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RESUMO

Toxoplasma gondii é um protozodario intracelular obrigatério capaz de infectar uma ampla gama de animais
de sangue quente, permanecendo como um problema global de satide publica. Compreender os mecanismos
subjacentes a interagdo parasita—célula hospedeira ¢é essencial para elucidar as etapas iniciais da infecgao.
Neste estudo, aplicamos microscopia de for¢a atomica (AFM) combinada a microscopia de fluorescéncia
para caracterizar, em resolu¢do nanométrica, os estagios iniciais da interagdo entre taquizoitos de T. gondii
(cepa RH) e células hospedeiras de mamiferos (LLC-MK2 e HFF). Um protocolo de fixa¢do otimizado
com 4% de formaldeido e 1% de glutaraldeido assegurou a preservagdo morfologica, mantendo
propriedades mecanicas adequadas para andlise topografica. A avaliacdo quantitativa de 100 células por
experimento revelou que, apos 15 minutos de incubagao, a maioria dos taquizoitos permaneceu aderida a
superficie das células hospedeiras, com menor nimero em contato ou totalmente internalizados. As imagens
obtidas por AFM revelaram a participagdo da célula hospedeira durante a invasdo, mostrando invaginacdes
localizadas da membrana, proje¢des do conodide e numerosas extensdes ricas em actina semelhantes a
filopddios e nanotubos de tunelamento, direcionadas ao parasita. O mapeamento nanomecéanico demonstrou
padrdes distintos de altura e elasticidade na interface hospedeiro—parasita, indicando remodelamento ativo
do citoesqueleto e engajamento da membrana durante a internalizacdo. Esses resultados destacam a AFM
como uma abordagem complementar poderosa a microscopia de fluorescéncia, fornecendo insights inéditos
sobre a topografia, elasticidade e remodelamento dindmico das membranas celulares durante a invasao por
T. gondii. A compreensdo dessas interagdes estruturais e mecanicas contribui para elucidar os determinantes
iniciais da infecc¢ao e pode auxiliar na identificagao de novos alvos terapéuticos.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Microscopia de forca atdmica; Interacdo hospedeiro—parasita;
Invasdo celular; Nanomecanica; Remodelamento do citoesqueleto.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii é um protozodrio intracelular obrigatério de distribuicdo mundial, altamente
eficiente em seu processo de invasdo, com capacidade de infectar uma ampla variedade de vertebrados
homeotérmicos, aves e animais de importancia econdomica (Dubey, 2010; Montoya & Liesenfeld, 2004).
No Brasil, a infec¢do por 7. gondii apresenta alta prevaléncia em todas as regioes, afetando tanto humanos
quanto animais domésticos (Dubey et al., 2012; Pena et al., 2008).

O processo de invasdo do 7. gondii nas células hospedeiras ocorre em menos de 20 segundos e é
caracterizado por um mecanismo de penetragdo ativa mediado por proteinas secretorias provenientes de
complexos apicais, como micronemas, roptrias ¢ granulos densos (Carruthers & Boothroyd, 2007; Lorenzi
et al., 2016). Forma-se uma jungdo mével como resultado da forte associagdo entre a extremidade apical do
parasita e a superficie da célula hospedeira, durante a qual o parasita secreta proteinas de adesdo e
ancoragem na membrana da célula hospedeira, levando a sua internalizagdo dentro de um vacuolo
parasitéforo (Dubey, 2021; de Souza & Portes in Martins-Duarte & Adesse, 2021).

Entre as metodologias disponiveis para estudos morfoldgicos e topograficos dessas interagdes, a
microscopia de for¢a atdbmica (AFM) destaca-se como uma ferramenta promissora. Essa técnica possibilita
a visualizagao da superficie celular em alta resolugao, permitindo analises tridimensionais € nanomecanicas
de eventos como adesdo, invagina¢do da membrana e formacao de estruturas associadas ao citoesqueleto
durante o processo de invasdo (Binnig et al., 1986; Hoh & Engel, 1993; Cappella & Dietler, 1999). A AFM
tem sido aplicada com sucesso ao estudo de protozoarios como Plasmodium e Giardia e, mais
recentemente, as investigacdes das interacdes de 7. gondii com células hospedeiras (de Souza & Rocha,
2011).

Neste estudo, empregamos a microscopia de for¢a atdmica para caracterizar, com alta resolugdo, os
eventos iniciais de intera¢do entre taquizoitos da cepa RH de T. gondii e células epiteliais LLC-MK2 e
fibroblastos HFF. O objetivo foi mapear, em niveis topograficos e nanomecanicos, as alteracdes na
superficie da célula hospedeira e as estruturas envolvidas na formagao da jun¢do moével, visando aprofundar
a compreensao morfologica desse processo crucial de infecgao.

Compreender a interagdo inicial entre uma célula hospedeira e um parasita intracelular ¢ essencial,
pois os determinantes envolvidos podem ser explorados como potenciais alvos terapéuticos para bloquear
a infecgcdo em seus estagios mais precoces, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias inovadoras
de tratamento. Considerando a existéncia de diferentes processos possiveis de invasdo pelo parasita,
buscamos descrever com maior detalhe os eventos associados a invasdo. Para isso, foram utilizados
taquizoitos da cepa RH e as linhagens celulares LLC-MK2 e HFF. Por meio da sincronizagao dos eventos
de entrada, optamos por realizar nossas analises apds 15 minutos de interacdo. As andlises incluiram

microscopia de fluorescéncia para quantificar a entrada dos taquizoitos nas células hospedeiras e
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microscopia de forca atdmica. ApoOs a sincronizagdo, observamos a participacao da célula hospedeira na
internalizacdo do parasita, numerosas projecdes celulares envolvidas durante a entrada e nanotubos

projetados da célula hospedeira em direg¢@o ao parasita.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 CELULAS HOSPEDEIRAS

Foram utilizadas duas linhagens distintas de células hospedeiras: células epiteliais de rim de macaco
rhesus (Macaca mulatta), LLC-MK2 (ATCC — CCL7, Rockville, MD/USA), cultivadas em meio RPMI
1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino; e células fibroblasticas de prepucio humano, HFFI,
cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Invitrogen, Carlsbad, CA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor (Hyclone, Logan, UT), 1% de
estreptomicina e penicilina, ¢ 2 mM de L-glutamina (Sigma). As culturas foram mantidas a 37 °C em

atmosfera umidificada com 5% de CO..

2.2 PARASITAS
Taquizoitos da cepa RH de T. gondii foram mantidos por passagens seriadas em células LLC-MK2
confluentes. Dois a trés dias apds a infec¢@o, os parasitas obtidos do sobrenadante foram centrifugados a

1000 x g por 10 minutos, ressuspensos em meio RPMI e contados utilizando cdmara de Neubauer.

2.3 INTERACAO PARASITA-CELULA HOSPEDEIRA

Um dia antes dos experimentos de interacdo, 5 x 10° células foram plaqueadas sobre laminulas de
vidro redondas estéreis em placas de 24 pocos ou distribuidas em frascos de cultura de 25 cm?. Em seguida,
as c€lulas foram lavadas trés vezes com solugdo tampao fosfato (PBS), e os parasitas foram adicionados na
proporcao de 50:1 (parasitas:célula). Posteriormente, as culturas foram incubadas a 4 °C por 30 minutos
para sincronizar a invasdo do parasita. Apos esse periodo, as células foram transferidas para incubadora a
37 °C e incubadas por aproximadamente 19 minutos. Nessa etapa, com o meio atingindo cerca de 20 °C, o
parasita recupera a motilidade e interage com a célula, sincronizando os eventos de entrada. Apos 15

minutos de interagdo, as células foram processadas para anélises microscépicas.

2.4 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Ap0s a sincronizagao dos eventos de entrada entre 7. gondii e células hospedeiras, as amostras foram
fixadas em formaldeido a 4% em tampao PBS (pH 7,5) por 15 minutos a temperatura ambiente. As células
foram lavadas trés vezes com PBS (pH 7,5) e permeabilizadas com Triton X-100 a 0,1% em PBS contendo

3% de albumina bovina (BSA) por 10 minutos, repetido trés vezes. Apds a permeabilizagdo, as amostras
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foram novamente lavadas trés vezes com PBS (pH 7,5) e incubadas durante a noite a 4 °C com anticorpo
primario anti-SAG (antigeno de superficie do taquizoito) diluido 1:500. No dia seguinte, as amostras foram
lavadas trés vezes com PBS (pH 7,5) e incubadas com anticorpo secundario anti-camundongo conjugado
com Alexa Fluor 546 (1:1000) por 2 horas a temperatura ambiente, protegido da luz. As observacdes foram

realizadas em modo confocal utilizando microscopio Zeiss Elyra PS.1 LSM 710 (Alemanha).

2.5 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

As amostras foram fixadas em solucdo contendo 1% de glutaraldeido e 4% de formaldeido em
tampao fosfato de soédio (pH 7,2) por 1 hora, lavadas com PBS (pH 7,2) e pos-fixadas por 1 hora em
tetroxido de O6smio a 1% em tampdo fosfato, protegidas da luz. As células foram desidratadas em
concentragdes crescentes de acetona (30% a 100%) por 10 minutos em cada etapa e secas por ponto critico
com COs2. As imagens foram obtidas a temperatura ambiente utilizando microscopio de varredura Bruker
Dimension Icon Scanning Probe. Foram utilizados cantiléveres com constantes de mola entre 0,4 N/m e 2
N/m. Para andlise das propriedades nanomecanicas, foi realizada calibragdo completa do cantiléver. Para
minimizar danos e ruidos, as imagens foram adquiridas com frequéncia de varredura de aproximadamente
1 Hz e resolucdo de 512 x 512 pixels. Para auxiliar nas andlises, a matriz de dados que gera imagens
planificadas foi transformada em visualizagdo tridimensional, proporcionando melhor interpretacdo dos

dados obtidos por AFM (de Souza & Rocha, 2011).

3 RESULTADOS

A ultraestrutura da invasdo de Toxoplasma gondii em células hospedeiras foi observada por meio de
microscopia de fluorescéncia e imagens topograficas geradas por AFM, nas quais foram analisados os
eventos iniciais de interacdo e até mesmo o processo de invasdo do parasita, evidenciando claramente a
participagdo da célula hospedeira. A fixa¢do adequada ¢ critica para preservar a morfologia celular e obter
imagens de alta qualidade. Neste estudo, diferentes combinagdes de formaldeido e glutaraldeido foram
testadas para identificar o protocolo mais eficaz na manutengdo da integridade estrutural das amostras,

conforme mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Concentra¢des de formaldeido e glutaraldeido utilizadas sob diferentes condigdes experimentais. Cada condigdo
corresponde a uma combinacdo especifica de concentragdes de fixadores aplicadas as amostras celulares. As barras representam
a porcentagem de cada fixador. Os dados s@o representativos de protocolos padronizados para preservagdo morfologica

Concentragdo de Formaldeido e Glutaraldeido por Condigao
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Fonte: Autor (2025).

Entre as formulacdes testadas, altas concentragdes de glutaraldeido (>2,5%) asseguraram excelente
preservagao ultraestrutural, mas comprometeram a topografia. Combinagdes balanceadas (2% FA /2% GA)
proporcionaram boa preservagdo estrutural; entretanto, quando o cantiléver entrou em contato direto com a
amostra, houve perda significativa de informagdes topograficas, reduzindo a fidelidade dos dados. Em
contraste, a formulagdo 4% FA / 1% GA mostrou-se mais adequada para este ensaio, pois preservou a
morfologia geral tanto das células hospedeiras quanto dos parasitas, minimizando o enrijecimento
excessivo. Isso permitiu a visualiza¢ao precisa da interface hospedeiro—parasita € manteve a adequagao
para estudos morfologicos. Assim, embora fixadores ricos em GA sejam preferiveis para microscopia
eletronica de alta resolugdo, a escolha final de 1% GA + 4% FA representou a melhor estratégia para
equilibrar preservagao estrutural com os requisitos dos estudos de interacao 7. gondii—hospedeiro por AFM.

Com o protocolo de fixagdao para AFM estabelecido, 100 células por experimento foram analisadas
em triplicata, e os taquizoitos de 7 gondii foram classificados conforme o estagio de interacdo: adesao,
contato e internaliza¢do. Apos 15 minutos de incubagdo, os parasitas estavam predominantemente aderidos
a superficie da célula hospedeira, seguidos por aqueles em contato € um niamero menor de parasitas
internalizados. A analise estatistica (ANOVA com teste de Tukey) revelou diferengas significativas entre os
grupos (p < 0,05), indicando que o tempo experimental foi suficiente para capturar fases distintas da entrada

do parasita, com énfase nos eventos iniciais de adesdo (Figura 2).
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Figura 2: Quantificagdo de taquizoitos de Toxoplasma gondii classificados conforme sua interagdo com células hospedeiras apos
15 minutos de incubagdo. Os parasitas foram agrupados em trés categorias: aderidos (fixos a superficie celular), em contato (em
processo de entrada) e internalizados (completamente dentro da célula). Os dados representam a média + desvio padrio de trés
experimentos independentes, com n = 100 células analisadas por condigo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA seguida
do teste de Tukey, considerando p < 0,05 como significativo.
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Fonte: Autor (2025).

A microscopia de fluorescéncia foi utilizada para visualizar o processo de invasdo. A marcagdo do
antigeno de superficie (SAG) permitiu observar a interagdo inicial entre o taquizoito e a célula hospedeira.
Nas imagens obtidas, a membrana da célula hospedeira apresentou invaginacdo localizada no ponto de
contato com o parasita, indicativa da formac¢ao da jun¢do mével — estrutura essencial para o processo ativo

de internalizagdo promovido por T. gondii (Figura 3).
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Figura 3. Microscopia de fluorescéncia mostrando marcagdo do antigeno de superficie de Toxoplasma gondii (SAG) durante os
eventos iniciais de invasdo. Observa-se invaginacdo da membrana da célula hospedeira no ponto de contato com o taquizoito,
sugerindo o local de formagao da estrutura conhecida como jungdo moével.

Fonte: Autor (2025).

Nos estagios iniciais do processo de invasao, que consiste no reconhecimento celular (Figura 4a)
seguido pela adesdo do parasita (Figura 4b), ocorre a projecao do conodide (Figura 4c¢) juntamente com a
secrecdo de proteinas necessarias para a formacao da juncdo movel. Durante esses eventos iniciais, também

foram observadas proje¢des da membrana da célula hospedeira envolvendo o parasita (Figuras 4c e 4d).

Figura 4. Ultraestrutura de 7. gondii por AFM interagindo com células LLC-MK2. a. Fixado com formaldeido apos 15 minutos
de interagdo, mostrando todo o corpo do taquizoito com condide (seta) interagindo com a célula hospedeira. b. Maior aumento
da proje¢do do conoide (seta). c. Seta indica o conodide na superficie da célula hospedeira. d. Cabega de seta mostra projegdes da
membrana da célula hospedeira proximas a regido de contato com o parasita.

Fonte: Auor (2025).
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Na Figura §, observam-se proje¢oes semelhantes a filopodios emitidas pela célula hospedeira em
regides de contato com 7. gondii. A andlise das imagens de AFM revelou sinais distintos de altura e
elasticidade nessas areas, indicando a presenga de possiveis filamentos direcionados ao parasita. Essas
estruturas sdo consistentes com nanotubos de tunelamento — extensdes ricas em actina comumente

associadas a eventos de adesdo e reconhecimento celular.

Figura 5. ProjecOes semelhantes a filopddios emitidas pela célula hospedeira em regides de contato com o parasita. Sinais de
altura e elasticidade proximos a essas regides sugerem possiveis filamentos emitidos pela célula hospedeira (seta). Barra de
escala: 1 um.

Modulos

Source: Author's own work (2025).

A andlise topografica revelou internalizagdo lateral do parasita, com o taquizoito assumindo uma
forma de “meia-lua” (Figura 6a). Multiplas proje¢des da membrana da célula hospedeira também foram
observadas nessa regido (Figura 6b), aparecendo em todas as areas de contato com o parasita, formando

um padrao sustentado pelos dados de adesdo e altura (Figuras 6c¢ e 6d).

Figura 6. Representacdo tridimensional de imagens de altura durante a invasdo do taquizoito, observada utilizando uma sonda
de ponta unica. A. As setas indicam projegdes da célula hospedeira, e a orientagao lateral do parasita ¢ marcada com um asterisco
durante a entrada. C. Na cabeca da seta, o taquizoito esta cercado pela membrana da célula hospedeira, indicada por uma seta,

com numerosas proje¢des nessa regido de entrada. D. Projecdes das células hospedeiras durante a entrada via AFM.
a .
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Source: Autor (2025).
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A densidade superficial na regido de entrada do taquizoito foi maior em comparacao as regioes
apenas de adesdo. Na Figura 7, as leituras do sinal de elasticidade permitiram diferenciar entre regides da
membrana da célula hospedeira — aquelas com sinais de elasticidade mais elevados correspondendo a
membrana que envolve o parasita, enquanto a por¢ao nao internalizada emitiu sinais de elasticidade mais

baixos.

Figura 7. Membrana da célula hospedeira envolvendo taquizoitos de 7. gondii observada por AFM com dados de altura,
deformag@o e elasticidade. A seta indica a membrana da célula hospedeira envolvendo o parasita, com a cabega da seta mostrando
a parte do corpo do parasita ainda ndo englobada.
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Fonte: Author (2025).

Durante a varredura, a sonda do cantiléver percorreu o parasita; apos sua remog¢do, sinais de
deformacao foram detectados na area anteriormente ocupada pelo parasita, indicando possivel rearranjo da

superficie da membrana da célula hospedeira no local de adesdo e contato (Figura 8).

Figura 8. Superficie da célula hospedeira apos varredura do parasita pela sonda. O asterisco marca a area que, antes da varredura,
correspondia ao local de ancoragem do taquizoito na célula hospedeira, que foi inesperadamente removida durante o processo
com o cantiléver.

Altura Deformacao Elasticidade

’
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Fonte: Autor (2025).
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4 DISCUSSAO

O estudo das interagdes entre protozodrios patogénicos e células hospedeiras — especialmente
aqueles capazes de penetrar e se replicar intracelularmente — tem sido foco de pesquisas extensivas. No
caso de Toxoplasma gondii, evidéncias indicam que ele pode ser internalizado por diversos tipos celulares;
entretanto, a simples entrada ndo garante sucesso na infeccdo e multiplicagdao intracelular. Para que a
infec¢do seja bem-sucedida, ¢ necessario um mecanismo ativo de invasdo envolvendo os organelos apicais
do parasita. Neste trabalho, analisamos dados observaveis do processo inicial de intera¢dao utilizando
microscopia de for¢a atdmica, com foco nos primeiros quinze minutos de interacao, periodo previamente
demonstrado como associado a diversas morfologias celulares (Teles et al., 2023).

A escolha da concentragdo de fixadores € critica para a preservagao morfoldgica, antigenicidade e
rigidez celular, particularmente em estudos de interacdes entre células de mamiferos e 7 gondii. Na busca
por um protocolo de fixacdo eficiente e padronizado, diferentes combinagdes de formaldeido (FA) e
glutaraldeido (GA) foram avaliadas para otimizar a preservagdo morfoldgica sem comprometer a
integridade estrutural. A analise comparativa de quatro formulagdes — (1) 4% FA + 1% GA, (2) 2% FA +
2% GA, (3) 1% FA + 2,5% GA ¢ (4) 1% FA + 4% GA — revelou que altas concentragdoes de GA, embora
promovam excelente preservacao ultraestrutural, causaram enrijecimento excessivo que limitou as analises
de elasticidade.

Por outro lado, a formulagdo 4% FA + 1% GA apresentou o melhor desempenho geral: preservou a
morfologia celular, evitou perda de material durante o contato com o cantiléver e minimizou artefatos
estruturais. Esse equilibrio entre fixadores e resposta da amostra tornou a combinag¢ao ideal para analises
topograficas baseadas em AFM, sendo, portanto, adotada como protocolo padrdo para as analises
subsequentes. Técnicas microscopicas tradicionais tém sido amplamente empregadas para estudar as
interacoes 7. gondii—célula hospedeira (Dubey, 2021; de Souza & Portes in Martins-Duarte & Adesse, 2021;
Teles, 2023). Contudo, a maioria concentra-se no desenvolvimento do parasita dentro do vacuolo
parasitoforo.

Nossas observagdes por AFM corroboram a participa¢do ativa da célula hospedeira durante a
interacdo com o taquizoito. Essa metodologia foi inicialmente aplicada por Aikawa (1997) para examinar
interagdes Plasmodium—eritrocito e, posteriormente, estendida a outros protozoarios (de Souza & Rocha,
2011). Os sinais capturados pela sonda indicaram aumento da elasticidade em regides onde o taquizoito
estava parcialmente recoberto pela membrana da célula hospedeira. Considerando que 7. gondii possui uma
pelicula trilaminar (Cintra & de Souza, 1985), essa sobreposicao explica o aumento observado na
elasticidade no contato sonda—amostra, enquanto sinais reduzidos de altura e elasticidade na regido inferior

sugerem areas do corpo do parasita ainda ndo totalmente internalizadas.
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Diversas alteragdes na superficie da célula hospedeira foram detectadas durante a varredura.
Dependendo da morfologia e do contexto celular, essas protrusdes podem ser classificadas como
microvilosidades, lamelipddios, filopddios ou cones de crescimento (Condeelis, 1993). A biogénese dessas
estruturas depende da organizacdo do citoesqueleto e desempenha papéis essenciais na motilidade celular
e na endocitose (Pantaloni et al., 2001), processos também associados a entrada passiva de 7. gondii (Portes
et al., 2019).

Os processos protrusivos requerem um sistema especializado de filamentos de actina que
impulsiona o movimento da membrana. Os filamentos de actina sdo polarizados e, ao se ligarem a miosina,
alongam-se rapidamente, empurrando a membrana para frente (Pantaloni et al., 2001). Embora ambos
sejam proje¢oes de membrana relacionadas ao citoesqueleto, os filopddios t€m sido descritos em diversos
contextos bioldgicos.

Por meio da microscopia de forga atomica, observamos que, apés a varredura de um taquizoito
aderido, a superficie da membrana da célula hospedeira sofreu reorganizacao, indicando ancoragem do
parasita. Durante a interacdo 7. gondii—célula hospedeira, ocorre intenso remodelamento na area de contato,
envolvendo as estruturas mencionadas e outras, ressaltando a necessidade de novas abordagens e técnicas

para compreender plenamente as interagdes hospedeiro—parasita.
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