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Resumo

Tricomoniase € a doenca sexualmente transmissivel nao-viral mais
comum atualmente no mundo, superando indices de sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, entre outras. Essa doenga é causada por
Trichomonas vaginalis, parasito extracelular do trato urogenital humano. Apesar
de vérios estudos, pouco se sabe sobre a interacdo deste parasito com células
hospedeiras. Com isto, € necessario entender o mecanismo de infeccdo de T.
vaginalis. Fosfatidilserina (PS) é um fosfolipideo localizado na face interna da
membrana plasmatica em células normais. A exposicdo de PS para a face
externa da membrana sinaliza morte celular programada por apoptose. No
entanto, alguns protozoarios como Leishmania amazonensis, Toxoplasma
gondii, Plasmodium chabaudi e Trypanosoma cruzi expdem PS, levando a
desativacdo de macréfagos, degradacdo da enzima O6xido nitrico sintase
induzida e consequente reducéo da producado de 6xido nitrico (NO), persistindo
nestas células hospedeiras. IEC-6 € uma linhagem de célula epitelial intestinal
gue produz NO sendo 6timo modelo in vitro. Nés observamos que 37% da
populacdo total de trofozoitos de T. vaginalis expbem PS. A populacdo total de
T. vaginalis sem e com bloqueio da PS (por incubacdo com anexina V) interagiu
com IEC-6 ativada por INF-y e verificou-se que os niveis de NO produzidos por
IECs-6 foram menores quando ndo houve bloqueio da PS e similares ao controle
guando houve bloqueio. A populacdo total de T. vaginalis foi separada em
subpopulacdes PS+ e PS- e os niveis de NO foram analisados ap0s interacao
com IEC-6. Constatou-se que a subpopulacdo PS+ reduziu a producdo de NO,
enquanto na subpopulacdo PS- ndo ocorreu o0 mesmo. Ademais, a interagao
entre IEC-6 e a populagao total de T. vaginalis reduziu a expressédo da enzima
NO sintase induzida. A microscopia eletrdnica de varredura revelou intimo
contato de trofozoitos com IEC-6. Estes resultados indicam que a exposi¢ao de
PS por parte da populacdo de T. vaginalis é responsavel pela reducdo da
producdo de NO de IEC-6, sendo este um recurso para evasao da resposta
imune do hospedeiro, garantindo a persisténcia da infecgdo. Estes resultados
mostram a relacdo entre T. vaginalis e outro tipo de célula epitelial além da
vaginal, ambos os tipos capazes de gerar resposta imune apdés ativadas.
Palavras chaves: Trichomonas vaginalis, fosfatidilserina, oxido nitrico, IEC-6



Abstract

Trichomoniasis is the non-viral sexually transmitted disease most common
in the world nowadays, overcoming indexes of acquired immunodeficiency
syndrome, among others. This disease is caused by Trichomonas vaginalis, an
extracellular parasite of the human urogenital tract. Although several studies
have been done, little is known about the interaction of this parasite with host
cells. Thus, it is required to understand the T. vaginalis infection mechanism.
Phosphatidylserine (PS) is a phospholipid located on the inner face of the plasma
membrane in normal cells. PS exposure on the external face of the membrane
indicates programmed cell death by apoptosis. However, some protozoa such as
Leishmania amazonensis, Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi and
Plasmodium chabaudi expose PS, leading to macrophage deactivation,
degradation of inducible nitric oxide synthase enzyme and consequent reduction
of nitric oxide (NO) production and persistence in these host cells. IEC-6 is a
intestinal epithelial cell lineage capable of producing NO, thus being a excellent
in vitro model. Here was characterized that 37% of the total population of T.
vaginalis trophozoites exposes PS. The total population of T. vaginalis without
and with PS blockage (by incubation with Annexin V) interacted with INF-y
activated IEC-6 and it was found that the levels of NO produced by IEC-6 were
lower when there was no PS blockage and similar to the control when there was
blockage. The total population of T. vaginalis was separated into PS+ and PS-
subpopulations and NO levels were analyzed after interaction with IEC-6. It was
found that PS+ subpopulation reduced NO production while the same did not
occur with the PS- subpopulation. Furthermore, the interaction between IEC-6
and the total population of T. vaginalis reduced the expression of the induced NO
synthase enzyme. Scanning electron microscopy revealed intimate contact of
trophozoites with IEC-6. These results indicate that PS exposure by part of the T.
vaginalis population is responsible for the reduction of NO production of IEC-6,
this being a feature for the evasion of the host immune response, ensuring the
persistence of the infection. These results show the relation between T. vaginalis
and another type of epithelial cell besides the vaginal one, both types capable of
generate imune response after activated.
Key words: Trichomonas vaginalis, phosphatidylserine, nitric oxide, IEC -6
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1. Introducéo

Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado, parasito extracelular
obrigatério do trato urogenital humano (Schwebke & Burgess, 2004). Este
parasito € o agente etiolégico da Tricomoniase, doenca sexualmente
transmissivel, com uma estimativa de aproximadamente 276.400 milhdes de
novos casos por ano, considerada atualmente a infecgdo sexualmente
transmissivel mais comum, superando os indices de gonorreia e sifilis (OMS,
2012).

Apesar de varios estudos, pouco se conhece sobre os fatores que
conduzem aos quadros graves de infecgdo da tricomoniase, podendo levar, em
mulheres: a infertiidade (Grodstein et al., 1993; EI-Shazly et al., 2001),
aumento no risco de aquisicao de virus da imunodeficiéncia humana (Sorvillo &
Kerndt, 1998; Sorvillo et al., 1998; Mcclelland et al., 2007) e estar associado ao
cancer cervical (Yap et al., 1995; Zhang et al., 1995; Sayed EI-Ahl et al., 2002).
Em homens a infeccdo estd associada ao aumento no risco de cancer de
prostata (Sutcliffe et al., 2006; Stark et al., 2009). Portanto, estudos dos
mecanismos de evasao da infeccdo deste parasito e interacdes entre a
populacado de T. vaginalis e células hospedeiras sdo necessarios.

O mimetismo apoptotico (Barcinski et al., 2003) € um conceito que define
um mecanismo de evasdo no qual parasitos mimetizam o fendtipo de célula
apoptotica expondo fosfatidilserina (PS) na face externa da membrana
plasmatica e induzindo resposta anti-inflamatoria apds contato com células
hospedeiras. PS é um fosfolipideo localizado na face interna da membrana
plasmatica e que quando exposto na face externa da membrana sinaliza
apoptose, um tipo de morte celular programada (Fadok et al., 1992; Verhoven
et al., 1995). Estudos mostram este mecanismo sendo utilizado por
protozodrios, como Leishmania (L) amazonensis (Balanco et al., 2001; Franca-
Costa et al., 2012), Toxoplasma gondii (Seabra et al., 2004; Santos et al., 2011)
e Trypanosoma cruzi (DaMatta et al,. 2007) como forma de escape de células
efetoras produtoras de Oxido nitrico (NO).

Estudos prévios, mostraram que a exposi¢do de PS por T. gondii induz a
secrecdo de fator de crescimento de transformacdo betal (TGF-B1) por
macréfagos infectados ativados por interferon gamma (IFN-y), levando a
degradacdo da enzima Oxido nitrico sintase induzida (INOS) (Seabra et al.,
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2004) pela via do proteossomo (Padréo et al., 2014), inibicdo da producédo de
NO e consequente persisténcia da infec¢cdo nestas células (Seabra et al.,
2004). Neste trabalho analisamos se trofozoitos de T. vaginalis usam a
exposicdo de PS quando interagem com células da linhagem epitelial intestinal
(IEC-6) ativadas por IFN-y.
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2. Revisdo de Literatura
2.1. Tricomoniase

Tricomoniase, protozoose causada pelo parasito T. vaginalis, é a doenca
sexualmente transmissivel n&o-viral mais comum, afetando cerca 276.400
milhdes aproximadamente por ano mundialmente (OMS, 2012). Em humanos,
o principal meio de transmisséo deste parasito é através de relacdo sexual sem
uso de preservativo. Existem também registros de casos de recém-nascidos de
maes infectadas que adquiriram a doenca (Al-Salihi et al., 1974).

A tricomoniase apresenta ampla diversidade de manifestacfes clinicas,
desde casos assintomaticos até vaginite severa, que variam de acordo com as
condi¢Bes individuais, numero de parasitos infectantes e infectividade das
cepas (Maciel et al.,, 2004). A infeccdo por este parasito pode levar a
infertilidade (Grodstein et al., 1993; El-Shazly et al., 2001), parto prematuro e
baixo peso de recém-nascidos de maes infectadas (Cotch et al., 1997). Esta
infeccdo causa predisposicao para transmissdo do virus da imunodeficiéncia
humana em pacientes do sexo feminino (Sorvillo & Kerndt, 1998; Sorvillo et al.,
1998; Mcclelland et al., 2007), e possui associagcdo com o desenvolvimento de
cancer cervical (Yap et al., 1995; Zhang et al., 1995; Sayed EI-Ahl et al., 2002).
Além disso, séo relatados outros sintomas como cervicite, vulvite e vaginite (em
mulheres) e uretrite, prostatite e prurido (em homens) (Dunne et al., 2003).

O padrao-ouro para o diagnéstico de infeccdo por T. vaginalis € a
observacdo microscopica (Kissinger., 2015). Atualmente, os farmacos de
escolha para tratamento de infeccdo causada por T. vaginalis s&o tinidazol e
metronidazol (Anjaeyulu et al., 1977). Versdes em cremes e pessarios nao sao
recomendadas devido a baixa taxa de cura comparados ao metronidazol oral,
além de aumentar o numero de T. vaginalis metronidazol-resistentes (Cudmore
et al., 2004). Além disto, sdo recomendadas medidas profilaticas como o uso
de preservativo durante o ato sexual (Maciel et al., 2004). Tratamento com
metronidazol também €& recomendado para casos de gestantes e recém-

nascidos com doses especificas (Cudmore et al., 2004).

13



2.2. Trichomonas vaginalis
2.2.1. Taxonomia

Descoberto em 1836 pelo francés Alfred Francois Donné (Maciel et al.,
2004), este parasito pertence ao Filo Zoomastigina, Classe Parabasalia, Ordem
Trichomonadida, Familia Trichomonadidae, Género Trichomonas, Espécie

Trichomonas vaginalis (Schwebke & Burgess, 2004).

2.2.2. Morfologia

T. vaginalis em cultura axénica possui formato uniforme e oval com
média de 10 ym de comprimento e 7 ym de largura (Petrin et al., 1998). No
entanto, quando adere as células epiteliais vaginais (VECs) o parasito
apresenta forma ameboide (Nielsen & Nielsen, 1975). Além disto, esta
alteracdo morfologica € dependente do tipo de célula hospedeira que T.
vaginalis interage (Arroyo et al., 1993). A transformacdo de T. vaginalis para
forma amebodide ocorre logo em seguida a adesao e confere uma relacdo de
profunda intimidade entre parasito e célula hospedeira, com surgimento de
pseudopodes do parasito. A partir do momento em que o primeiro protozoario
adere a VECs, protozoarios adjacentes comecam a colonizar esta mesma
célula. Outro fator, consequente a adesao de T. vaginalis a célula hospedeira, é
0 aumento na producdo de certas adesinas pelo parasito possibilitando maior
citoaderéncia. Todos estes eventos demonstram a grande capacidade de
influéncia de T. vaginalis sobre sua célula hospedeira e como o0 processo de
adesdao é peculiar e extremamente importante na infec¢éo (Arroyo et al., 1993).

Na forma livre, o parasito apresenta forma elipsoidal. Nesta forma o
parasito apresenta quatro flagelos, localizados na por¢cao anterior e um quinto
flagelo que é incorporado a membrana ondulante do parasito e suportado por
uma costa delgada ndo contrétil, este ultimo flagelo e a membrana ondulante
dao a este protozoario motilidade caracteristica (Petrin et al., 1998; Maciel et
al., 2004; Schwebke & Burgess, 2004).

Este protozoario parasito possui uma estrutura rigida e delgada,
chamada ax6nema ou axostilo, que corre através da célula a partir da
extremidade anterior até a extremidade posterior. Acredita-se que esta
estrutura esteja envolvida na funcédo de ancorar o parasito as VECs (Petrin et

al., 1998; Schwebke & Burgess, 2004). Aléem desta, também faz parte de sua
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constituicdo o hidrogenossomo, organela onde ocorre a producdo de
Adenosina Trifosfato (ATP) (Petrin et al., 1998; Maciel et al., 2004; Schwebke &
Burgess, 2004).

3.2.3. Ciclo de Vida

A infeccdo de humanos inicia-se principalmente através do coito. A partir
deste, os trofozoitas dividem-se por fissdo binaria longitudinal, sem o
desaparecimento da membrana nuclear (Petrin et al., 1998; Schwebke &
Burgess, 2004). O evento de divisdo comeca com a duplicacdo de organelas
locomotoras selecionadas, seguida pelo desenvolvimento de duas organelas
associadas ao nudcleo, os cinetossomas, que flanqueiam ambos os lados do
nacleo e, em seguida, se tornam os polos para divisdo. Dos cinetossomas,
desenvolvem-se microtubulos que extendem-se até o nucleo, aderindo aos
centrdbmeros dos cromossomos. Também se estende entre os cinetossomas
um fuso extra nuclear. Este fuso extra nuclear se alonga, e as células filhas se
separam. Cada célula filha, entdo, produz as organelas restantes, originando
uma populacdo no lumen e na superficie de mucosas do trato urogenital de
humanos (Petrin et al., 1998; Schwebke & Burgess, 2004).

2.2.4. Hidrogenossomo

O hidrogenossomo (Figura 1) é uma organela encontrada em
organismos eucariontes que nao apresentam mitocéndria, como por exemplo:
T. vaginalis (Schneider et al., 2011). Este protozoério é integrante de um dos
géneros mais utilizados para o estudo desta organela. Assim como as
mitocondrias, os hidrogenossomos também  sdo delimitados por uma
membrana dupla e ambos sdo funcionalmente semelhantes, pois produzem
ATP. Esta producdo de hidrogénio molecular se da através de oxidacdo do
piruvato ou malato (Mdller, 1993). Por outro lado, estas duas organelas diferem
em alguns aspectos, como: hidrogenossomos serem caracteristicos de
ambientes anaerobicos e mitocondrias de ambientes aerébios (Bui et al., 1996;
Leitsch, 2016; Martin, 2005).

Esta organela foi descrita pela primeira vez em 1973, por Lindmark e
Mller, na Universidade Rockfeller, no protozoario parasito Tritrichomonas

foetus (Lindmark & Muller, 1973; Embley et al., 2003). A partir disto, comeca a
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ser sugerido que a mesma possui origem endossimbidtica (Embley et al.,
2003). Em 1983, Benchimol e De Souza, descreveram que hidrogenossomos
encontrados em T. foetus apresentam uma membrana dupla, mais um fator
gue indica a origem endossimbiética desta organela (Embley et al., 2003). Em
1996 sado descritos mais dados sobre esta possivel endosimbiose mitocondrial,
dados de experimentos de nivel molecular (Embley et al., 2003).

Hidrogenossomos apresentam proteinas de choque térmico
codificadoras para genes do tipo mitocondrial (Hsp70, Hsp60, Hspl0). E
também sdo exibidas no genoma nuclear de T. foetus, com sequéncias
assinatura também conservadas somente em mitocOndrias e algumas
bactérias. E sabe-se que em aerdbios estas proteinas sdo essenciais em
mitocondrias (Embley et al., 2003; Bui et al., 1996).

Andlises bioquimicas da Hsp60 hidrogenossomal mostraram
semelhancas com proteinas de matriz mitocondrial codificadas no nucleo. Além
disto, resultados de analises filogenéticas também indicaram que
hidrogenossomos e mitocondrias foram originados da mesma endossimbiose
(Embley et al., 2003; Bui et al., 1996). Com a publicacdo do genoma de T.
vaginalis, a ideia deste ancestral comum entre mitocondria e hidrogenossomo

volta & estar em foco (Leitsch, 2016).
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Figura 1: Hidrogenossomos em Trichomonas vaginalis (Mller, 1993). Hidrogenossomos (H),

costa (C), e glicogénio (G) sédo observados no citoplasma do parasito. Barra 1 um.

A morfologia do hidrogenossomos altera conforme o grupo. Em
Trichomonadideos e outros parabasalias € descrita como micro-corpos que
exibem uma matriz relativamente uniforme. Estas organelas carecem de
sistema de membranas interno extenso (Honigberg et al., 1984 apud Benchimol
& De Souza, 1983). Estas diferengcas morfolégicas podem interferir na natureza
biolégica dos hidrogenossomos de diferentes organismos (Honigberg et al.,
1984).

A enzima responsavel pela oxidacdo do piruvato é a enzima piruvato:
ferrodoxina oxidoredutase (Muller, 1993). No mais, as enzimas hidrogenase e
malato também sdo observadas em tricomonadideos, entre outras. Com tantas
enzimas especificas para seu processo de producdo de ATP, € possivel
concluir que hidrogenossomos participam no metabolismo geral da célula

significativamente (Muller, 1993).

2.2.4. Processo Infectivo

Atualmente, os estudos que envolvem T. vaginalis tem-se centrado
sobre os acontecimentos iniciais necessarios para estabelecer a infeccao.
Cogita-se que muitos mecanismos estdo envolvidos no processo infectivo,
estes incluem: adeséo célula-célula, hemdlise, excrecdo de fatores solaveis
(como proteinas extracelulares). A interacdo de T. vaginalis com membros da
flora residente da vagina pode ser um importante mecanismo utilizado para
evadir o sistema imune do hospedeiro (Petrin et al.,, 1998; Schwebke &
Burgess, 2004; Da Costa et al., 2005).

O passo inicial para a infeccdo é a adesdo trichomonal as células
hospedeiras, um processo multifatorial, no qual adesinas e proteinases
desempenham importantes papéis. A citoaderéncia de T. vaginalis a mucosa
vaginal é mediada por pelo menos 4 adesinas. Além disso, a atividade de
proteinases parece ser necessaria para que a adesdo ocorra (Lehker &
Sweeney, 1999; Rendon-Gandarilla et al., 2013).
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2.2.5. Morte celular por apoptose em Trichomonas vaginalis

Estudo prévio mostrou que T. vaginalis apresenta morte celular
programada altamente semelhante a apoptose (Chose et al., 2002). Quando a
populacdo de T. vaginalis € tratada com drogas indutoras de apoptose, ocorre
morte celular nesta populacdo de parasitos. A populagcédo que exibe este tipo de
morte mostra alteracbes morfolégicas muito préximas as descritas em morte
por apoptose como: fragmentacdo nuclear, surgimento de estruturas
semelhantes a corpos apoptoticos e condensagédo de cromatina. Outro indicio
relevante, é que esta populacéo apresenta exposicao de PS na face externa da
membrana plasmatica do parasito, forte caracteristica de morte apoptética.
Assim como, exibem DNA fragmentado (Chose et al., 2002).

T. foetus também sofre processo de morte celular programada, com
muitas semelhancas a apoptose, apos tratamento com peréxido de hidrogénio
(Mariante et al., 2003). Foi descrito que, apds o estresse causado pelo peréxido
de hidrogénio a populacdo deste parasito entram em processo de morte celular
gue possui 0s mesmos eventos envolvidos em morte por apoptose de células
de metazoarios. Dentre estes eventos observa-se fragmentacdo nuclear,
alteracdes morfologicas (nucleo arredondado, hidrogenossomos eletrodensos,
surgimento de figuras de mielina, intensa vacuolizagdo, fragmentacdo do
axostilo, internalizacdo de flagelo) e deteccdo da atividade de caspase-3.
Todas estas semelhancas com apoptose aumentam mais ainda a necessidade
de estudos sobre o tipo de morte apresentado por este parasito, para melhor
elucidar a evolucdo do mesmo (Mariante et al., 2003).

Também ja foi observado o processo de morte celular sofrido por
populacao de T. foetus tratada com o composto Griseofulvina capaz de tornar o
ambiente estressante para o parasito e induzir morte celular. Porém esta morte
difere da desencadeada por perdxido de hidrogénio, pois com esta droga nao
ocorre atividade da caspase. ApOs tratamento com esta droga, T. foetus
apresenta blebbings de membrana, formacdo de corpos apoptoéticos e
fragmentacdo do nucleo, tamanho anormal da célula, flagelos internalizados,
projecdbes da membrana plasmatica, blebbings no envelope nuclear,
vacuolizacdo no citoplasma, projecdes do nudcleo, hidrogenossomos
eletrodensos e membranosos, reticulo endoplasmatico contornando o0s

vacuolos, complexo pelta-axostilo mostra-se totalmente fragmentado, entre
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outros eventos. Como citado, sob tratamento com esta droga, T. foetus néo
apresenta atividade da caspase, durante seu processo de morte celular, mas
teve marcacdo positiva para exposicdo de PS na face externa da membrana
plasmatica. Todos estes eventos sugerem que este parasito possua mais de
uma via capaz de induzir sua morte celular programada, ambas co-existindo no
mesmo parasito (Mariante et al., 2006).

2.3. Epitélio vaginal

O epitélio vaginal sofre diversas mudancas como: espessura do tecido,
niveis de glicogénio intracelular, de &cido latico, nimero de bactérias
colonizando o liumen vaginal, pH vaginal, entre outras, todas estas variando de
acordo com o tempo de vida da mulher, a fase no ciclo menstrual, entre outros
fatores (Farage & Maibach, 2006).

Na fase adulta, o epitélio da mucosa vaginal é pavimentoso e escamoso
e com espessura entre 150 e 200 um. Nesta fase, as VECs sao estimuladas
por estrdgenos a sintetizar e armazenar glicogénio. Este glicogénio é liberado
no limen vaginal conforme as VECs descamam. E entdo, bactérias que se
encontram normalmente na vagina metabolizam este glicogénio produzindo
acido latico. Este &cido é responsavel pelo pH &cido da vagina, uma barreira
protetora contra certos patdgenos (Farage & Maibach, 2006).

Outra barreira protetora contra parasitos € a mucosa, formada
principalmente por mucinas. No entanto, certos parasitos a atravessam e no
epitélio vaginal ocorre a interacdo de T. vaginalis e com VECs (Lehker &
Sweeney, 1999).

Em estudos anteriores constatou-se a presenca de isoformas da enzima
oxido nitrico sintase na vagina de mamiferos, inclusive na humana (Hoyle et al.,
1996; Al-Hijji et al., 2000). Portanto, apesar de ndo existirem relatos especificos
sobre a producédo de NO, como agente microbicida, por VECs, € provavel que
isto aconteca, pois estudos prévios ja demonstraram que VECs, assim como
células de outros sitios do trato urogenital feminino, estimuladas por IFN-y ou
fator de necrose tumoral a exdégenos, induzem ou regulam positivamente de
forma significativa a expressdo de muitas citocinas e quimiocinas (Interleucina-
6, Interleucina-8), dentre outros eventos, sugerindo a participacdo destas
células em fun¢des imunoldgicas (Fichorova & Anderson, 1999). Estes achados
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mostram que durante uma resposta inflamatéria, acarretada, por exemplo,
devido a infeccdo por T. vaginalis, o0 NO produzido pode ndo ser oriundo
apenas de macréfagos recrutados por VECs para o epitélio vaginal, mas
produzidos também por estas VECs (Hoyle et al., 1996; Fichorova & Anderson,
1999). Além disto, estudos indicam que NO é capaz de regular a
permeabilidade de VECs e que a producdo de NO é oriunda de diversas fontes
intracelulares, que desencadeiam mecanismos distintos de permeabilidade
(Gorodeski & Haens, 2003).

2.4. Célula epitelial intestinal

A mucosa intestinal possui capacidade de absorver nutrientes essenciais
do limen para o corpo e produzir muco e citocinas com caracteristicas
protetoras e sinalizadoras. Ambos 0s segmentos intestinais - intestino delgado
e grosso (célon) - apresentam processos patoldgicos divergentes, assim como
susceptibilidade a fatores ambientais incluindo carcinogénese (Chopra et al.,
2010). Células do intestino delgado apresentam alta resisténcia a danos e, se
danificadas, rapidamente sao submetidas a processo apoptético e entdo
eliminadas para o lumen (Chopra et al., 2010). No entanto, células do c6lon em
replicacdo, podem sofrer mutacdes apds danos causados por agentes toxicos,
levando a carcinogénese. Diferenciacdo e replicacdo celular do epitélio
intestinal possuem barreiras espaciais de fenoétipos distintos. O epitélio do
intestino delgado consiste em vilosidades que se estendem até o lumen. Este
epitélio € composto principalmente de células mucosas e de absorcdo
diferenciadas terminalmente, com criptas localizadas na base das vilosidades
onde células em replicacdo incluem células tronco putativas (Chopra et al.,
2010).

Células epiteliais intestinais expressam a enzima iNOS, enzima critica
na sintese de NO, sendo sinergicamente estimuladas por fator de necrose
tumoral e IFN-y a nivel transcricional. O silenciamento da STAT1, um
importante fator de transcricdo envolvido na sinalizacdo por IFN-y, ou inibicao
farmacoldgica de JAKS, quinases que fosforilam STATS, prevenindo a inducao
de iINOS e a producédo de NO em resposta a estimulacdo a Lipopolissacarideo
(LPS)/IFN-y foram significativamente aumentadas sob indugdo da oncogénica
K-Ras (Stempelj et al., 2007).
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A expressdo da enzima iINOS em IEC-6, necessita da via de sinalizacdo
JAK/STATL, essencial para que ocorra esta expressao (Stempelj et al., 2007).
Foi descrito que IEC-6 tratadas com: INF-y ou LPS apenas, ndo sofrem
inducdo de expressao de iNOS, porém quando estas células sao tratadas com
a combinacdo de ambos, ocorre inducéo da expressao da enzima iNOS. Logo,
0s niveis de producdo de NO, por esta INOS em IEC-6 tratadas com esta
combinacdo, também aumentaram. No mais, estes mesmo resultados se
repetem, se a cultura de IEC-6 sofre previamente indugcao de sua sinalizacao
via Ras. E esta capacidade de modulacdo da expressdo de INOS e de
consequente producdao de NO na cultura tratada com combinacdo de ambos
INF-y e LPS, se estende a nivel transcricional. IEC-6 que tiveram sinalizacao
Ras induzida e foram tratadas com combinacgéao de INF-y e LPS aumenta mais
ainda a atividade transcricional relacionada a enzima iNOS, destas células.
Além destes fatores analisados, para que ocorra expressao de INOS e
producdo de NO em IEC-6, também ndo pode ocorrer inibicdo da via de
sinalizacdo JAK/STAT1, demonstrando desta maneira que esta via € essencial
para a expressao de iINOS e producéao de NO (Stempelj et al., 2007).

Nosso grupo recentemente verificou que IEC-6 quando ativadas com
IFN-y e LPS produzem menos NO do que quando ativadas somente com IFN-y
(Huziwara, 2016). A expressao da enzima iNOS em IEC-6 ativadas com LPS e
IFN-y também é menor do que a expressdo em |IEC-6 ativadas apenas com
IFN-y. Ademais, observou-se que T. gondii quando infecta IEC-6 ativada por
IFN-y é capaz de reduzir a expressao de iNOS e inibir a producéo de NO desta
célula hospedeira. Portanto, a capacidade desse protozoario de inibir a
producdo de NO em macrofagos infectados (Seabra et al.,, 2004) é a mesma
guando infecta IEC-6 (Huziwara, 2016).

As células epiteliais sdo importantes, pois participam tanto da imunidade
inata como na formacao de barreiras contra invasao de parasitos (Vroling et al.,
2008). Um exemplo da participagdo das células epiteliais na imunidade
adaptativa € sua capacidade de produzir NO (Eckmann et al., 2000; Kwon &
George, 1999). A IEC-6 € bom modelo pra estudo da interagdo com T.
vaginalis, pois apresenta caracteristicas de células epiteliais (receptores e
baixo poder fagocitico), imunidade celular autbnoma (producéo de NO), sendo

um tipo celular bastante utilizado em outros estudos.
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2.5. Mimetismo apoptoético

Exposicdo de PS na superficie da membrana plasmatica é forte indicio
de morte celular por apoptose (Martin et al., 1995). E este evento que garante
resposta anti-inflamatéria, sinalizada e induzida por TGF-B1, durante a
fagocitose de células apoptéticas (Fadok et al., 1992; Verhoven et al., 1995).
No entanto, certos protozoarios expéem PS para induzir resposta anti-
inflamatéria das células hospedeiras e dessa forma escapar da acgdo
microbicida dessas células.

Amastigotas de L. amazonensis expdem PS, induzindo sintese de TGF-
B1 e Interleucina-10 levando a uma acdo anti-inflamatdria em macréfagos do
hospedeiro, reduzindo a producdao de NO, consequentemente levando ao
aumento da sobrevida do parasito (de Freitas Balanco et al., 2001). Neste
trabalho foi proposto que a exposicdo de PS por amastigotas de L.
amazonensis e a capacidade de inibir NO de macréfagos fosse conhecida
como “mimetismo apoptético” (de Freitas Balanco et al., 2001). Em seguida, foi
mostrado que amastigotas oriundos de diferentes linhagens de camundongo
(BALB/c e C57BL/6) apresentam variagcdo no nivel de exposicdo de PS
(Wanderley et al., 2006). Amastigotas obtidas de BALB/c (que € susceptivel a
L. amazonensis) apresentam maior exposicdo de PS em relacdo ao obtido de
C57BL/6 (resistente L. amazonensis). A exposicado de PS por amastigotas € de
extrema importancia para que este seja internalizado por macrofagos do
hospedeiro durante o processo de macropinocitose, etapa essencial para o
processo infectivo deste parasito. Uma vez no interior do macréfago do
hospedeiro, amastigota € capaz de regular a atividade microbicida deste
macrofago aumentando a producéo de TGF-B1 e diminuindo a de NO, também
devido a exposi¢cdo de PS. Quanto maior o nivel de PS exposto pelo parasito,
maior sua interferéncia na acao microbicida do hospedeiro. A exposicdo de PS
interfere na infectividade destas populacdes do parasito, de modo que
populacdes que expdem mais PS sdo mais infectivas do que as populacdes
com menor exposi¢cao de PS (Wanderley et al., 2006).

Em promastigotas de L. amazonensis, a subpopulacdo PS+ é de
parasitos que estdo em processo de apoptose, evento natural de seu ciclo,

divergindo normalmente do ocorrido em amastigotas deste protozoario, no qual
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a subpopulacdo PS+ é a infectiva e ndo esta entrando em processo de morte
apoptotica (Wanderley et al., 2009). No caso da forma promastigota, a
subpopulacao infectiva é a PS-, que por sua vez, necessita da subpopulacéo
PS+ (apoptética) para desativar macréfagos do hospedeiro mamifero. Foi
proposto que a exposi¢do de PS da subpopulacédo sofrendo apoptose é capaz
de modular a resposta inflamatéria de macréfagos garantindo o
desenvolvimento da subpopulacédo PS- e o curso da doenca (Wanderley et al.,
2009).

Ja foi realizado estudo para melhor entender a relacdo entre exposicao
de PS e infectividade de L. amazonensis e as variagdes destes aspectos entre
isolados deste parasito na doenca Leishmaniose cutanea difusa (LCD) e em
Leishmaniose cutdnea localizada (LCL) (Frangca-Costa et al., 2012).
Amastigotas de L. amazonensis isolados de LCD apresentam maior exposi¢ao
de PS em comparagdo ao isolado de LCL. Isto confere aos parasitos de
isolados de LCD maior indice de infectividade nos macréfagos do hospedeiro.
Além disto, a exposicdo de PS por L. amazonensis possui correlacdo positiva
com a modulacdo da producdo de citocinas da célula hospedeira. Devido a
maior exposicdo de PS em isolados de LCD, o mesmo também apresenta
maior capacidade de modulacdo destas citocinas. Outro aspecto relacionado a
exposicdo de PS por este parasito € o tamanho de seu vacuolo parasitoéforo
(esta estrutura € associada a resisténcia do parasito a acdo microbicida do
macrofago infectado: quanto maior este vaclolo, maior a resisténcia
parasitaria). Maiores vacuolos foram encontrados nos isolados de LCD e néo
em LCL. Por ultimo, notou-se que parasitos de isolados de LCD que expdem
maior quantidade de PS, sé&o os responsaveis pelos quadros mais graves, com
maior nimero de lesGes e persistentes desta doenca. Estes dados permitem
melhor compreender o mecanismo de evaséo de L. amazonensis da resposta
imune do macroéfago infectado, as divergéncias entre o desenvolvimento de
LCD e LCL durante infeccdo ao hospedeiro e as causas dos casos mais
severos de LCD (Franca-Costa et al., 2012).

T. gondii também faz uso da mimetizagdo do processo apoptotico como
mecanismo de evasdo do sistema imune do hospedeiro (Seabra et al., 2004;
Santos et al., 2011). Assim como descrito para amastigotas de L. amazonensis,

esta mimetizacdo baseia-se na exposicdo de PS pela populacdo deste
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parasito, conferindo reducdo nos niveis de NO de macréfagos ativados
infectados (Seabra et al., 2002; 2004). Foi observado que 50% da populacéo
de taquizoitos de T. gondii expde PS (Seabra et al., 2004). A exposicdo deste
fosfolipidio diminui a producdo de NO por macréfagos ativados, que foram
infectados por estes taquizoitos. Ainda no mesmo estudo, para melhor
entender esta diminuicdo, foi analisado mais detalhadamente a possivel via de
sinalizacdo desencadeada para este fim. Observou-se que esta diminuicédo
ocorre, pois o efeito autdcrino de TGF-B1, com consequente aumento da
expressdo de Smad 2 e 3 e saida de fator nuclear kappa beta do nucleo,
nestes macrofagos, sdo desencadeados por esta exposi¢cdo de PS do parasito.
Além disto, mostrou-se que este mecanismo de evasdo do parasito, abrange
inclusive a expressdao da INOS de macrofagos, enzima responsavel pela
producdo de NO da resposta imune do hospedeiro. No qual, macrofagos
ativados infectados por T. gondii, apresentam reducdo na expressao de enzima
iINOS, logo levando a diminuicdo na producao de NO. Indicando que, uma via
de sinalizag&o, envolvida na resposta imune do hospedeiro, e que é modulada
por T. gondii, durante processo infectivo, € a via de TGF-B1 (Seabra et al.,
2004), processo também descrito em Leishmania sp. (Barral-Netto et al., 1992)
e T. cruzi (Ming et al., 1995).

Taquizoitos de T. gondii, ao contrario de promastigotas de L.
amazonensis, possuem subpopulacdo PS+ infectiva (Santos et al., 2011).
Ainda sobre T. gondii, sabe-se que a exposi¢cdo de PS, realizada somente por
parte da populacdo de taquizoitos deste parasito, garante o equilibro entre a
acao efetora do hospedeiro e a persisténcia da infec¢cdo. Para melhor entender
este mecanismo de evaséao, as subpopulacbes PS+ e PS- de T. gondii foram
separadas utilizando colunas magnéticas. Constatou-se que a subpopulacéo
PS- destes taquizoitos entra nos macréfagos ativados através de fagocitose,
pois o0 bloqueio deste processo reduz a quantidade de células com parasitos
interiorizados. J& a subpopulacdo PS+ manteve sua taxa de invasdo constante
com o aumento do composto que inibe o processo fagocitco, indicando que a
entrada dessa subpopulagdo é ativa. A inibicdo da producdo de NO, em
macrofagos ativados, ocorreu somente quando foi usada a subpopulacdo PS+
e a populacao total de T. gondii. Além disto, foram observados vacuolos "mais

espacosos” em macroéfagos ativados, apos interacdo com subpopulacao PS- de
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taquizoitos. Oposto foi visto em macrofagos apos interacdo com subpopulacao
PS+, que apresentou vacuolos "apertados" (Santos et al., 2011). Vacuolos
"mais largos" sao indicativo de fagocitose e vacuolos "mais apertados” indicam
gue estes parasitos invadem a célula através de penetracdo ativa (Morisaki et
al.,, 1995). Portanto, a morfologia do vacuolo contendo o parasito apés a
infeccdo das subpopulacdes nos macréfagos ativados indica que a exposicao
de PS+ é importante para a penetracdo ativa da T. gondii. Por ultimo, foi
descrito que, camundongos infectados apenas com as subpopulacdes
separadas (PS+ ou PS), morriam mais rapido, do que os infectados com a
populacdo total de T. gondi. Sugerindo que, para haver uma relagcéo
equilibrada entre a resposta imune do hospedeiro e a continuidade da infeccéo,
€ necessario a atuagdo da populacado total de taquizoitos de T. gondii e ndo
apenas a subpopulacdo PS+ ou PS- (Santos et al., 2011).

O mimetismo apoptético, também foi descrito em Trypanosoma cruzi. No
caso deste protozoario parasito, a forma tripomastigosta (independente de sua
origem), tem 50% de sua populacdo total PS+, enquanto as formas
epimastigota e amastigota, ndo expdem PS (DaMatta et al., 2007). Este dado
vai de encontro ao registrado em L. amazonensis, no qual amastigotas e
promastigotas metaciclicos apresentam marcacdo positiva para exposicao de
PS (Wanderley et al., 2006). Provavelmente, esta divergéncia se deu em T.
cruzi, pois sua forma tripomastigota necessita ser altamente infectiva, por ser a
gue abrange maior gama de hospedeiros (invertebrados e vertebrados). Em
seguida, observou-se que macrofagos ativados infectados com tripomastigotas
de T. cruzi, mostram Smad 2 fosforilada translocada para o nucleo, e também
notou-se que apoés esta infeccdo, ha inibicdo de expressao da enzima INOS
(responsavel pela producdo de NO) nestes macrofagos. Tudo isto sugere que
T. cruzi possui mecanismo de evasao da resposta imune do hospedeiro, e que
este mecanismo € baseado na exposicdo de PS. Além disto, este mecanismo
gue é desencadeado pela exposicdo de PS, faz uso da via de sinalizacao de
TGF-f1 do macrofagos hospedeiro para inibir a expressdo de iINOS, e
consequente producdo de NO. Resultando assim, em evasdo da agéo
microbicida da resposta imune do hospedeiro. Estes resultados sugerem que,
tripomastigotas de T. cruzi escapam da acao efetora da resposta imune do

hospedeiro, evento que garante a continuidade desta infeccdo no interior de
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macrofagos ativados infectados, permitindo a replicacdo de amastigotas
intracelulares nestes macréfagos (DaMatta et al., 2007).

O protozoario parasito Plasmodium chabaudi que infecta camundongos
também foi descrito por apresentar mecanismo de evasao as a¢do microbicidas
do hospedeiro baseada na exposicdo de PS (Rodrigues, 2016). Foi mostrado
que a populacdo de P. chabaudi purificada com saponina (detergente) de
hemacias se apresenta 90% PS+ (Rodrigues, 2016). Diferentemente do que
acontece na populacdo de T. gondii, no qual apresenta um balanceamento
entre a subpopulacdo PS- e PS+, responsavel pela continuidade da infeccéo
pois garante a sobrevivéncia do hospedeiro e do parasito (Santos et al., 2011).
Foi relatado que a interacdo entre a subpopulacdo PS+ de P. chabaudi e
macréfagos ativados apresenta niveis aproximadamente nulos de NO, quando
comparados a producdo de macroéfagos ativados que interagiram com a
subpopulacdo PS+ bloqueada por anexina V (Rodrigues, 2016). Além disto, foi
analisado a expressédo de enzima iINOS em macréfagos apos interacdes com a
subpopulacdo PS+ e PS+ bloqueada com anexina V desse parasito. Verificou-
se que a expressao de enzima iNOS é amplamente reduzida na interacdo com
subpopulacdo PS+ em comparacdo com a subpopulacdo com a PS bloqueada.
Estes resultados sugerem que a infeccédo por P. chabaudi possui capacidade
de inibir a producdo de NO do hospedeiro. Dando continuidade ao observado in
vitro, foram realizados experimentos in vivo. Um grupo de camundongos foi
infectado com subpopulacdo PS+ e outro com subpopulacdo PS+ bloqueada
com anexina V. Constatou-se que o primeiro grupo de camundongos infectados
exibe alta taxa de morte, enquanto o segundo grupo permanece vivo. A analise
da parasitemia de ambos o0s grupos mostrou alta parasitemia nos
camundongos infectado com a subpopulacdo PS+ a baixa nos camundongos
inoculados com a subpopulacdo PS+ bloqueada. Logo, 0s eventos ocorridos in
vitro e in vivo, sugerem que a exposicdo de PS por grande parte da populacéo
de P. chabaudi permite a modulacdo da resposta imune do hospedeiro,
conferindo ao parasito uma forma de evadir da acao microbicida de macréfagos

e persistir a infeccdo com éxito (Rodrigues, 2016).

Baseado nos relatos encontrados na literatura sobre exposicdo de PS

como mecanismo de evasdo da acdao imune do hospedeiro, através da
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modulacdo da producdo de NO, nota-se que este mecanismo foi descrito em
alguns outros protozoarios parasitos, como L. amazonensis (Barral-Netto et al.,
1992; de Freitas Balanco et al., 2001; Wanderley et al., 2009; Franca-Costa et
al., 2012), Toxoplasma gondii (Seabra et al., 2004; Santos et al., 2011),
Trypanosoma cruzi (DaMatta et al., 2007) e Plasmodium chabaudi (Rodrigues,
2016). Portanto, é possivel que o mimetismo apoptético ou esta exposicdo de
PS esteja presente em outros protozoarios que tenham que lidar com células
produtoras de NO durante seu ciclo de vida. Aqui testou-se se T. vaginalis
expdem PS e se sua interagcdo com IEC-6 ativada com IFN-y foi capaz de inibir

a producéo de NO.
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Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a exposicdo de PS de T. vaginalis e se esse fosfolipideo é
importante na regulacdo negativa de NO produzido por IEC-6 ativadas por INF-
y apos interagao.
3.2. Objetivos Especificos
- Verificar exposi¢ao de PS em trofozoitos de T. vaginalis;
- Analisar a producéo de NO e a expresséo da enzima iINOS por IEC-6 ativadas
apos interacdo com as subpopulacbes PS+, PS- e a populacao total de T.
vaginalis (com PS bloqueado ou néo);
- Avaliar a morfologia da interacéo de T. vaginalis com IEC-6.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Cultivo de trofozoitos de Trichomonas vaginalis

Os trofozoitos de T. vaginalis foram cultivados axenicamente em tubos
de vidro de 8 mL contendo 7 mL de meio TYM (Trypticase-Yeast Extract-
Maltose), acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB). As culturas foram
mantidas em estufa a 37°C por 24 h, que corresponde a fase de crescimento
logaritmico dos parasitos. O tubo foi centrifugado (500 x g, 10 min), 6 ml do
sobrenadante removido e novo meio suplementado com SFB adicionado. Para
0s experimentos, o sobrenadante foi coletado, evitando os 2 ml finais nos quais
células mortas se decantavam, e centrifugado (500 x g, 10 min). O sedimento
foi ressuspendido em meio DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium) e os
parasitos contados em camara de neubauer. Todas as observacdes de células
vivas foram realizadas por microscopia Optica com contraste de fase utilizando

microscopio optico invertido Axiovert da Zeiss.

4.2. Andlise da exposicao de fosfatidilserina por Trichomonas vaginalis

Os parasitos foram incubados em tampéo de célcio (10 mM HEPES, 140
mM NacCl, 2,5 mM CacClz, pH 7,4) contendo anexina V-FITC (1ug/10° células)
(Santa Cruz Biotechnology Inc., EUA) por 50 min e com iodeto de propidio (PI)
(10pg/ml) por 5 min a temperatura ambiente antes de leitura no citbmetro. O
controle foi a leitura dos parasitos sem a presenca de ambos marcadores. Apés
incubacdo, os parasitos foram analisados em citbmetro de fluxo BD
FACSCalibur. As andlises em histograma e gréfico de pontos foram realizadas

no programa WinMDI 2.8 para PC.

4.3. Isolamento de subpopula¢cdes PS+ e PS-

Populacdo total do parasito foi incubada com anexina V ligadas a
microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec). Apés 40 min, esta suspensao
passou pela coluna magnética onde a subpopulacédo PS+ ficou retida na coluna
enquanto a PS- atravessou a coluna sendo coletada e preservada. Logo em
seguida a coluna magnética foi lavada com tampao de calcio, removida do
campo magnético e a subpopulacdo PS+ eluida com PBS, que foi coletada e

preservada.
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4.4. Cultivo de IEC-6

A linhagem de célula epitelial intestinal (IEC-6) de rato foi mantida em
garrafas de cultura de célula de 25 cm?2 com DMEM, 10% SFB (Cripion
Biotecnologia LTDA) inativado por calor (60°C por 1 h) e 1U/ml de insulina
regular humana (Insunorm R, Insulina Humana Regular, Aspen Pharma) (100
Ul/ml), mantidas em atmosfera de CO2 a 37°C. Ap6s formacdo de
monocamada confluente as células eram lavadas, removidas com tripsina-

EDTA, e semeadas em novas garrafas.

4.5. Ativacao de IEC-6 e interagao com Trichomonas vaginalis

IEC-6 foram extraidas de garrafa de cultivo utilizando 1ml de tripsina por
poucos segundos e adicdo de 4ml de DMEM com SFB. IEC-6 foram
centrifugadas (500 x g, 10 min), o sedimento foi ressuspendido, as células
contadas e plagueadas em placa de 24 pocos sobre laminulas. IECs-6 foram
ativadas com IFN-y (800 U/ml) por 24 h (Huziwara, 2016), foram lavadas com
PBS e interagbes com T. vaginalis foram realizadas por 1 h, na razdo 10:1, T.
vaginalis: IEC-6. As laminulas foram lavadas com PBS e uma parte fixada em
solucédo de formaldeido recém-preparado a 4% em PHEM, na outra parte foi
adicionado meio DMEM suplementado com SFB, insulina e IFN-y. Apds 24 h e

48 h laminulas foram removidas e fixadas.

4.6. Teste de viabilidade das IEC-6 ap0Os interacdo com Trichomonas
vaginalis

Apos interacdo de IEC-6 com T. vaginalis por 1 h, 24 h e 48 h, 0 meio de
cultura dos pogos foi removido, adicionado em cada pogo 200 pl de tripsina-
EDTA, apds 3 min o sobrenadante contendo as células de cada poco foi
coletado, alocado em microtubos, e centrifugados por 5 min a 500 g. O
sobrenadante foi descartado e os sedimentos foram ressuspendidos em 10 pl
de DMEM, sendo adicionados em 40 ul de solugdo de azul de tripan (0,05%).
Foi transferido 10 pl desta solugdo para a camara de Neubauer. No
microscopio de luz foram contadas as células vivas (hdo-coradas) e as mortas
(coradas) em até 5 min. Foi entdo calculado a porcentagem de células vivas

apos cada situacéo experimental.
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4.7. Andlise da producao de 6xido nitrico

O sobrenadante de cada poco da placa de 24 pocos foi coletado ap6s 1
h, 24 h e 48 h e homogeneizado em microtubo na proporcdo de 1.1 com
reagente de Griess (1 volume de sulfanilamida 1% em &cido fosférico 5% em
agua deionizada com igual volume de 0,1% N-[1-naftil] etilenodiamina em agua
deionizada). Ap6s 10 min, a mistura foi lida em um leitor ELISA (540 nm) e os
niveis de producdo de NO foram quantificados baseado em uma curva padrao
de nitrito de s6dio em DMEM.

4.8. Imunofluorescéncia

Apos interagdo de IEC-6 ativadas por IFN-y com T. vaginalis, IEC-6
foram fixadas com formaldeido a 4% em PHEM por 10 min. As laminulas foram
lavadas 3 vezes com PHEM, permeabilizadas com Triton X-100 a 0,5% em
PHEM por 15 min, em seguida foram lavadas 3 vezes com PHEM e incubadas
com Cloreto de Aménio a 100mM em PHEM por 30 min. As células foram
lavadas 3 vezes em PHEM contendo albumina sérica bovina (BSA) a 3%
(PHEM BSA). As células foram incubadas por 1 h com anti-iNOS (Santa Cruz,
sc-8310) diluido 1:100 em PHEM BSA, lavadas novamente 3 vezes em PHEM
BSA, incubadas por 1 h com o marcador de F-actina Phalloidin conjugado a
AlexaFluor® 568 e anti-coelho conjugado com AlexaFluor® 488, lavadas
novamente 3 vezes em PHEM BSA. Apés as incubagfes com os anti-corpos e
Phalloidin, as células foram lavadas e montadas com ProLong® Gold antifade
conjugado com o marcador intercalante de DNA DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) (Invitrogen) e observadas ao Microscopio Confocal a Laser (LSM-
710, Zeiss).

4.9. Microscopia Eletrénica de Varredura

As laminulas contendo as células foram fixadas em glutaraldeido 2,5%
em tampéo cacodilato de sédio 0,1M, pH 7,4, desidratadas em concentracfes
crescentes de acetona (30% - 100%), secas em ponto critico de COg,
recobertas com uma fina camada de ouro (25 nm de espessura), e observadas

no microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM 6490LV.
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5. Resultados
5.1. Subpopulacdo de trofozoitos de Trichomonas vaginalis expde
fosfatidilserina

A citometria de fluxo detectou que parte da populacao total de trofozoitos
de T. vaginalis marcou com anexina V (Figura 2 A - vermelha), em comparacao
com o controle ndo incubado com anexina V (Figura 2 A - preto). Ademais,
analises com trofozoitos incubados com anexina V e Pl indicaram que
aproximadamente 37% da populacdo total de trofozoitos de T. vaginalis

apresentaram-se anexina V positivos e Pl negativos (Figura 2 B - vermelho).
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Figura 2. Exposicao de fosfatidilserina em trofozoitos de Trichomonas vaginalis. A. Observa-se
uma subpopulacdo de T. vaginalis com marcacdo para anexina V (vermelho), em comparacéo
com o controle sem a incubagé@o com anexina V (preto). B. Trofozoitos incubados com anexina-
V e Pl apresentaram cerca de 37% da populagdo anexina V positiva e Pl negativa (vermelho),
e aproximadamente 61% da populagéo apresentou marcagdo negativa para anexina V e para
Pl (preto). Eventos nos “gates” R1 e M1 em “A” estdo marcados em vermlho em “B”.
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5.2. IEC-6 continuaram viaveis apos interacdo com Trichomonas vaginalis
N&o houve alteracdo da viabilidade das IEC-6 ativadas ap0s interacao
com T. vaginalis. Apos 1 h a porcentagem de IEC-6 viavel foi de 98%, 95%

apos 24 h e 93% apds 48 h de interagdo com o parasito.

5.3. Trichomonas vaginalis inibe producédo de 6xido nitrico de IEC-6 via
exposicao de fosfatidilserina
5.3.1. Populacgéo total do parasito incubada com anexina V

Apoés 1 h de interacdo nao foi detectado diferenca na concentracédo de
nitrito no sobrenadante das IEC-6 comparando células ativadas sem parasito
(controle), com parasito bloqueado com anexina V, ou parasito sem bloqueio
(Figura 3). No entanto, apds 24 h de interagdo, parasitos sem bloqueio por
anexina V produziram menos nitrito do que IEC-6 né&o infectada e IEC-6 que
interagiu com parasito bloqueado por anexina V (Figura 3). Ap6s 48 h, IEC-6
gue interagiu com parasito bloqueado produziu mais nitirito do que as IEC-6

que interagiram com parasito sem bloqueio (Figura 3).
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Figura 3. Quantificacdo de nitrito por IEC-6 ativadas apds interacdo com Trichomonas
vaginalis. A interacdo de IEC-6 com o parasito foi realizada por 1 h, 24 h e 48 h, o
sobrenadante foi coletado e a producdo de nitrito avaliada. IEC-6 interagiu com parasito
incubado com anexina V (laranja), sem (amarelo), ou ndo interagiu com parasito (azul)
(controle). Houve reducdo nos niveis de nitrito de IEC-6 apds 24 e 48 h de interagdo com T.
vaginalis sem incubacdo com anexina V, enquanto a presenca de anexina V durante a
interacdo ndo alterou os niveis de nitrito produzidos pelas IEC-6.

5.3.2. Subpopulac¢des do parasito isoladas

A populagdo total de trofozoitos de T. vaginalis foi separada em
subpopulacdes PS+ e PS- de forma satisfatoria, obtendo-se em torno de 40 %
de trofozoitos PS+ e 60% de PS- (dados ndo mostrados). O nitrito produzido
pelas IEC-6 ativadas foi dosado apls interacdo com as diferentes
subpopulacdes de PS de trofozoitos de T. vaginalis e comparado com IEC-6
que n&o interagiram com parasitos. Observou-se que IEC-6 que nao
interagiram com parasito e ap6s 1 h de interacdo com as subpopula¢fes de T.
vaginalis PS+ ou PS- produziram niveis similares de nitrito (Figura 4). No
entanto, apés 24 h e 48 h de cultivo de IEC-6 que interagiu com a
subpopulacdo PS+ de T. vaginalis apresentou menor producdo de nitrito que
IEC-6 que néo interagiu com os parasitos (Figura 4), enquanto que IEC-6 que
interagiu com a subpopulacdo PS- de T. vaginalis apresentou producao similar

em relacado as IEC-6 nao infectadas (Figura 4).
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Figura 4. Quantificacdo de nitrito por IEC-6 ativadas ap0s interacdo com subpopulacao PS de
trofozoitos de Trichomonas vaginalis. As interagcdes foram realizadas como na figura 3, no
entanto, foram usadas a subpopulacdo PS+ (laranja) e subpopulacéo PS- (amarelo). Apds 24 h
e 48 h houve reducdo da producdo de nitirito de IEC-6 ativadas que interagiu com a
subpopulagdo PS+ de T. vaginalis.

5.4. Interacdo de IEC-6 ativadas com Trichomonas vaginalis reduziu a
expressdo de oxido nitrico sintase induzida, mas nao alterou filamentos
de actina

A expressdo de INOS em IEC-6 ativada foi avaliada apés interagdo com
trofozoitos da populacéo total de T. vaginalis. Observou-se que a expresséao de
INOS em IEC-6 apés 24 h de interacdo com T. vaginalis foi similar a IEC-6
ativadas sem o parasito (Figura 5 A e B). Entretanto, apds o periodo de 48h de
interacdo, foi observado diminuicdo da marcacdo de INOS em IEC-6 que
interagiram com T. vaginalis em comparagdo com IEC-6 ativadas sem o
parasito (Figura 5 C e D). Nao foi detectado alteracéo dos filamentos de actina

das IEC-6 apés interagdo com o parasito (Figura 5).
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Figura 5. Expressédo de oxido nitrico sintase induzida (verde) e filamentos de
actina (vermelho) em IEC-6 ativadas (nucleo azul). IEC-6 apds interagdo com
Trichomonas vaginalis por 24 h (A). IEC-6 sem parasito apés 24 h (B). IEC-6
apos interacdo com T. vaginalis por 48 h (C). IEC-6 sem o parasito apos 48 h
(D). Note clara reducao da expressao de iINOS apoés 48h de interacdo com o
parasito.
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5.5. Analise ultraestrutural da interacdo de Trichomonas vaginalis com
células IEC-6 ativadas

Observou-se a intima interacdo dos parasitos nas IEC-6 ativadas apos
24h de interagéo (Figuras 6 A, B e C), e em 48 h de interagéo, observou-se o

espalhamento de T. vaginalis sobre as IEC-6 (setas nas figuras 6 D, E e F).

30kV . X5,5000 2um 2 30kV  X4,000 S5um

&

30kV  X4,000 5um o 30kV  X2,700 5um

30kV  X1,900 10um 30kV  X4,500  Sum

Figura 6. Microscopia eletronica de varredura da interacdo de Trichomonas
vaginalis com IEC-6 ativadas. Apés 24 h de interacdo observou-se a adesao
dos parasitos a célula (seta em A, B, C), e ap6s 48h de interacdo os parasitos
espalharam sobre a célula (seta em D, E, F).
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6. Discusséao

A Tricomoniase € uma das mais importantes doencas sexualmente
transmissivel ndo viral (WHO, 2001). Esta doenca geralmente apresenta-se de
forma agressiva em mulheres, com resposta imune celular local que causa
inflamacdo no epitélio vaginal e na uretra do homem (Shafir et al.. 2009).
Durante a infeccdo é possivel observar mudancas significantes nas camadas
celulares epiteliais da vagina, e frequentemente, pequenas feridas sé&o
encontradas, que podem ser resultantes do dano causado por este parasito
(Vilela & Benchimol 2012). Apesar disso, existem poucos estudos sobre a
resposta da célula pela infec¢éo de T. vaginalis e o comportamento do parasito
diante desta interacdo. Aqui avaliou-se a interacdo de T. vaginalis com IEC-6
ativadas por IFN-y verificando se a exposicdo de PS est4 envolvida neste
processo. Analisou-se que T. vaginalis expbe PS na face externa de sua
membrana, reduz a expresséo de iINOS e producdo NO de IEC-6 ativadas,
além de apresentar intima relacdo com a essa célula hospedeira durante a
interacdo. Esses dados indicam que a exposicao de PS pode ser mecanismo
evasivo bastante comum.

Verificou-se que 37% da populacao total de trofozoitos de T. vaginalis
apresentou marcacdo positiva para anexina V e negativa para Pl. Este
resultado mostra que nestes trofozoitas a membrana plasmatica se encontrava
integra (Pl negativa) e que o sinal de avexina V foi decorrente da exposic¢do de
PS na face externa da membrana do parasito. Portanto, ficou claro que parte
da populagao de T. vaginales exp0s PS. Foi descrito que a exposicéo de PS na
face externa da membrana da célula é um forte sinal de morte programada por
apoptose (Martin et al., 1995), evento crucial para que a fagocitose desta célula
ocorra por células vizinhas ou fagocitos profissionais (Verhoven et al., 1995).
Ademais, a exposicdo de PS induz sinalizacdo de TGF-1 que no caso de
macrofagos os deixa menos microbicidas evitando inflamacdo devido a
captacdo de células apoptoticas (Fadok et al., 1992; Verhoven et al., 1995).
Alguns protozoarios parasitos mimetizam a exposicdo de PS e o sinal
desativador de TGF-B1, porém sem entrar em processo de morte celular
apoptoética. Esses protozoarios fazem uso desse mecanismo para auxiliar a
evasdo da resposta imune do hospedeiro e possibilitar a persisténcia da

infecgcdo. Exemplos de parasitos e suas formas que tém esse mecanismo
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evasivo sdo: amastigotas de L. amazonensis (de Freitas Balanco et al., 2001,
Wanderley et al., 2006), taquizoitos de T. gondii Seabra et al., 2004; Santos et
al., 2011), e tripomastogotas de T. cruzi (DaMatta et al.,, 2007). Como
informado, esse mecanismo é chamado de mimetismo apoptético. No entanto,
outros protozoarios parasitos usam mecanismo similar, que envolve exposi¢cao
de PS, mas é drasticamente distinto de mimetismo apoptético, pois nao
envolve morte celular por apoptose. Parte da populacdo de promastigotas de L.
amazonensis expdem PS+, pois estdo entrando em processo de apoptose, por
meio disto desativam macroéfagos via sinal de TGF-f1, permitindo a infeccéo e
conversdo em amastigotas da subpopulag¢do de promastigotas que esté viva e
nao expde PS (Wanderley et al., 2009). Esta forma de evadir da acdo efetora
dos macrofagos é radicalmente distinta de mimetismo apoptético e chamada de
“‘morte celular altruistica” (Wanderley et al., 2009). P. chabaudi também foi
descrito como capaz de expor PS e de interferir na resposta imune do
macréfago, beneficiando a continuidade da infeccao (Rodrigues, 2016). Porém
ndo se sabe se a exposicdo, nestes casos, € mimetismo apoptético ou morte
celular altruistica, pois nado foi verificado nesses parasitos se parte da
populacdo apresenta caracteristicas morfolégicas e bioquimicas de apoptose,
necessitando de mais estudos (Rodrigues, 2016). Aqui, viu-se que ha uma
subpopulacdo PS+ de trofozoitos de T. vaginalis, 0 mesmo que ocorre em
todos os outros parasitos mencionados anteriormente (de Freitas Balanco et
al.,, 2001; Wanderley et al., 2009; Seabra et al., 2004; Santos et al., 2011,
DaMatta et al., 2007; Rodrigues, 2016) porém, assim como em P. chabaudi
(Rodrigues, 2016), sdo necessarios mais estudos para melhor entender se a
subpopulacdo PS+ de T. vaginalis causa mimetismo apoptético ou morte
celular altruistica. Foi demostrado que esse parasito sofre morte celular por
apoptose (Chose et al., 2002). Portanto, é bem possivel que a subpopulacao
PS+ de T. vaginalis esteja em apoptose. Para determinar se 0 que ocorre com
T. vaginalis € mimetismo apoptotico ou morte celular altruistica é necessario a
realizacdo de ensaios que analisem a fragmentacdo do DNA (TUNEL, e
eletroforese de DNA purificado em gel de agarose) e o grau de heterocromatina
e eucromatina do ndcleo dessas células (microscopia eletronica de

transmissdo). Esses ensaios irdo verificar se 0s parasitos PS+ estdo em
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processo de morte por apoptose ou ndo o que determinaria se 0 que ocorre
com esse parasito € mimetismo apoptético ou morte celular altruistica.

Os niveis de nitrito produzidos por IEC-6 ativadas por IFN-y apos
interacdo com a populagéo total de trofozoitos de T. vaginalis s&o menores do
gue os niveis produzidos por IEC-6 ativadas sem interacdo (controle), a partir
dos pontos de 24h e 48h, e os niveis de nitrito de IEC-6 ativadas apés
interacdo com populacao total de T. vaginalis com PS bloqueada com anexina
V ndo foram diferentes dos niveis observados no controle em nenhum dos
pontos observados. Ademais, a subpopulacdo PS+ foi capaz de inibir producao
de NO pelas IEC-6 nos pontos de 24h e 48h da interacdo, enquanto a
subpopulacdo PS- ndo. Esse conjunto de resultados mostra que durante
interacédo de IEC-6 ativadas com T. vaginalis (populagéo total ou subpopulacéo
PS+) ocorre reducédo dos niveis de NO produzidos pelas células hospedeiras.
Esses dados sugerem que este parasito interfere na acao efetora do
hospedeiro via exposicdo de PS, reduzindo a producdo de NO, garantindo
assim sua persisténcia na célula hospedeira infectada. Esta mesma
interferéncia do parasito na producdo de NO, beneficiando a continuidade da
infeccdo, ja foi descrita em outros protozoarios parasitos, como: L.
amazonensis (de Freitas Balanco et al., 2001), T. gondii (Seabra et al., 2002;
Seabra et al., 2004; Huziwara, 2016), T. cruzi (DaMatta et al., 2007) e P.
chabaudi (Rodrigues, 2016). Ja foi descrito que NO produzido por macréfagos
ativados por IFN-y e LPS esta envolvido na resposta imune do hospedeiro,
atuando como efetor para neutralizar a infeccdo em curso (Stuehr & Marletta,
1985; Nathan, 1992; Bogdan et al., 2000). Além disto, sabe-se que células da
linhagem IEC-6 quando ativadas por IFN-y e LPS ou apenas IFN-y, também
sao capazes de produzir NO como forma de neutralizar uma infeccéo (Bogdan,
2001; Forsythe et al., 2002; Stempelj et al., 2007; Huziwara, 2016). Portanto,
reduzir os niveis de NO produzidos pela célula hospedeira € de extrema
importancia para a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro sendo uma
caracteristica selecionada positivamente durante a evolugdo. E como
mencionado, estudos prévios comprovam esta intensa relagdo entre
desenvolvimento bem sucedido do processo infectivo do parasito com a

capacidade deste parasito de reduzir os niveis de NO da célula hospedeira (de
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Freitas Balanco et al., 2001; Seabra et al., 2002; Seabra et al., 2004; Huziwara,
2016; DaMatta et al., 2007; Rodrigues, 2016).

Também observou-se que apds 24h de interacdo entre IEC-6 ativadas e
T. vaginalis a expressédo da enzima iNOS foi similar a expressdo no controle
nao infectado. Porém, apds 48h de interacdo houve reducdo na expressao de
INOS em comparagao ao controle. Isto mostra que a redugao da producédo de
NO pela IEC-6 ativada apOs interacdo com o parasito detectada com 24h foi
devido ao ndo funcionamento da iINOS, j& que continuava presente. No
entanto, com 48h de interacdo, a menor producdo de NO foi causada pela
reducdo da expressdo de INOS. O dado de 48h corrobora como outros
descritos para situacdes envolvendo macréfagos ativados infectados com T.
gondii (Seabra et al., 2002; 2004) e P. chabaudi (Rodrigues, 2016), e IEC-6
ativada infectada com T. gondii (Huziwara, 2016). Sabe-se que INOS é uma
das 3 enzimas responsavel pela producdo de NO em diversas células, sendo
gue esta isoforma € a Unica induzida e atuante na resposta imune (Knowles &
Moncada, 1994). A producdo de NO desempenha acéo efetora na
neutralizacdo do agente infectivo (Bogdan et al., 2000). Portanto, ao reduzir a
expressdo desta enzima, durante infec¢do, consequentemente a producao de
NO, a acdo efetora desse gas é diminuida, favorecendo a continuidade da
infeccdo. Esta reducédo da expressao também ja foi observada quando outros
protozodrios parasitos infectam células produtoras de NO (Seabra et al., 2004;
Wanderley et al.,, 2006; DaMatta et al., 2007; Rodrigues, 2016; Huziwara,
2016). Esta observacdo em todos estes protozoarios € mais um indicio que
sugere a capacidade destes parasitas de modular a acdo da resposta imune do
hospedeiro, ndo apenas no final da via de producdo de NO, mas desde etapas
anteriores.

Observou-se através de Microscopia Eletronica de Varredura a adesédo
de T. vaginalis a IEC-6 no ponto de 24h e o espalhamento do parasito no ponto
de 48h, demostrando intima interacdo entre T. vaginalis e a célula hospedeira.
Isso corrobora com o descrito na literatura no qual a mudanca morfolégica do
parasito ap6s adesdo a célula hospedeira, da sua forma livre trofozoita
(elipsoidal) para forma amebdide, ocorre em IEC-6. Esta mudanca interfere em
uma série de fatores relevantes ao processo infectivo do parasito. Com a nova

forma mais espalhada, o parasito ganha mais sitios de contato com a célula em
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gue se encontra aderido (Arroyo et al., 1993), possivelmente possibilitando
maior capacidade de modulacdo das vias de sinalizacdo desta célula epitelial.
Portanto, a forma amebiode assumida por T. vaginalis apds interacdo com IEC-
6 pode significar aumento do contato da PS exposta com sitios de
reconhecimento das IEC-6 garantindo o sinal antiinflamatério que desativa
células hospedeiras. Ademais, foi descrito a ocorréncia de sinalizagdo para
producdo de adesinas em maior quantidade no parasito (Arroyo et al., 1993). E
esta producao € positivamente relacionada ao aumento da citoaderéncia de T.
vaginalis. Além disto, a partir do primeiro parasito aderido a célula hospedeira,
rapidamente esta célula hospedeira passa a estar colonizada por mais
parasitos (Arroyo et al., 1993). Portanto, o demonstrado neste trabalho e o que
€ descrito na literatura, propdéem que o evento de aderéncia de T. vaginalis a
IEC-6, desencadeia uma mudanca morfoldégica neste parasito (da forma
elipsoidal para amebdide) e que esta nova morfologia é de extrema importancia

no curso da infeccao é esta interligado a varios outros processos.

7. Concluséao

Este trabalho demonstra que T. vaginalis expbe PS por parte de sua
populacdo de trofozoitos interferindo positivamente na infeccdo da IEC-6. Essa
exposicdo de PS reduz a producdo de NO por IEC-6 ativadas por IFN-y
caracterizando um mecanismo de evasdo da acdo efetora da célula
hospedeira. Além disto, demonstra-se que este parasito interfere na producao
de NO a nivel de expressédo enziméatica, reduzindo a expressado da iNOS. Este
trabalho também reforca a intima relacdo entre adeséo deste parasito a célula
hospedeira e mudanca morfoldégica para forma amebdide. Estd mudanca
morfologica possivelmente influéncia no processo infectivo. Sendo assim, todos
estes eventos, indicam que T. vaginalis pode ser mais um exemplo de
protozoario parasito que apresenta o recurso de mimetismo apoptético ou
morte celular altruistica, j& descrito em outros protozoarios parasitos, porém

para futuras afirmacgdes, mais estudos se fazem necessarios.
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