem a célula, penetram em novas células, onde se transformam em
microgametas flagelados ou macrogametas. Os microgametas saem € s¢ fundem com
macrogametas produzindo zigotos. Estes evoluem para oocistos com a formagdo de uma
parede dupla ¢, ap6s o rompimento da célula, sfo eliminados ainda imaturos juntamente com
as fezes. Aproximadamente quatro dias depois de estarem no ambiente externo ocorre a
esporulagiio ¢ 0 oocisto passa a apresentar dois esporocistos com quatro esporozoitas cada.

Estas formas sio altamente infectantes € podem permanecer Vidveis por um ano ou mais no

meio ambiente (NEVES ef al., 2000).

1.1.4 Transmissdo e aspectos clinicos

A infecgdo pelo Toxoplasma gondii pode ser congénita ou adquirida. Na maioria das
vezes ¢ assintomdtica e ndo deixa seqiielas. A toxoplasmose congénita ocorre quando a
mulher adquire a infeccdo durante a gravidez. Quanto mais precocemente a gestante for
infectada, mais graves as seqiielas, quando ocorre transmissdo congénita. A medida que a
gestagdio transcorre, apesar de aumentar a probabilidade de passagem transplacentaria, a
gravidade das seqiiclas diminui. Mesmo que a mie ndo tenha sintomas clinicos, pode haver
uma parasitemia e lesoes focais na placenta, que podem levar a infecgo do feto. Quando ndo
é fatal, o quadro clinico pode apresentar desde uma ligeira diminui¢do da visdo até a completa
tétrade de sinais: retinocoroidite, hidrocefalia, perturbagdes neurologicas e calcificagio
intracerebral. A seqliela mais comum da toxoplasmose congénita € a doenga ocular

(DESMONTS e COUVREUR, 1974). A infec¢dio também pode ficar latente por anos e

emergir na segunda ou terceira década de vida do individuo, causando severa retinocoroidite.



Esta manifestacdo pode ocorrer igualmente como conseqiiéncia de infecgdio aguda pos-natal
(HOLLAND, 1999; ROBERTS e McLEOD, 1999; GILBERT e STANFORD, 2000).

A infecgdo adquirida apos o nascimento geralmente ¢ devida a ingestdo de cistos
teciduais em carne crua ou mal cozida ou pela ingestdo acidental de alimentos e dgua
contaminados com oocistos de fezes de felinos infectados. A ingestdo de leite ndo
pasteurizado e a negligéncia com 0s cuidados de higiene podem influenciar a aquisi¢do de
toxoplasmose (JOHNSON, 1997; COOK et al., 2000; TENTER, HECKEROTH e WEISS,
2000). A toxoplasmose também pode ser transmitida através de transfusdo de sangue e de
transplante de orgdos (TENTER, HECKEROTH e WEISS, 2000; HILL ¢ DUBEY, 2002). As
manifestagdes clinicas mais comuns séo: linfadenopatia, febre, cefaléia, além de mialgia,
rigidez de nuca, exantema cutineo, dor de ouvido, anorexia, dor de garganta, artralgia,
confusio mental. nausea, dor nos olhos e dor abdominal (HILL e DUBEY, 2002).

Apbs a infecgfio provocada por qualquer uma das formas infectantes, taquizoitas
multiplicam-se em uma variedade de células, diferenciam-se em bradizoitas e formam cistos
teciduais em varios orgdos, especialmente no cérebro, no coragéio e no musculo esquelético,
iniciando a fase cronica da infeccdo, o periodo latente (SUZUKI, 2002). A diferenciacéo de
taquizoitas em bradizoitas esta relacionada com o inicio da imunidade protetora. Os
bradizoitas permanecem na célula, dentro do vacuolo parasitéforo que se converte em um
cisto, protegidos do sistema imune. Estes cistos teciduais podem persistir por toda a vida do
hospedeiro, sem causar nenhum transtorno (GROSS er al., 1996). Acredita-se que,
ocasionalmente, estes cistos se rompem € os bradizoitas liberados sdo rapidamente eliminados
pelo sistema imune de hospedeiros imunocompetentes (LUFT ¢ REMINGTON, 1992;
BERTOLI et al., 1995).

Em individuos imunodeprimidos, especialmente naqueles com imunidade celular

deficiente, os bradizoitas liberados de cistos teciduais diferenciam-se em taquizoitas,



multiplicam-se no local, disseminam-se pelo organismo e reativam a infecgdio. A encefalite
toxoplasmica ¢ a manifestagdo mais importante desta reativacdo, devido aos graves danos que
podem ser fatais (LUFT ¢ REMINGTON, 1992; BERTOLI et al., 1995; SUZUKI, 2002).
Considerando-se que individuos imunocompetentes n#o apresentam nenhum sinal aparente de
reativacdo da infecgdio, ¢ evidente que a resposta imune ¢ critica para preveni-la (SUZUKI,
2002).

Apesar de ser uma infecgdo geralmente assintomatica, mantida sob controle pelo
sistema imune, as seqiielas devido a toxoplasmose tém grande impacto socio-econdmico,

especialmente no que se refere as criangas que apresentam retardo mental e alteragdes visuais

(ROBERTS, MURRELL ¢ MARKS, 1994).

1.1.5 Imunologia

A infecgdio por Toxoplasma estimula tanto resposta imune humoral como celular,
sendo esta ultima mais importante no desenvolvimento de uma imunidade protetora e
persistente (GROSS ef dl., 1996). Siio produzidas as imunoglobulinas (Ig) IgM, IgA, IgE ¢
IgG. As IgA ¢ 1gM s@o importantes para 0 diagnostico de toxoplasmose aguda e/ou congénita,
pois seus titulos declinam gradualmente, desaparecendo em alguns meses. Entretanto, titulos

baixos de IgM podem persistir durante mais de um ano. Titulos altos de IgG sdo detectados

por um longo tempo antes de diminuirem progressivamente, ¢ titulos baixos geralmente
persistem por toda a vida do individuo (REY, 1991).

Os neutrofilos, que migram rapidamente durante o inicio da infec¢do e os macrofagos
ativados, secretam produtos toxicos como 6xido nitrico (NO) e metabdlitos reativos de
oxigénio, moléculas envolvidas na morte intracelular de Toxoplasma gondii (SCHARTON-

KERSTEN et al., 1997). Os neutréfilos produzem tanto interleucina-12 (IL-12) como fator de

necrose tumoral-alfa (TNF-o), ao serem estimulados por T. gondii (SCHARTON-KERSTEN



et al., 1996; BLISS, ZHANG e DENKERS, 1999). A produgio de IL-12 no inicio da infec¢do
¢ essencial para o desenvolvimento de uma resposta imune protetora Thl. Macrofagos
ativados e células dendriticas também secretam esta citocina em resposta ao parasito
(GAZZINELLI et al., 1993a; REIS E SOUSA et al., 1997, FISCHER, BONIFAS e
REICHMANN, 2000). IL-12, juntamente com TNF-a, induzem as células NK (natural killer)
a produzirem interferon-y (IFN-y), uma citocina Thl (HUNTER ef al., 1994). Esta citocina
estimula a sintese de 1L-12 por macrofagos, e também a liberagdo de NO ¢ de metabdlitos
reativos de oxigénio. [L-12, TNF-a e IFN-y sdo citocinas inflamatdrias criticas na resisténcia
ao T. gondii (SUZUKI el al., 1988, GAZZINELLI et al., 1993a, 1993b; SCHARTON-
KERSTEN et al., 1996).

As células dendriticas sfio eficientes células apresentadoras de antigeno (APCs) e,
quando ativadas, além de produzirem IL-12 e outras citocinas, aumentam a expressdo de
moléculas co-estimuladoras e respondem as quimiocinas, que promovem sua migracdo de
tecidos periféricos para 6rgdos linfoides, onde induzem a diferenciag¢@o de células T naive em
células efetoras (SCOTT e HUNTER, 2002). Os macréfagos ativados produzem citocinas
como 1L-12 ¢ TNF-a, ¢ também séo APCs. Portanto, macrofagos e células dendriticas atuam
como elementos de ligagdo entre a imunidade inata e adquirida.

Os linfocitos T CD4" ¢ T CD8" atuam sinergisticamente para prevenir a reativago da
infeccdio cronica, provavelmente através da producdo de IFN-y (GAZZINELLI er al., 1991,
1992). Estas células séo as principais fontes de IFN-y, citocina responsdvel pela resisténcia
durante a fase cronica da infecgo através da ativagdio de macrofagos, que promovem a morte
intracelular do parasito ( SCHARTON-KERSTEN ef al., 1997).

Apos a infecgdo por T. gondii, 1L-10 exerce papel fundamental na regulagéio da

produgdo de IFN-y, sendo este um dos meios de evitar a produgdio excessiva de citocinas

capazes de lesar 0 hospedeiro (NEYER ef al., 1997; SUZUKI et al., 2000).



paradoxalmente, a resposta imune promove a sobrevivéncia de T. gondii, induzindo
sua diferenciacio de taquizoita para bradizoita, que forma uma parede cistica que o protege

dentro da célula hospedeira (BOHNE, HEESEMANN e GROSS, 1993, 1994).

1.2 Adesio e invasio de células hospedeiras por Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii ¢ capaz de penetrar ativamente em células fagociticas ou nfo,
formando o vactiolo parasitoforo dentro de 25 a 40 segundos (MORISAKI, HEUSER e
SIBLEY, 1995). Antes da invasio, O parasito desliza (gliding motility) sobre substratos ou
sobre a célula hospedeira, através da interagdo de suas proteinas, com receptores na superficie
celular. Neste movimento, que ¢ dependente de actina e miosina (DOBROWOLSKI e
SIBLEY, 1996; DOBROWOLSKI, CARRUTHERS e SIBLEY, 1997; MEISSNER,
SHLUTER e SOLDATI, 2002; WETZEL et al., 2003), T. gondii deixa uma trilha protéica
que pode ser detectada usando-se anticorpos contra proteinas de sua superficie (SIBLEY,
HAKANSSON e CARRUTHERS, 1998; FERRO et al., 1999). A invasdo comega quando T.
gondii adere 3 célula alvo pela sua extremidade apical, formando uma constri¢do no local da
penetragdo por onde o parasito se move, até a completa formagdo do vactiolo parasitoforo,
quando a constrigdo se fecha (MORISAKI, HEUSER e SIBLEY, 1995).

Durante a invasfo, ocorre uma secrecdo seqiiencial de proteinas de micronemas

(MICs), roptrias ¢ granulos densos. As proteinas MIC atuam durante a adesdio e invasdo

(CARRUTHERS ¢ SIBLEY, 1997), sendo sua descarga regulada por ifons calcio

intracelulares livres (CARRUTHERS ¢ SIBLEY, 1999). As proteinas de roptrias tém um

papel importante na formacdo do vacuolo parasitéforo, enquanto as de granulos densos o




modificam para aquisi¢io de nutrientes da célula hospedeira (CARRUTHERS e SIBLEY,
1997).

Pouco se sabe a respeito de moléculas do parasito envolvidas no reconhecimento da
superficie da célula hospedeira ¢ de receptores celulares que medeiem a adesdo/invasdo do
Toxoplasma. A capacidade de T. gondii infectar uma ampla variedade de células sugere o seu
reconhecimento por receptor(es) ubiquo(s) na superficie celular ou a presenca de diversas
moléculas de adesfio no parasito, capazes de reconhecer multiplos receptores na célula
hospedeira. As proteoglicanas, uma classe de glicoproteinas com uma ou mais cadeias
lineares de glicosaminoglicanas (GAGs) ligadas covalentemente a um nucleo protéico, podem
ser importantes na adesdio do parasito, jd que sdo expressas na superficie de todas as células de
mamiferos ¢ fazem parte da matriz extracelular. GAGs sdo polissacarideos lineares,
constituidos de unidades repetidas de dissacarideos (N-acetilglicosamina ou N-
acetilgalactosamina ligado a um 4cido urbnico) variavelmente sulfatados. Heparina e heparan
sulfato, sio duas GAGs que diferem apenas no grau de sulfatagdo ¢ de epimerizagéo
(WIGTH, HEINEGARD e HASCALL, 1991).

Estudos diversos mostram que Vvirus, bactérias, protozoarios ¢ helmintos utilizam
proteoglicanas da superficie da célula como receptores para ades?io, possibilitando a primeira
etapa de uma infec¢iio. Varios autores ja mostraram o envolvimento, as vezes fundamental, da
heparina/heparan sulfato na infec¢fo por virus como, por exemplo, virus herpes simplex tipo
1 (SHUKLA et al., 1999; TRYBALA et al., 2002), virus da febre amarela (GERMI ef al.,
2002), virus da dengue tipo 2 ¢ virus da encefalite japonesa (LIN ef al., 2002). A adesdo de
Mycobacterium (uberculosis as células epiteliais ou a matriz extracelular, ocorre através da
interacio de uma hemaglutinina de sua superficie com glicoconjugados sulfatados
(MENOZZI et al., 1996). GAGs sulfatadas estdo implicadas na adesdio de Borrelia

burgdorferi a superficie de células hospedeiras (PARVEEN er al., 2003). Maruyama e/ al.



(2000) mostraram que GAGs sulfatadas sdo capazes de se ligar tanto as substancias de adesdo
de vermes adultos de Strongyloides venezuelensis quanto as suas enzimas proteoliticas, ambas
necessarias a invasdo das células epiteliais do intestino. Estudos sobre a malaria mostraram
que GAGs sulfatadas podem inibir a ligagdo de esporozoitas aos hepatocitos (PINZON-
ORTIZ et al., 2001) e também a adesdo de eritrécitos infectados a eritrocitos néo infectados,
para formagdo de rosetas (BARRAGAN e al., 2000; HEDDINI ef «l., 2001). Experimentos
com as formas promastigotas de Leishmania donovani sugerem que a heparina poderia atuar
como ponte entre as proteinas do parasito ¢ as do hospedeiro, aumentando sua interagdo
(BUTCHER et al., 1992). Chlamydia trachomatis depende de um ligante semclhante a
heparan sulfato, na sua superficie, para aderir ¢ invadir células alvo (ZHANG e STEPHENS,
1992). Ruiz-Bustos e/ al. (2001) isolaram ¢ caracterizaram proteinas da membrana externa de
Helicobacter pylori com afinidade por proteoglicanas heparan sulfato, que podem estar
envolvidas na adesio a receptores nas células da mucosa do estdbmago. Experimentos
utilizando agticares e glicoproteinas, bem como proteoglicanas, mostraram a importancia
destas moléculas na adesdo/invasdo de T. gondii. de forma similar 4 ja relatada para outros
parasitos (FURTADO et al. 1992a; FURTADO, CAO e JOINER, 1992b; MINEO ef al. 1993;
ORTEGA-BARRIA E BOOTHROYD, 1999; CARRUTHERS ef al., 2000; BRECHT ef al.,
2001; JACQUET et al., 2001).

Os taquizoitas possuem uma superficie composta principalmente por antigenos
glicolipidicos ¢ protéicos (TOMAVO, DUBREMETZ ¢ SCHWARTZ, 1992; BOOTHROYD
ef al.. 1998). Pelo menos quatro principais antigenos protéicos foram identificados na
superficie dos taquizoitas, sendo denominados antigenos de superficie 1, 2, 3 ¢ 5 (SAG-1,
SAG-2, SAG-3 e SAG-5), com pesos moleculares de 30kDa, 22kDa, 43kDa e 35kDa,
respectivamente (BONHOMME er dl., 1999). Varias proteinas de seqii€ncia relacionada a

 SAG-1 (SRS) também ja foram identificadas e clonadas (MANGER, HEHL e



BOOTHROYD, 1998). Todas estas proteinas sdo ancoradas a superficie dos taquizoitas via
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (BOOTHROYD et al., 1998). Dentre estas proteinas
constitutivamente expressas na superficie do parasito, SAG-1 e SAG-3 mostraram
envolvimento na adesdo/invasio da célula hospedeira. Na presen¢a de glicosamida-soro
albumina bovina (BSA), uma neoglicoproteina, a inibicdo da infec¢do por T. gondii deficiente
em SAG-1 foi significativamente menor do que a inibi¢do por T. gondii expressando SAG-1.
Isto sugere que esta proteina de superficie, provavelmente se ligue a receptores glicosilados
na célula hospedeira (MINEO e/ al., 1993). Experimentos usando anticorpos anti-SAG-1
mostraram inibi¢do da invasdo da célula hospedeira, provavelmente pela interferéncia na
adesiio dos taquizoitas (MINEO et al., 1993; MINEO e KASPER, 1994; VELGE-ROUSSEL
et al., 2001). Entretanto, parasitos deficientes em SAG-1 ainda conseguem invadir células
alvo, sugerindo que a adesio de T. gondii nio depende somente de SAG-1 (MINEO et al.,
1993). Estudo com Toxoplasma deficiente em SAG-3. relata diminuigdo na infectividade
relacionada com a redugdo na adesdo a célula hospedeira, sugerindo que SAG-3 pode mediar
a ligacdo na célula alvo (DZIERSZINSKI e al., 2000). Experimentos realizados por Jacquet
et al. (2001) mostraram evidéncias de que SAG-3 se liga a heparan sulfato na superficie da
célula hospedeira.

As proteinas de micronemas, que diferentemente das proteinas constitutivas sio
secretadas no polo apical de 7. gondii no momento da adesdo/invasio, revelaram-se criticas
na motilidade do parasito. MICI apresenta dois dominios semelhantes a trombospondina-1
(TSP-1) degenerados ¢ demonstrou ser capaz de se ligar a células hospedeiras (FOURMAUX
et al., 1996b). MIC2 tem seis dominios tipo TSP-1 ¢ um dominio I semelhante a integrina
(WAN et al., 1997). Em 1997, Carruthers e Sibley sugeriram que um ou ambos dominios
poderiam ser responsaveis pela atividade de ligagfo a célula hospedeira demonstrada para

MIC2. Esta proteina ¢ redistribuida para a parte posterior do taquizoita, durante a penetragio



na célula, e ensaios estimulando ou bloqueando a secregdo de MIC2 demonstraram sua
estreita correlacdo com a invasdo do parasito (CARRUTHERS, GIDDINGS e SIBLEY,
1999). MIC3 possui varios dominios de adesdo semelhantes a EGF (epidermal growth factor-
like domains) (FOURMAUX el dl., 1996a). Experimentos mostraram que a exocitose desta
proteina ocorre na regifio apical, no inicio do processo de invasdo, e que, da mesma forma
relatada por Carruthers e Sibley (1999) para MIC2, MIC3 é redistribuida na superficie do
taquizoita, em diregdo a extremidade posterior, na medida em que o parasito penetra na célula
(GARCIA-RE‘GUET et al., 2000). Brecht et al. (2001) identificaram e caracterizaram MIC4,
que possui seis dominios de adesio do tipo apple mostrando alta homologia com a proteina de
micronema de Sarcocystis muris, denominada SML, que reconhece N-acetilgalactosamina
como agucar principal. Ensaios de inibicdio na presen¢a de concentragdes crescentes de
carboidratos mostraram um efeito bifasico sobre a ligagdo de MIC4 a célula hospedeira.
Baixas concentracdes aumentaram a ligagdo, mas altas doses resultaram em ligagdo minima.
Laminina da célula hospedeira mostrou-se capaz de mediar a liga¢do de taquizoitas ao
receptor desta glicoproteina, a integrina a6B1, em células de ovario de hamster chinés (CHO)
e em fibroblastos humanos (FURTADO e al. 1992: FURTADO, CAO e JOINER, 1992).
Residuos de acido sidlico mostraram-se importantes para a penetragio de Toxoplasma
(MONTEIRO, SOARES ¢ DE SOUZA, 1998). Ortega-Barria e Boothroyd (1999)
identificaram atividade tipo lectina em lisado de 7. gondii, aglutinando eritrocitos e se ligando
a polissacarideos sulfatados. GAGs sulfatadas soliiveis em baixa concentragdo aumentaram a
infectividade de taquizoitas, enquanto que em altas concentragdes, a inibiram. Células
hospedeiras deficientes na expressdo de proteoglicanas heparan sulfato, ou com a biossintese
de GAGs inibida, iambém tiveram a infectividade reduzida. Vérias moléculas potencialmente

ligantes de heparina foram identificadas, porém sua localizagdio no parasito e seu exato papel

na adesdio ndo foram determinados. Carruthers ef al. (2000) também observaram que baixas
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concentragdes de GAGs aumentavam a adesao e altas concentragdes bloqueavam a invasfo de
Toxoplasma em diferentes linhagens de células hospedeiras.

Estes relatos ilustram a diversidade de estratégias utilizadas pelo Toxoplasma gondii
para interagir com 0 hospedeiro e, apesar de poucas moléculas ja terem sido identificadas, ¢
evidente a indicacdio de que esta interagdo é parcialmente mediada por GAGs sulfatadas.

Por todas as conseqiiéncias adversas que a toxoplasmose pode ocasionar, tanto os
meios de prevengio, diagndstico e tratamento, assim como o desenvolvimento de drogas que
possam evitar a adesdo € invasio de células hospedeiras por T. gondii, sio muito importantes.
Lstudos envolvendo os mecanismos de adesio do parasito podem levar a descoberta de

sitios/moléculas alvo que possam ajudar a controlar a disseminagéo parasitaria e suas

conseqiiéncias.




2- OBJETIVO




Este estudo teve como objetivo identificar proteinas ligantes de heparina envolvidas

no processo de adesiio de taquizoitas de Toxoplasma gondii a célula hospedeira.




3- MATERIAL E METODOS
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3.1 Obtencdo de taquizoitas in vivo

Taquizoitas da cepa RH de Toxoplasma gondii foram mantidos por passagens
intraperitoneais em camundongo Swiss, injetando-se 107 parasitos suspensos em 400pL de
salina tamponada com fosfatos (PBS — 140mM NaCl, 2,7mM KCl, 8,imM Na,HPO,4, 1,5mM
KIH,PO,), pH 7,2, estéril. Apos 48 horas, os parasitos foram coletados por lavagem da
cavidade peritoneal, com 4mlL de PBS. Os lavados foram observados sob microscopia de luz,
selecionando-se aqueles com a maijor quantidade de parasitos € 0 menor nimero de células.
FEm seguida, 0s taquizoitas foram separados de células hospedeiras, por centrifuga¢do em
baixa rotacdo (75 x &), durante 5 minutos. e lavados duas vezes por centrifugacfio a 800 x g,
durante 10 minutos, com PBS. Os parasitos foram contados em cidmara de Neubauer ¢ a
viabilidade determinada por exclusdo com Azul de Tripan a 0,4% (Sigma Chemical CO, St.
Louis, MO, USA), sendo consideradas somente as amostras com viabilidade superior a 95%.
Os sedimentos foram congelados até o momento dos ensaios ou utilizados para infec¢do de
células em cultura. Quando presentes, as hemdcias foram removidas incubando-se o
sedimento a 37°C, por 3 minutos, em tampdo de lise (nove partes de NH4Cl a 0,16M e uma
parte de Tris/HCI a 0,17M, pH 7.65) ¢ realizando-se subsequentes lavagens com PBS. Para
remover proteinas do hospedeiro ionicamente associadas a superficie dos parasitos, os

taquizoitas foram incubados com NaCl a 1,0M, durante 15 minutos, a 4°C, sob agitacfio lenta,

¢ novamente sedimentados apos lavagem com PBS.




3.2 Obtenc¢ao de taquizoitas in vitro

Células HEF (human foreskin fibroblast — ATCC CRL 1635, Hs68) foram cultivadas
em frascos para cultura de tecido de 75cm? (Costar Corporation, Cambridge, MA, USA), em
10mL de meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - Sigma), suplementado com 10%

de soro fetal bovino (SFB; Cultilab, Campinas, S3o Paulo, Brasil) inativado por aquecimento,

100 U/mL de penicilina e 100pg/mL de estreptomicina (GIBCO BRL; Life Tecnologies,
Rockville, Maryland, USA). Essas células foram mantidas a 37°C, em camara imida, com
atmosfera de 5% de CO,, ¢ foram sub-cultivadas por tripsinizagdo (Trypsin-EDTA, GIBCO;
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA). Monocamadas subconfluentes de HFF foram
‘nfectadas com taquizoitas da cepa RH de T. gondii, obtidos a partir de lavado peritoneal de
camundongos, na propor¢éo de dez taquizoitas por célula. Apds a liberagdo dos parasitos das

células, os sobrenadantes contendo taquizoitas foram coletados e processados como descrito

anteriormente (CHATTERTON et al., 2002) ou utilizados para infectar novas células.

3.3 Preparagio de antigenos

Para obter proteinas soliveis de taquizoitas, 0s parasitos foram lisados com Triton X-

100 (Sigma) a 1%. em tampdo Tris (150mM NaCl, 50mM Tris, 0,003% 2-mercapto-etanol),

pH 7.5, por 1 hora, a 37°C, na presenga de inibidores de proteases (Complete™ Roche

Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany). Utilizou-se 1.0mL de tampdo para 1 X 10%

parasitos. As proteinas solaveis foram entfio obtidas por centrifugacdo a 2.500 x g, durante 5
minutos e a concentragio protéica foi obtida por uma modificagfio do método de Lowry (DC

Protein Assay Kit, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Os sobrenadantes foram
estocados a -20°C, até serem utilizados nos ensaios.

SISBI/UFU
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3.4 Isolamento de proteinas ligantes de heparina

As proteinas ligantes de heparina foram isoladas a partir de sobrenadantes de lisados

de Toxoplasma, obtidos da cavidade peritoneal de camundongos ou de HFF em cultura.

Amostras contendo em média 2mg/mL de proteinas foram submetidos a cromatografia de

afinidade, em coluna de heparina imobilizada em gel de agarose (Affi-gel Heparin, Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA, USA), previamente equilibrada com PBS, a 4°C. Em seguida, a

coluna foi lavada com PBS, até a densidade optica (DO) do lavado se igualar & leitura do

tampdo de equilibrio (PBS). Os ligantes de heparina foram entdo eluidos com gradiente

descontinuo de NaCl (0,5M, 1.0M, 1,5M ¢ 2.0M) e, finalmente, concentrados e dialisados em

filtro Amicon YM-10 (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). Como controle,

sobrenadante de lisado de Toxoplasma, coletado da cavidade peritoneal de camundongo, foi

aplicado a coluna de agarose (GIBCO BRL), eluido, concentrado e dialisado, como descrito

acima. Também como controle, exsudatos de camundongos néo infectados foram coletados €

a forma que 0S exsudatos com taquizoitas. As amostras foram estocadas

processados da mesm

a -20°C.

3.5 Biotinilagdo de heparina-albumina ¢ de albumina

A 1.500pL de uma solucdio aquosa contendo 1.500pg de heparina-albumina (Sigma)

foram adicionados 38uL de uma solugdo de N-hidroxi-succinimidobiotina (Sigma) a

10mg/mL, em dimetil-sulfoxido (DMSO; Riedel-deHagn, Seelze, Germany). Esta mistura foi

incubada durante 4 horas, temperatura ambiente, sob agita¢fio lenta. Apds a adigo de 30pL

de cloreto de amonio (NH,Cl) a 1,0M ¢ um periodo de incubagdo de 10 minutos, a




[\
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temperatura ambiente, a solucio foi colocada em membrana de cut-off 12kDa (Sigma) e

dialisada contra PBS, durante 48 horas, a 4°C, procedendo-se a trés trocas do tampdo neste

periodo. A solugdo foi dividida em aliquotas ¢ estocada a 4°C. Como controle, albumina

(BSA — Sigma) também foi biotinilada como descrito acima.

3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio

(SDS-PAGE) e eletrotransferéncia

Para determinar o perfil protéico, a {ragdo ligante de heparina fol submetida a analise

por SDS-PAGE a 17%, de acordo com Laemmli (1970). As proteinas foram ressuspensas em

tampdo de amostra (Tris-HCl a 0.1 M, pH 6.8, com 4% de SDS, 0,2% de azul de bromofenol,

20 % de glicerol) com ou sem 2-mercapto-ctanol ¢, apos serem ou ndo aquecidas durante 5

a eletroforese, os géis foram corados com

minutos, a 95°C, foram aplicadas ao gel. Ao final d

Azul Brilhante de Coomassie (0,1% de Coomassie Blue R-250, 50% de metanol e 10% de

4cido acético em solugdo aquosa), ou com nitrato de prata (0,2% de AgNOs e 0,075% de

formaldeido em solugdo aquosa), ou entdo eletrotransferidos para membrana de nitrocelulose

de 0,45um de porosidade (Millipore) ou membrana de polivinilidene-difluoreto (PVDF;

Millipore).

3.7 Western-blotting

Para confirmar a especificidade da ligagdo com a heparina, a membrana de

nitrocelulose contendo proteinas ligantes de heparina fo1 bloqueada com PBS contendo 1% de
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BSA durante 18 horas, a 4°C, sob agitagdo lenta, a fim de se eliminar liga¢Ges inespecificas.
Apds ser incubada durante 2 horas, a temperatura ambiente, sob agitagéo lenta, com heparina-

albumina-biotinilada (conforme item 5) diluida a 1:400, com Tween-20 0,05% (v/v) em PBS

(tampdo de lavagem), ela foi lavada quatro vezes com tampdo de lavagem e uma vez com

Tris-HCl a 0,05M, pH 7,6. A membrana foi incubada novamente por 2 horas, a temperatura

ambiente, sob agitagdo lenta, com 0 complexo estreptoavidina-biotina-peroxidase (Dako

Corporation, Carpinteria, CA, USA), diluido a 1:50, em Tris-HCI 0,05M., pH 7.6, lavada trés

vezes com tampdo de lavagem, € uma vez com PBS. Finalmente, as bandas ligantes de

heparina foram reveladas por quimioluminescéncia (ECL™ Western Blotting Detection

Reagents e Hyperfilm™ ECL™ — Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Como controle,

paralelamente foi realizado 0 mesmo procedimento usando albumina biotinilada.

3.8 Seqiienciamento N-terminal

As proteinas transferidas para membrana PVDF foram coradas com Azul Brilhante de

Coomassie e, as bandas de peso molecular aparente de 5kDa e de 13kDa foram excisadas ¢

encaminhadas para seqiienciamento N-terminal de proteinas, pelo método de degradagio de

Edman, no Laboratério do Prof. Dr. Lewis Joel Greene (Faculdade de Medicina de Ribeiréio

Preto (FMRP) — Universidade de Séo Paulo (USP), Ribeirdo Preto, SP).




4- RESULTADOS
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4.1 Isolamento de proteinas ligantes de heparina

Para definir a concentragio de NaCl mais adequada para eluir as proteinas ligantes de
4 e

heparina, taquizoitas coletados da cavidade peritoneal de camundongos infectados foram
d d, 701d

lisados com Triton X-100, aplicados em coluna de heparina imobilizada em agarose e eluidos
“ 9

com gradiente descontinuo de NaCl (0,5M, 1,0M, 1,5M ¢ 2,0M) em PBS. Apos concentracio

Mg A P » 0 i . R
¢ didlise das fragdes eluidas, elas foram submetidas a SDS-PAGE a 17% e coradas com

nitrato de prata. A Figura 1A demonstra o perfil cromatogréfico do fracionamento de lisado
ato de prata. A

de 7. gondii. Nesse painel, observamos a presenca de cinco picos (a-e). O primeiro

1 einas nio ligantes de heparina. Os picos de b até e,
corresponde ao volume excluido, proteind g

o r o~ ?
correspondem a fragdes eluidas com NaCl em concentragoes de 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0M,

respectivamente. O volume excluido mostrou algumas bandas de peso molecular variado

(Figura 3B, pista a). A maioria das proteinas ligantes de heparina foi eluida com NaCl a 0,5M

(Fi 3B, pista b). Com NaCl a 1 ,0M poucas bandas ainda foram visiveis (Figura 3B, pista
Figura 3B, :

) NaCl a 1,5M apenas uma sombra foi notada (Figura 3B, pista d). Quando a elui¢do
¢) e com NaCl a 1,

‘igura 3B, pista e), praticamente, nio se
i 5 apareceram bandas no gel (Figura 3B, , :
foi com NaCl a 2,0M, nao aparc

. Fir . ncentra¢do de 1,5M era a mai
detectou absorbancia (0,05). Assim, confirmou-se que a €0 o ’ & s

adequada para os ensaios postertores.
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Figura3.  Cromatografia de afinidade em coluna de heparina imobilizada em gel agarose,

utilizando-se gradiente descontinuo de NaCl. (A) Cromatograma das fragdes eluidas em
concentragdes crescentes de NaCl: (a) pico do volume excluido (PBS); (b-¢) picos de

eluatos NaCl nas concentragdes 0,5, 1, 1,5 e 2ZM, respectivamente. (B) Analise

eletroforética, em gel a 17%, dos eluatos a-e. Coloragdo pelo nitrato de prata. PM:

padrdo de peso molecular
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Com a finalidade de identificar os ligantes de heparina, taquizoitas coletados de

camundongos infectados foram lisados com Triton X-100, aplicados em coluna de heparina

imobilizada em agarose ¢ eluidos com NaCl a 1,5M. Apoés concentragdio e didlise, as proteinas

ligantes de heparina foram submetidas a analise por SDS-PAGE a 17%, na presenga ou

auséncia de agente redutor € de aquecimento prévio, para definir as condi¢des de

processamento mais adequadas. Em seguida, os géis foram corados com Azul Brilhante de

Coomassie. Varias proteinas foram detectadas, destacando-se as de peso molecular aparente

de 5kDa, 13kDa, 33kDa, 53kDa ¢ 88kDa (Figura 4A, pistas 1 a 4). O tratamento com agente

redutor ou a fervura antes da aplicagdo da amostra aparentemente ndo afetou o perfil

eletroforético (Figura 4A, pistas 1 a 4). Como controle, proteinas soluveis de T. gondii foram

aplicadas a coluna de agarose sob as mesmas condi¢des anteriormente descritas. Nenhum

ligante de agarose (ligacdo inespecifica) foi detectado conforme ilustrado na Figura 4A, pista

5 a 8. As proteinas eluidas nos experimentos seguintes, a partir de lisados de taquizoitas

coletados de camundongos ou de células HFF infectadas, foram submetidas a SDS-PAGE a

17% em condicdes redutoras ¢ apos aquecimento das amostras.

Para verificar a especiﬁcidade da ligagfo, a fracdo ligante de heparina foi imobilizada

em membrana de nitrocelulose € incubada na presenga de heparina-albumina biotinilada e

revelada pelo sistema ECL (F igura 4B). Neste ensaio. observamos a marcagao das bandas de

peso molecular aparente de 5kDa e 13kDa e outras de peso molecular superior. As bandas de

5kDa e de 13kDa correspondem as evidenciadas no SDS-PAGE (Figura 4A, pistas 1 a 4).

Como controle, a fragiio ligante de heparina também foi incubada com albumina biotinilada,

nfio mostrando nenhuma marcagao apos revelagdo por quimioluminescéncia.




Figura 4.
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Analise de proteinas soltveis de T. gondii submetidas a cromatografia e a eletroforese
em diferentes condigdes. (A) Nas pistas 1 € 2, em condi¢des redutoras, com ou sem
fervura, respectivamente. Nas pistas 3 € 4, em condi¢des ndo redutoras, com ou sem
fervura, respectivamente. Nas pistas 5-6 e 7-8, eluatos obtidos de coluna de agarose
(controle), analisados sob as mesmas condigdes acima por SDS-PAGE a 17%.
Coloragdo pelo Azul Brilhante de Coomassie. PM: padrdo de peso molecular. (B)
Fragdo ligante de heparina eluida da coluna de afinidade, submetida a eletroforese em

al7% e transferida para membrana de nitrocelulose, seguida de incubago com

gel
otinilada e revelagao por quim

heparina bi joluminescéncia
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4.2 Identificacio de uma proteina de camundongo associada aos

taquizoitas de Toxoplasma gondii

Por serem as bandas que apresentavam maior massa e por estarem mais isoladas e
definidas no gel, as proteinas de peso molecular aparente de SkDa e de 13kDa foram
excisadas da membrana PVDF e enviadas para seqiienciamento N-terminal. A proteina de
peso molecular aparente de 13kDa estava com seu N-terminal bloqueado, o que inviabilizou o
seqiienciamento. A proteina de SkDa teve seus 13 primeiros aminodcidos N-terminais
seqiienciados (PSELEKALSNLID). revelando 10_0% de homologia com calgranulina A de
camundongo (Acesso NM _013650).

Ligantes de heparina obtidos de taquizoitas provenientes de cultura de HFF foram
analisados em SDS-PAGE, paralelamente aos provenientes de camundongo infectado. Apds
coloragio com nitrato de prata, observou-se que a menor proteina da fragfo ligante de
heparina, com peso molecular aparente de SkDa, foi evidenciada na amostra proveniente de
camundongo, e isto nfio ocorreu na amostra proveniente de HFF (Figura 5).

As proteinas ligantes de heparina provenicntes de exsudatos de camundongos nio
infectados foram submetidas a SDS-PAGE, paralelamente a proteinas provenientes de
exsudato infectado. O gel foi corado com Azul Brilhante de Coomassie e mostrou uma banda
ha altura de aproximadamente 5kDa na pista 1, correspondente ao exsudato ndo infectado, e

Uma banda corada intensamente na pista 2, do exsudato infectado (Figura 6).



Figura 5,

Figura 6.
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(A) Calgranulina A ndo esta presente em lisados de 7. gondii cultivados em HFF.
Lisados de T. gondii colhidos de camundongo Swiss (pista 1) ou cultivados em HFF
(pista 2) foram aplicados em coluna de afinidade de heparina, eluidos e analisados por
SDS-PAGE a 17%. Observa-se a auséncia de calgranulina A no lisado de parasitos
provenientes de HFF (pista 2, seta). Coloragdo pelo nitrato de prata. PM: padrdo de peso

molecular
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Controle com células de lavado peritoneal de camundongo. As amostras foram
submetidas a cromatografia de afinidade em coluna de heparina, eluidas e analisadas
por SDS-PAGE a 17%. Na pista 1, amostra proveniente de camundongo ndo infectado;

na pista 2, amostra de camundongo infectado com T. gondii. Coloragdo pelo Azul

Brilhante de Coomassie. PM: padrdo de peso molecular
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A adesdo de Toxoplasma gondii a célula alvo precede a invasdo ¢ a formacdo do
vacuolo parasitéforo, que permite a sobrevivéncia do parasito e a realizagéio de seu ciclo litico
no hospedeiro. Além disso, a ades@o ¢ importante na motilidade, que permite ao Toxoplasma
disseminar-se pelos tecidos, cruzar ativamente barreiras e atingir locais como a placenta e o
cérebro (BARRAGAN e SIBLEY, 2002). Sabe-se que a matriz extracelular desempenha um
papel na adesdo, tanto para a invasfio como para a migragdo do parasito, mas até hoje pouco
se sabe sobre as moléculas que estdo envolvidas no processo.

Furtado, Cao e Joiner (1992) e Furtado ef al. (1992) mostraram que a laminina medeia
a interacfio entre taquizoitas e a célula hospedeira, formando uma ponte entre ambos. Ortega-
Barria ¢ Boothroyd (1999), procurando proteinas de 7. gondii que se ligassem a
glicoconjugados na superficie da célula hospedeira, encontraram atividade lectinica para
polissacarideos sulfatados somente na membrana e no citoesqueleto do parasito. Esses autores
mostraram também que células deficientes na sintese de proteoglicanas sulfatadas ou nas
reagdes de sulfatag@o tinham a taxa de infectividade por 7. gondii significativamente
reduzida. Além disso, glicoconjugados soltveis como heparina e dextran sulfato
(polissacarideo sintético) aumentavam ou diminuiam a infectividade quando em baixas ou
altas concentragdes, respectivamente.

Mineo el al. (1993) observaram que, na presenga de BSA-glicosamida, a inibicdo da
infectividade foi significativamente maior em cepas de Toxoplasma expressando SAG-1 do
que em cepas mutantes, deficientes em SAG-1. Isto sugere que SAG-1 poderia ligar-sc a um
receptor glicosilado na superficie da célula hospedeira. Jacquet er al. (2001) demonstraram
que SAG-3 e ndo SAG-1 interage especificamente com proteoglicanas sulfatadas. Somente
SAG-3 foi capaz de se ligar a heparina imobilizada, ¢ ensaios com células deficientes em
proteoglicanas ou na sulfatacdio de suas proteinas mostraram mais de 70% de reducdio na

ligagdo a SAG-3. Em 2000, Carruthers er «l. realizaram ensaios com diferentes células
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evidenciando que 7. gondii utiliza GAGs sulfatadas para aderir ao substrato e a célula alvo.
Tanto a motilidade quanto a adesdo foram inibidas por GAGs sulfatadas soluveis. De maneira
similar ao resultado encontrado por Ortega-Barria e Boothroyd (1999) ao usarem diferentes
concentracdes de GAGs, os autores também observaram o mesmo efeito bifdsico: baixas
doses aumentaram a adesdo e dose maiores a diminuiram. Ambos os trabalhos sugerem que
moléculas soluveis de GAGs poderiam atuar como ponte, ligando o parasito a receptores na
superficie celular ou, ainda, ligando diretamente uma proteina com atividade lectinica do
Toxoplasma com proteoglicanas da superficie da célula alvo. Tanto heparina quanto dextran
sulfato e outras GAGs sulfatadas foram capazes de inibir a infectividade do parasito. Isto
sugere que provavelmente 7. gondii pode usar uma variedade de agtcares sulfatados para
aderir a diferentes tipos de células. Botero-Kleiven er al. (2001) mostraram a interagio de
heparina com a superficie de taquizoitas vivos extracelulares, além de observarem que esta
GAG era internalizada pelo parasito, sendo localizada em vesiculas intracelulares pouco
tempo apos serem expostas a seus ligantes.

Confirmando a importincia da sulfatagdo, Ortega-Barria ¢ Boothroyd (1999) e Jacquet
el al. (2001) relatam que nos ensaios de competi¢do, GAGs com menor grau de sulfata¢io
como condroitin sulfato A ou C, GAGs também presentes na matriz extracelular, ndo tiveram
a4 mesma capacidade de inibir a ligagdo com heparina mostrada por heparan sulfato ¢ dextran
sulfato. O fato de dextran sulfato, um polissacarideo anidnico que atua como um anélogo da
heparina, competir com heparina/heparan sulfato sugere que as interagdes entre o parasito €
GAGs sulfatadas podem envolver o reconhecimento de uma superficie com alta densidade de
cargas negativas, fornecida pelos fons sulfato, e uma conformagio semelhante a heparina,
mais do que uma interagfio especifica com o receptor, como sugerido para Plasmodium

Jaleiparum (CLARK e al., 1997).



Com base nesses dados e em relatos de uma variedade de outros microrganismos
patog€nicos que se ligam a heparina ou outras GAGs sulfatadas, como estratégia para
reconhecer, aderir e invadir células do hospedeiro, buscamos identificar proteinas ligantes de
heparina envolvidas na adesdo de Toxoplasma gondii a célula alvo. Como proteinas do citosol
ndo apresentaram atividade lectinica para polissacarideos sulfatados (ORTEGA-BARRIA ¢
BOOTHROYD, 1999), utilizamos sobrenadante de lisado de Toxoplasma aplicado a heparina
imobilizada em agarose, como meio de obtermos estas proteinas. Verificamos a auséncia de
ligagdo inespecifica a agarose, e também confirmamos a especificidade da ligagfio a heparina.
Das proteinas analisadas por SDS-PAGE a 17%, sclecionamos as duas que apresentavam
maior massa e estavam mais isoladas, favorecendo assim sua excisdo e seqiienciamento. Estas
proteinas tinham peso molecular aparente de 5kDa e 13kDa. Esta ultima apresentou N-
terminal bloqueado e ndio pdde ser seqiienciada. Entretanto, a proteina aparentando 5kDa foi
identificada como sendo calgranulina A de camundongo.

O fato de selecionarmos os exsudatos coletados de camundongos infectados que
apresentavam menos de 1% de células do hospedeiro ¢ de utilizarmos NaCl a 1,0M para
dissociar proteinas ionicamente ligadas ao parasito, ndo impediu que a calgranulina A se
Mantivesse zissociada, talvez por interagdes hidrofébicas, & membrana dos taquizoitas. Como
a calgranulina A mostrou ser ligante de heparina e, provavelmente, estava adsorvida a
membra'na do parasito, parece sugestivo que ela possa atuar como uma ponte entre o
Toxoplasma e a superficie da célula alvo. Assim, além de suas proprias proteinas, o parasito
Poderia utilizar esta proteina soltvel do hospedeiro como mais uma de suas estratégias de
adesdo,

Calgranulina A (S100A8 ou MRPS) pertence a familia de proteinas S100, que se
Caracterizam por apresentarem dois sitios ligantes de calcio. Geralmente esta proteina ¢

ncontrada formando heterodimero com outra proteina S100, a calgranulina B (S100A9 ou



MRP14). Os complexos SI100A8/A9 ou (S100A8/A9), parecem ser as estruturas
funcionalmente relevantes destas proteinas (HUNTER e CHAZIN, 1998; KERKHOFF,
KLEMPT ¢ SORG, 1998). Elas estfo presentes exclusivamente em vertebrados, sendo
expressas constitutivamente em neutrofilos, onde representam cerca de 40% das proteinas do
citosol. Também estdio presentes em macrofagos, células endoteliais e microglia quando
ativados (DONATO, 2001; NACKEN er al., 2003).

Uma das vias de secreciio dessas proteinas € pela elevagio do nivel de cdlcio
intracelular, induzida em fagocitos pelo contato com células endoteliais ativadas.
Inversamente. o contato com células endoteliais em repouso inibe a secregfio (FROSCH er al.,
2000). ST00A8/A9 liberadas de fagocitos ativados atuam no recrutamento de leucdcitos. O
complexo se liga a proteoglicanas heparan sulfato das células endoteliais, promovendo seu
acimulo na superficie destas células (ROBINSON er al., 2002) e, além disto, neutrofilos
ativados ligam-se a glicanas carboxiladas, expressas constitutivamente nas células do
endotélio, através destas duas proteinas (SRIKRISHNA ef al., 2001). Simultaneamente,
S100A9 estimula a adesdo de neutrofilos mediada por integrina B (NEWTON e HOGG,
1998). S100A8 murino é um potente quimiotatico para neutrofilos e macréfagos (GECZY,
1996).

Durante a inflamacgdo, as calgranulinas S100A8 e S100A8/A9 sio secretadas para o
espago extracelular, onde podem inibir a prolifera¢do de linfdcitos ativados por mitdgenos ¢
ter um efeito modulatério na inflamacdo (DONATO, 2001). S100A8/A9 se liga ao acido
araquidonico, promovendo sua translocagdo para o citoesqueleto e para a membrana
pPlasmética de fagocitos, durante 0 processo inflamatorio (ROULIN er al., 1999). Neste
trabalho detectou-se calgranulina A na membrana de taquizoitas somente quando os parasitos
s¢ multiplicaram no modelo experimental murino, onde poderia estar sendo secretada pelas

células inflamatérias do exsudato peritoneal e, entdo, se ligado a membranas de taquizoitas.
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Isto justifica o fato de esta proteina ndo ter sido evidenciada em amostra proveniente de HFF,
ao ser analisada por SDS-PAGE.

Os experimentos realizados neste trabalho néo permitiram esclarecer se calgranulina A
estava na forma monomérica ou dimérica, inclusive como S100A8/A9, antes do
processamento. Existe a possibilidade, de que estando na forma heterodimérica, possa
interagir com glicanas carboxiladas ou com proteoglicanas heparan sulfato do endotélio,
contribuindo para a adesdo do parasito, de maneira semelhante a que ocorre com os fagocitos
(SRIKRISHNA ef al.. 2001; ROBINSON ef al., 2002). Outra possibilidade seria a de que se
ligando a este complexo, os taquizoitas estariam diminuindo disponibilidade de ST00A8/A9
extracelular e interferindo no tréafego de fagdcitos para o local da infecgdo. Se esta proteina
for internalizada pelo parasito, talvez junto com proteoglicanas heparan sulfato (BOTERO-
KLEIVEN er al., 2001). ela poderia carrear calcio para o meio intracelular e, assim, colaborar
No processo de invasdo.

Ainda pouco se conhece a respeito do papel das proteinas S100A8 ¢ S100A9
(DONATO, 2001; NACKEN ef al., 2003), o que dificulta a compreensdo do significado de
sua ligaciio 4 membrana de taquizoitas de Toxoplasma gondii. Experimentos para mostrar a
ligagdio da proteina S100A8 a célula hospedeira, a forma em que ela se apresenta ao fazer esta
ligagiio ¢ ensaios de inibicdo sdo alguns dos passos necessdrios para que se possa analisar
estas sugestdes.

Os dados ora obtidos evidenciam a importéincia do presente trabatho, uma vez que na
maioria dos estudos até hoje se tém cultivado T. gondii em fibroblastos ou utilizado
estratégias para marcagfio especifica de proteinas do parasito. Isto dificulta uma apreciagdo
sobre a possibilidade de taquizoitas de Toxoplasma fazerem uso de proteinas sollveis do

hospedeiro, que scjam ligantes de heparina, como um de seus mecanismos de adesdo. Este




trabalho sugere uma interagdo entre calgranulina A soluvel ¢ a membrana de taquizoitas ;.

contribuindo para a adesfio do parasito as células hospedeiras, via heparina/heparan sulfato. 1
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A proteina calgranulina A esta presente, de forma evidente, em exsudato peritoneal

de camundongo infectado por Toxoplasma gondii.

Calgranulina A liga-se a superficie de taquizoitas de T. gondii, provavelmente de

forma ndo idnica.
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