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Resumo 

A transmissão transplacentária de Toxoplasma gondii causa uma das formas mais graves 

da infecção pelo protozoário. A habilidade do parasito em sobreviver no interior da célula 

hospedeira depende da capacidade do mesmo de manipular diversas vias intracelulares, 

entre elas, a apoptose e a proliferação celular. T. gondii é capaz de bloquear a apoptose da 

célula hospedeira através da interação com vias de sinalização anti-apoptótica da célula. 

Entretanto a desregulação na incidência de apoptose, durante a gestação, está associada 

com alterações na morfologia e nos processos fisiológicos da placenta. Dessa forma, 

realizou-se reações imunohistoquímica para analisar a incidência de apoptose e 

proliferação celular em células trofoblásticas (linhagem BeWo) infectadas com a cepa de 

alta virulência RH e de baixa virulência ME49, de T. gondii. Analisou-se também em 

células infectadas e não infectadas a presença de caspase 3 ativa. Células infectadas com a 

cepa RH apresentaram índices de apoptose menores do que o controle, enquanto que, em 

células infectadas com a cepa ME49 o índice de apoptose foi maior do que o observado em 

células não infectadas. Além disso, detectou-se caspase 3 ativa tanto em células infectadas 

com ambas as cepas, quanto nas não infectadas, nos três tempos de infecção analisados. Os 

índices de proliferação celular foram maiores em células infectadas com a cepa ME49 do 

que os observados no controle e em células infectadas com a cepa RH. Esses resultados 

sugerem que cepas de alta virulência, como a RH, possuem possível mecanismo de 

retardar ou inibir a apoptose, como uma estratégia de evasão e de manutenção do interior 

da célula hospedeira. Ao contrário, células infectadas com a cepa de baixa virulência 

ME49 apresentaram maiores índices de apoptose indicando que essa cepa apresenta um 

papel oposto na interferência do processo apoptótico da célula hospedeira, e atua induzindo 

a morte celular, o que pode estar associado com um possível mecanismo atenuador da 

infecção. Dessa forma, nós concluímos que as cepas RH e ME49 possuem 

comportamentos opostos na incidência de apoptose e proliferação celular de células 

trofoblásticas. 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, células trofoblásticas, proliferação celular, apoptose.
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Abstract 

Transplacental transmission causes one of the most severe forms of infection with 

protozoan parasite Toxoplasma gondii. The ability of the parasite to survive intracellularly 

largely depends on the blocking of different proapoptotic signaling cascade of its host cell. 

However, alterations in the incidence of apoptosis, during pregnancy, are associated with 

abnormal placental morphology and function. Thus, were analyzed the incidence of 

apoptosis and cell proliferation in trophoblastic cell (BeWo line) infected with a high 

virulent RH and low virulent ME49 strains of T. gondii.  For this, immunohistochemistry 

to determine the apoptosis and cell proliferation index was done. Besides that, was 

detected active caspase 3 in infected and non-infected cells. Cells infected with RH strain 

showed an apoptosis index lower than the control, whereas cells infected with ME49 strain 

this index was higher than non-infected cells. Moreover, were detected active caspase 3 in 

cells infected with both RH and ME49 strain and in non-infected cell, in all analyzed times 

of infection. Besides that, the cell proliferation indexes were higher in cells infected with 

ME49 strain than the index observed in control and RH strain-infected cells. These results 

suggest that the high virulent strain RH of T. gondii demonstrated a possible mechanism of 

delay or inhibits the apoptotic process, as an evasion strategy and a mechanism of the 

parasite to maintenance in the host cell. In contrast, cells infected with ME49 strain 

presented higher apoptosis index, indicating that this strain have an opposite mechanism 

and induces apoptosis of the host cell, which can be associated with a protector mechanism 

of this low virulent strain of T. gondii. So, we concluded that RH and ME49 strain have 

opposing behaviors in the incidence of apoptosis and cellular proliferation in trophoblastic 

cells.  

Key-words: Toxoplasma gondii, trophoblast cell, cell proliferation, apoptosis. 
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1. Introdução 

1.1 Toxoplasma gondii 

Toxoplasma gondii é um protozoário cosmopolita que pertence ao filo 

Apicomplexa, parasito intracelular obrigatório capaz de infectar amplo espectro de 

hospedeiros, que incluem todos os animais de sangue quente e alguns invertebrados 

(DUBEY, 2004). T. gondii foi descrito no mesmo ano em dois países diferentes. Splendore 

(1908) descreveu a espécie em coelhos, no Instituto Biológico de São Paulo, no Brasil e 

Nicolle & Manceaux (1908) no roedor africano Ctenodactylus gundi, no Instituto de 

Pasteur, na Tunísia (NEVES, 2005). 

T. gondii possui estrutura alongada com forma curvilínea ou crescente, pode 

também apresentar um formato oval, indicando o início do processo de divisão celular 

(REY, 2001). Há presença de um núcleo, situado na região central do parasito ou mais 

próximo da extremidade posterior, e as demais organelas típicas de células eucariontes, 

além de outras típicas do parasito. O protozoário apresenta dois sistemas de membrana, 

uma externa simples e uma interna dupla formada pelo acoplamento de duas membranas 

unitárias. A membrana externa é contínua, enquanto a interna é fenestrada e incompleta, 

principalmente no pólo anterior do parasito (DUBEY et al., 1998; NEVES, 2005). 

Na região anterior do parasito localiza-se o aparelho apical, que consiste em uma 

prega na membrana plasmática que delimita uma depressão central. Logo abaixo dessa 

depressão há uma organela chamada conóide, em forma de cone e composta por três anéis 

de microtúbulos, sendo dois na região apical propriamente dita e um situado 

posteriormente, conhecido como anel polar. Do anel polar parte uma rede de citoesqueleto 

subpelicular, composto por 22 microtúbulos que se dispõem de maneira espiral sob o 

complexo da membrana interna e se estendem em sentido á região posterior do parasito. 

Além de manter a forma do parasito, estas estruturas estão envolvidas com a motilidade e 

direcionamento de vesículas secretórias durante o mecanismo de invasão. (DUBEY et al., 

1998; HU et al, 2006). 

Na parede interna do conóide existem dois microtúbulos justapostos entre si que 

acompanham toda a extensão desta organela. Dentro desta estrutura estão as micronemas e 

as roptrias (LERICHE; DUBREMETEZ, 1990; NEVES, 2005). A proteólise induzida por 

essas organelas está intimamente associada com a invasão de T. gondii à célula hospedeira 

(CARRUTHERS, 2006). 
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As micronemas são organelas secretoras de moléculas adesivas e localizam-se na 

região apical do parasito, abaixo do complexo da membrana interna. Essas organelas atuam 

no reconhecimento e na adesão inicial do parasito aos receptores de superfície da célula 

hospedeira (CARRUTHERS, 2002; NEVES, 2005). Onze proteínas de micronemas já 

foram descritas (MIC1 a MIC11), sendo que as MIC-1, MIC-4 e MIC-6 possuem 

propriedade de adesão celular. Já a proteína MIC-2 está presente em todos os estágios 

invasivos do parasito e possui um importante papel no reconhecimento da célula 

hospedeira (CARRUTHERS, 2002; SIBLEY, 2004). 

As roptrias, em número de 4 a 10 organelas, são encontradas na região anterior do 

núcleo do parasito e são constituídas por formações membranosas de extremidades 

dilatadas (LICKE et al., 1975; BLACK; BOOTHROYD, 2000). Já foram descritas vinte e 

nove proteínas de roptrias (ROP1 a ROP29) e elas estão associadas à internalização do 

parasito à célula hospedeira. Seu conteúdo protéico é liberado durante a invasão 

propriamente dita do parasito e na formação do vacúolo parasitóforo (BOOTHROYD; 

DUBREMETZ, 2007). Isso é feito através da liberação de enzimas proteolíticas, como 

ROP-1 ou PEF (fator de incremento de penetração), que atuam na digestão de proteínas da 

membrana celular do hospedeiro (KIM; WEISS, 2004). Além disso, as roptrias liberam seu 

conteúdo protéico no citoplasma da célula hospedeira e atuam na formação do vacúolo 

parasitóforo ficando associadas a ele, garantindo a natureza não fusogênica do vacúolo, 

além de atuarem no recrutamento de mitocôndrias (CARRUTHERS, 2002; SINAI, 2008). 

A primeira proteína liberada pelas roptrias a ser identificada foi a ROP-2, que é uma 

proteína transmembrânica do vacúolo parasitóforo e fica exposta no citoplasma da célula 

hospedeira. A ROP-2 possui importante função, já que é ela quem faz a associação da 

mitocôndria da célula hospedeira ao vacúolo parasitóforo (HAJJ et al., 2006). Além disso, 

as roptrias estão associadas com a virulência de T. gondii. Recentemente, demonstrou-se 

que a ROP18 é proteína determinante nas cepas de alta virulência (BRADLEY; SIBLEY, 

2007).  

Além das roptrias e micronemas, há no citoplasma destes parasitos estruturas 

envoltas por membranas de conteúdo elétron-denso. Tais estruturas denominam-se 

grânulos densos e contém uma família de glicoproteínas de diferentes pesos moleculares 

(GRA1 a GRA10). Uma das funções destes grânulos é a liberação de glicoproteínas no 

vacúolo parasitóforo, possibilitando ao parasito se evadir das respostas imunes da célula 

hospedeira (CORTEZ et al., 2005; CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007).    
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1.2 Interação parasito - célula hospedeira

T. gondii, assim como outros parasitos do filo Apicomplexa, invade a célula alvo 

por meio de mecanismo ativo, diferentemente da forma de invasão da maioria dos 

microorganismos intracelulares. Vírus e bactérias intracelulares necessitam da participação 

da célula hospedeira através de vias endocíticas ou fagocíticas. Ao contrário, T. gondii

penetra ativamente na célula do hospedeiro por um processo dependente de actina e 

miosina do parasito (DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1996; CARRUTHERS, 2002; SIBLEY, 

2004). 

 O processo de invasão é rápido e leva cerca de 5-30 segundos e inicia-se com o 

reconhecimento do parasito à célula alvo. Em seguida, há adesão da região apical do 

parasito à membrana plasmática da célula hospedeira, por meio de proteínas adesivas 

secretadas pelas micronemas. Após a adesão, as roptrias iniciam a liberação de enzimas 

proteolíticas que auxiliam o parasito na invasão propriamente dita da célula hospedeira 

(SIBLEY, 2004; SINAI, 2008). 

 A penetração celular de T. gondii se dá através de um processo de motilidade 

denominado “gliding”, que consiste de movimentos espiralares do parasito e independem 

da maquinaria da célula hospedeira (CARRUTHERS, 2006). Esse processo é dependente 

da polimerização dos filamentos de actina e é intensificado por moléculas de miosina. 

Assim, os componentes do citoesqueleto do parasito possuem importância fundamental na 

motilidade de T. gondii (BARRAGAN; HITZIGER, 2007). 

 O processo de invasão resulta no estabelecimento do vacúolo parasitóforo, que é 

formado pela membrana plasmática da célula hospedeira. Após a invasão, proteínas dos 

grânulos densos (GRA) são liberadas para o interior do vacúolo e constituem a base das 

vias secretoras (LALIBERTÉ; CARRUTHERS, 2008; SINAI, 2008). O vacúolo 

parasitóforo é uma estrutura de proteção contra a fusão de vesículas endocíticas e 

lisossomais. Além disso, as proteínas do vacúolo garantem a aquisição de nutrientes e o 

recrutamento das organelas do hospedeiro, como mitocôndria e retículo endoplasmático 

(LALIBERTÉ; CARRUTHERS, 2008). 

 Estudos realizados em culturas de células infectadas por T. gondii demonstraram 

que, durante a proliferação do parasito e o desenvolvimento do vacúolo parasitóforo há 

alterações na distribuição de elementos do citoesqueleto da célula hospedeira (LI et al., 

2006). Além dessas alterações, T. gondii interfere em diversos mecanismos da célula 
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hospedeira, como a regulação da glicólise, metabolismo de lipídeos e colesterol, regulação 

do ciclo celular e apoptose (LÜDER et al., 2008). 

  

1.3 Formas Infectantes e Ciclo Biológico

Toxoplasma gondii possui três formas infectantes: taquizoítas, bradizoítas e 

esporozoítas. Os taquizoítas apresentam-se na forma oval ou crescente, possuem uma das 

extremidades mais afilada e a outra arredondada. Os taquizoítas medem cerca de 2 – 4µm 

de largura e 4 – 8µm de comprimento e apresentam um núcleo em posição central 

(MONTOYA; LIESENFELD, 2004; NEVES, 2005). Taquizoíta é a forma de 

multiplicação rápida do parasito, pelo processo de endodiogenia (Neves, 2005). Desta 

forma, os taquizoítas constituem a forma invasiva de T. gondii, responsável pelas 

manifestações da fase aguda da infecção. Nesta fase da infecção ocorre parasitemia, 

podendo causar as manifestações clínicas da toxoplasmose. Na fase aguda da doença é 

possível encontrar taquizoítas no sangue, linfa, exsudatos e secreções, bem como em 

diversos tipos celulares do organismo do homem e de animais (FARHAT et al., 1998; 

MONTOYA; LIESENFELD, 2004). 

Os bradizoítas são morfologicamente idênticos aos taquizoítas, porém, possuem 

multiplicação lenta e expressam algumas moléculas estágio – específicas, como BAG-1, 

CST-I e LDH2. Os bradizoítas ficam protegidos dentro de cistos e por isso são mais 

resistentes à pepsina, tripsina e ao sistema imunológico. Além disso, os bradizoítas 

possuem vacúolos citoplasmáticos que provavelmente armazenam carboidrato 

(amilopectina), que é importante na fase de latência. O núcleo dos bradizoítas é situado na 

região posterior, diferentemente dos taquizoítas que possuem núcleo na região central. 

(MCLEOD et al., 1991; DUBEY, 2004; MONTOYA; LIESENFELD, 2004; EATON et 

al., 2006). Essa forma de T. gondii é encontrada no interior de cistos que são formados nos 

tecidos do hospedeiro. Esses cistos possuem tamanho variado, que vai de 5 a 70µm e 

podem conter de centenas a milhares de bradizoítas em seu interior (DUBEY, 2004). Além 

disso, os cistos teciduais são geralmente encontrados na fase crônica da toxoplasmose 

também chamada de período de latência da infecção (NEVES, 2005). 

Os cistos podem permanecer nos tecidos por toda a vida do hospedeiro. Caso haja 

uma imunossupressão, há conversão de estágio de bradizoítas para taquizoítas, que voltam 

a se multiplicar rapidamente, são liberados e há disseminação do parasito no organismo 

sob a forma de taquizoítas (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005). 
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Os oocistos são esféricos, medem cerca de 10-12µm e possuem uma parede dupla 

muito resistente ao meio ambiente. A liberação desses oocistos, pelas fezes dos felídeos, 

ocorre em um período de 7 a 21 dias após a ingestão de parasitos, e quando liberados estão 

imaturos. Após a esporulação, que ocorre no meio ambiente em cerca de 1 – 5 dias após 

serem liberados, os oocistos passam a conter em seu interior dois esporocistos, com quatro 

esporozoítos cada, tornando-se infectantes (NEVES, 2002; DUBEY, 2004).  

Oocistos podem permanecer infectantes por mais de um ano após a esporulação, se 

estiverem em ambiente adequado, ou seja, locais úmidos e com altas temperaturas, em 

torno de 37°C (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005). Infecções em mamíferos aquáticos 

indicam que os oocistos são capazes de sobreviver também em águas marinhas (HILL; 

DUBEY, 2002).  

O ciclo biológico de T. gondii se processa em duas fases distintas: assexuada e 

sexuada. Os felídeos dos gêneros Felis e Lynx são os hospedeiros definitivos porque 

apresentam a fase coccidiana do ciclo, na qual ocorre uma etapa assexuada (merogonia) e 

uma sexuada (gamogonia). Já os outros animais, como mamíferos e aves, possuem apenas 

o ciclo assexuado do parasito e são considerados hospedeiros intermediários de T. gondii

(DUBEY et al., 1998; DUBEY, 2004; NEVES, 2005). 

Os felídeos podem se contaminar ao ingerir cistos teciduais contendo bradizoítas, 

oocistos maduros ou taquizoítas, dando início à fase enteroepitelial do ciclo, que ocorre em 

células epiteliais do intestino delgado desses animais (NEVES, 2005). Esses são os únicos 

animais capazes de eliminar oocisto de T. gondii nas fezes. Essa eliminação ocorre de 3 a 

10 dias após a ingestão de cistos teciduais, 18 dias após ingestão de oocistos e 13 dias após 

ingestão de taquizoítas. Quando há ingestão de taquizoítas ou oocistos cerca de 30% dos 

gatos passam a eliminar oocistos, no entanto, aproximadamente 100% passam a eliminar 

oocistos após ingerirem cistos teciduais (DUBEY et al., 1998). 

O ciclo induzido pela ingestão de bradizoítas é o melhor conhecido. Após a 

ingestão de cistos teciduais pelos felídeos, inicia-se a fase coccidiana do ciclo. A parede do 

cisto é digerida por enzimas proteolíticas no estômago desses animais, promovendo a 

liberação de bradizoítas que penetram nas células do estômago e do intestino. Nas células 

epiteliais do intestino, há o início da etapa assexuada do ciclo, na qual os parasitos 

começam a se multiplicar por meio do processo de endodiogenia (merogonia). Há então a 

formação de merozoítos no interior do vacúolo parasitóforo, esse conjunto recebe o nome 

de esquizonte maduro (DUBEY et al., 1998;DUBEY, 2004). 
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A etapa sexuada do ciclo coccidiano se inicia quando ocorre o rompimento da 

célula infectada com consequente liberação dos merozoítos. Estes penetram em outras 

células epiteliais e se transformam em formas sexuadas masculinas e femininas, que após a 

maturação formam os gametas femininos imóveis (macrogametas) e masculinos móveis 

(microgametas). Os microgametas saem das células e fecundam o macrogameta, presente 

em outras células. Depois da fertilização há formação de uma parede externa envolta do 

zigoto, dando origem ao oocisto imaturo que é liberado para o meio junto com as fezes dos 

felídeos (DUBEY, 2004; NEVES, 2005). 

A maturação do oocisto ocorre no meio externo em um período de 1 a 5 dias após a 

eliminação. Essa maturação ocorre através de um processo denominado esporogonia, que 

dá origem a esporozoítos no interior dos oocistos, tornando-os infectantes aos hospedeiros 

(REY, 2001; NEVES, 2005). 

Os hospedeiros intermediários como o homem, por exemplo, podem adquirir a 

infecção por diferentes maneiras. Através da ingestão de oocistos, que presentes no solo 

podem contaminar água e alimentos; ingestão de cistos teciduais presentes em carnes cruas 

ou mal cozidas; ingestão de taquizoítas que podem estar presentes em líquidos biológicos 

(saliva, leite, esperma); transplantes de órgãos e infecções transplacentárias (FERREIRA; 

ÁVILA, 2001; MONTOYA; LIESENFELD, 2004). 

Uma vez que o hospedeiro intermediário entra em contato com uma das formas 

infectantes de T. gondii, o parasito sofre intensa multiplicação e penetra em vários tipos 

celulares do organismo hospedeiro, local onde o parasito forma o vacúolo parasitóforo e se 

multiplica por endodiogenia formando novos taquizoítas. Estes rompem as células 

parasitadas e infectam outras células, essa fase proliferativa de taquizoítas é chamada de 

fase aguda da toxoplasmose. Através de mecanismos imunológicos do hospedeiro, ocorre 

diminuição da quantidade de parasitos circulantes no organismo e alguns taquizoítas 

evoluem para bradizoítas com a formação de cistos, característicos da fase crônica da 

doença. Se não houver nenhum distúrbio no sistema imunológico, essa fase pode se 

estender por toda a vida do hospedeiro (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; NEVES, 

2005).    
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1.4 Cepas de Toxoplasma gondii

Já foram descritas duas classes clonais de cepas, aquelas dominantes que possuem o 

genótipo identificado e que diferem em 1% de seus genes, e as exóticas, cujos genótipos 

diferem daquelas já identificadas (BOOTHROYD; GRIGG, 2002; VILLENA et al., 2004). 

Na classe clonal das cepas dominantes encontram-se três tipos clonais: I, II e III. As 

do tipo I (RH, CAST e VEL) são virulentas em camundongos e podem causar morte desses 

animais, pois o sistema imune não é capaz de controlar a disseminação de parasitos e 

desencadeia potente resposta inflamatória (APPLEFORD; SMITH, 2000). Em humanos, as 

cepas do tipo I estão associadas às manifestações clínicas graves da toxoplasmose, 

incluindo manifestações oculares atípicas (BOOTHROYD; GRIGG, 2002; SAEIJ et al., 

2005).  

As cepas do tipo II (ME49, PDS e PLK) e tipo III (CEP e VEG) são de baixa 

virulência em camundongos e a infecção por essas cepas tendem a cronificar 

(BOOTHROYD; GRIGG, 2002). Em seres humanos as cepas do tipo II são mais comuns 

nos casos de toxoplasmose congênita e em pacientes infectados com o vírus da 

imunodeficiência adquirida (HIV) (AJZENBERG et al., 2005). Khan et al., 2005

A resposta imunológica influencia na virulência das cepas e na patogenia da 

infecção Estudos demonstraram que o inóculo de apenas um taquizoíta da cepa RH (tipo I) 

é suficiente para gerar alta carga parasitária e altos níveis de citocinas Th1, que aumentam 

a apoptose e os danos aos órgãos do hospedeiro. Enquanto, são necessários sucessivos 

inóculos com elevadas cargas parasitárias de cepas do tipo II, para que ocorra resposta 

imune semelhante à observada em cepas de alta virulência (SAEIJ et al., 2005). 

Análises genéticas detalhadas evidenciam que a variação gênica dentro de cada 

genótipo de T. gondii é extremamente rara (BOOTHROYD; GRIGG, 2002). Entretanto, há 

um aumento no número de cepas descobertas que não pertencem a estes três genótipos. 

Essas cepas são denominadas recombinantes ou exóticas pelo fato de seus genótipos serem 

diferentes ou por representar uma mistura dos três genótipos existentes. Estudo recente 

demonstrou uma abundância de cepas recombinantes em pacientes com retinocoroidite no 

Brasil (BOOTHROYD; GRIGG, 2002; PETERSEN, 2007). As cepas exóticas ou atípicas 

também estão associadas às manifestações clínicas graves da toxoplasmose e são 

frequentemente observadas em países como a África e o Brasil, devido à diversidade de 

hospedeiros intermediários e definitivos de T. gondii (AJZENBERG et al., 2005). 
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1.5 Resposta imune ao parasito

A resposta imune à infecção por T. gondii é individual, complexa e 

compartimentalizada. Essa variação individual pode ser explicada pelo alto grau de 

diversidade genética do hospedeiro. Além disso, T. gondii é capaz de infectar praticamente 

todos os tecidos, e cada compartimento apresenta uma resposta imunológica específica, 

principalmente no sistema nervoso central e na placenta (FILISETTI; CANDOLFI, 2004). 

 Como T. gondii é um parasito intracelular obrigatório, o principal mecanismo de 

defesa contra o patógeno é mediado pela resposta imune celular. Fazem parte dessa 

resposta as células apresentadoras de antígeno (células desdríticas e macrófagos), linfócitos 

TCD4+ e TCD8+ e células “natural Killer” (NK). (FILISETTI; CANDOLFI, 2004). Os 

anticorpos apresentam papel secundário como mecanismo protetor, mas são importantes 

para o diagnóstico sorológico da toxoplasmose (KANG et al., 2000). 

Recentemente, detectou-se outro mecanismo de resistência do hospedeiro a T.

gondii, que envolve a participação de receptores do tipo Toll (“Toll-like receptor” – TLR). 

Estudos demonstraram que camundongos deficientes para o gene que codifica MyD88 

(“Mieloyd Differentiation factor 88”), uma molécula adaptadora essencial para TLR, 

falharam no controle da infecção aguda e observou-se aumento significativo da carga 

parasitária nesses animais (YAROVINSKY; SHER, 2006; YAROVINSKY, 2008). 

 O parasito é capaz de ativar macrófagos e células NK, que constituem a primeira 

linha de defesa nos estágios iniciais da infecção. Essa ativação tem como função limitar a 

proliferação, devido a ações citotóxicas direta e indireta, além de iniciar resposta imune 

específica por meio da apresentação de antígenos (FILISETTI; CANDOLFI, 2004; YAP et 

al., 2006). Estudos demonstraram que na ausência de células TCD4+, as células NK 

desempenham um papel essencial na indução de imunidade mediada por células TCD8+

contra T. gondii. A depleção de células NK, em animais deficientes para TCD4, diminuiu a 

resposta imune mediada pelas células TCD8+ contra o parasito e os animais se tornaram 

mais susceptíveis à infecção (COMBE et al., 2005). 

As células efetoras envolvidas na resistência do hospedeiro ao parasito exercem 

suas funções por meio de atividade citotóxica e secreção de citocinas que regulam a 

resposta imune (DENKERS; GAZZINELLI, 1998).  

Os linfócitos TCD8+ são essenciais na resistência durante a fase ativa da infecção e 

desempenham a principal função efetora contra T. gondii, uma vez que exercem atividade 

citotóxica contra taquizoítas ou células infectadas pelo parasito (GAZZINELLI et al., 
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1991; COMBE et al., 2005). Já os linfócitos TCD4+ atuam regulando a resposta imune 

contra o hospedeiro e auxiliam na manutenção da resposta de TCD8+ (COMBE et al., 

2005). 

Os linfócitos TCD4+ são divididos em duas sub-populações: Th1 e Th2. Essa 

distinção é baseada no tipo de citocina que os linfócitos secretam após serem estimulados. 

As células do tipo 1 produzem principalmente Interferon-� (IFN-�) e Interleucina-12 (IL-

12), que atuam na resistência à infecção. Já as células do tipo II produzem IL-4, IL-5, IL-6 

e IL-10, que são citocinas de perfil anti-inflamatório (SUZUKI et al., 1998; FILISETTI; 

CANDOLFI, 2004). A resposta imune contra a infecção por T. gondii é mediada por 

células Th1. 

Dentre as principais funções de IFN-� estão a ativação de macrófagos e células NK, 

indução de MHC de classe II e inibição da resposta Th2. Estudos demonstraram que em 

camundongos, IFN-� aumenta a atividade fagocítica de macrófagos e é responsável pelo 

início da conversão de taquizoítas em bradizoítas (FILISETTI; CANDOLFI, 2004). 

A resposta imune humoral possui um papel menor no controle da infecção. 

Entretanto, os anticorpos são parâmetros importantes para as técnicas de diagnóstico. As 

classes de anticorpos IgM são as primeiras a aparecer após a infecção por T. gondii e são 

característicos de fase aguda ou infecção recente, no entanto, podem permanecer 

detectáveis no soro humano por anos (GROSS et al., 2004; REMINGTON et al., 2004). 

Anticorpos IgG correspondem à segunda classe de imunoglobulinas detectadas na 

toxoplasmose. A detecção desses anticorpos pode indicar que a infecção está na fase 

crônica, já que esses anticorpos atingem titulação máxima em cerca de 6 semanas e 

permanecem com baixos títulos por toda a vida do hospedeiro (FERRO, 2000; 

SUKTHANA, 2006). 

1.6 Toxoplasmose 

 A toxoplasmose é a zoonose causada pelo protozoário Toxoplasma gondii. Essa 

protozoose, ao contrário de outras doenças causadas por parasitos, não é restrita às regiões 

tropicais e subtropicais. A toxoplasmose possui ampla distribuição geográfica e estima-se 

que aproximadamente 25% da população mundial apresenta-se infectada por T. gondii

(SPALDING et al., 2003; FERREIRA et al., 2004). 

 Os altos índices de infecção da população fazem com que a doença seja uma 

ameaça à saúde humana. No Brasil, pesquisas sorológicas revelam que 40-80% da 
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população é positiva para T. gondii (NEVES, 2005). Em algumas áreas brasileiras, 

aproximadamente 60% das crianças, entre 6 e 8 anos, possuem anticorpos contra o parasito 

(HILL; DUBEY, 2002). Já na Europa a soroprevalência de T. gondii é maior que 54% 

(PETERSEN, 2007). 

 A prevalência de pessoas infectadas com a doença está relacionada com diversos 

fatores que variam de uma região para outra. Dentre os fatores estão as condições 

ambientais, o desenvolvimento da região e os hábitos higiênicos e alimentares da 

população (DUBEY; BEATTIE, 1988; REMINGTON; KLEIN, 2001). Na França, por 

exemplo, a prevalência de T. gondii é alta, cerca de 80% da população, já que os franceses 

possuem o hábito de comer carne mal cozida (REMINGTON; KLEIN, 2001). Nos países 

tropicais a prevalência da infecção também é alta, pois o clima favorece a esporulação e a 

sobrevivência de oocistos no meio ambiente (JONES et al., 2001). 

 A infecção possui duas fases: aguda e crônica. Na fase aguda há predomínio de 

taquizoítas que por meio, principalmente de monócitos, disseminam-se pelo sangue do 

hospedeiro até que haja o desenvolvimento da resposta imunológica, que ocorre após 7-10 

dias de infecção (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005). É nessa fase que pode ocorrer algumas 

manifestações clínicas como febre e linfadenopatia. Porém, na maioria dos casos, cerca de 

85-90%, a doença se processa de forma assintomática (MONTOYA; LIESENFELD, 

2004). 

 A fase crônica estabelece-se após haver resposta imunológica, humoral e celular, 

contra o patógeno. Entretanto, o sistema imunológico não elimina completamente a 

infecção, levando ao aparecimento de cistos teciduais que podem permanecer por toda a 

via do hospedeiro (FERREIRA; ÁVILA, 2001; DUBEY, 2004). 

 As manifestações clínicas e a gravidade da infecção dependem da interação entre o 

parasito e o hospedeiro, incluindo a virulência da cepa, o tamanho do inóculo, a via de 

infecção, a capacidade de resposta imune (humoral e celular) do hospedeiro, a integridade 

das mucosas e das barreiras epiteliais, a idade e as características genéticas do hospedeiro 

(RORMAN et al., 2006). 

 Em indivíduos imunocompetentes, geralmente a toxoplasmose cursa de forma 

benigna, mas há dois casos em que a doença é potencialmente grave: nos pacientes 

imunocomprometidos e na transmissão congênita da doença (GROSS et al., 2004). 
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1.6.1 Toxoplasmose congênita 

A transmissão congênita da toxoplasmose ocorre quando a mulher adquire a 

infecção durante o período gestacional. A toxoplasmose congênita é grave e pode causar 

sérios danos ao feto infectado (JONES et al., 2001). 

 A incidência da infecção congênita varia entre os países e está associada aos 

hábitos alimentares, higiênicos e sócio-culturais das mulheres. Estima-se que de cada 1000 

nascimentos no mundo, 3 a 8 bebês são infectados intra-uterinamente (RORMAN et al., 

2006; ELSHEIKHA, 2008). Além disso, estudos demonstraram que nos Estados Unidos, 

país considerado com baixa incidência de toxoplasmose congênita, a doença afeta de 500 a 

5000 recém nascidos a cada ano (BOYER et al., 2005). 

 A prevalência de mulheres, em idade gestacional e soropositivas para T. gondii é de 

15% nos Estados Unidos, 58% na Europa Central, 51-72% na América Latina e de 54-77% 

em países africanos (RORMAN et al., 2006; ELSHEIKHA, 2008). 

 Mulheres infectadas cronicamente, quando imunossuprimidas, também podem 

transmitir o parasito ao feto, resultando na forma congênita da toxoplasmose. Nesse caso, 

com a supressão do sistema imune há reagudização da doença e posterior infecção 

placentária e fetal (CHEN et al., 2005). Bachmeyer e colaboradores (2006) notificaram um 

caso de transmissão congênita de T. gondii em consequência de reativação da infecção em 

uma mulher que não estava severamente imunodeprimida. 

 Na transmissão congênita da toxoplasmose, o parasito que se encontra na forma 

taquizoíta, ganha a circulação fetal após haver a infecção da placenta (BACHMEYER et 

al., 2006). O feto, após entrar em contato com o parasito, pode apresentar manifestações 

clínicas com gravidade diferente dependendo da virulência da cepa de T. gondii, da 

capacidade de resposta imune materna durante a parasitemia e do período gestacional 

(SPALDING et al., 2003; RORMAN et al., 2006). 

 A probabilidade de haver infecção fetal quando a primo-infecção materna ocorre no 

período pré-concepção é de 1%. Quando a mulher adquire a infecção no primeiro e 

segundo trimestres da gestação, a chance de ocorrer transmissão da doença para o feto é de 

10-20%. Enquanto, no terceiro trimestre gestacional a infecção fetal ocorre com maior 

frequência, em cerca de 60-90% dos casos (JONES et al., 2003; MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004). Entretanto, os danos causados aos fetos, em consequência da 

infecção, são mais graves quando a transmissão ocorre no primeiro e segundo trimestres da 
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gestação e mais amenos quando a infecção fetal ocorre no terceiro trimestre (KRAVETZ; 

FEDERMAN, 2005). 

 A infecção materna aguda também pode levar a morte do feto (CHEN et al., 2005). 

Além disso, alguns fetos podem apresentar sinais clínicos da toxoplasmose antes do 

nascimento como calcificações intracraniais, dilatação ventricular e aumento hepático. Já 

as manifestações clínicas em neonatos podem variar e incluem: hidrocefalia, microcefalia, 

coriorretinite, estrabismo, cegueira, retardo psicomotor e mental, trombocitopenia e anemia 

(MONTOYA; LIESENFELD, 2004). A tríade clássica da toxoplasmose consiste em 

coriorretinite, calcificação intracranial e hidrocefalia e é observada em menos de 10% dos 

casos de infecção congênita (RORMAN et al., 2006). 

 No entanto, na maioria dos casos (70 – 90%) os recém nascidos são assintomáticos 

para a doença e podem desenvolver lesões na segunda ou terceira décadas de vida, sendo 

que 80% das crianças que nascem com toxoplasmose congênita desenvolvem problemas de 

aprendizagem ou visuais na vida adulta (Jones et al., 2003; Rorman et al., 2006). Estudos 

realizados por Vutova e colaboradores (2002) demonstraram que a manifestação clínica 

ocular mais frequente (92% dos casos) na toxoplasmose congênita é a coriorretinite.  

A educação da população e, principalmente, das mulheres sobre a doença e as 

formas de prevenção, diminui significativamente a incidência da toxoplasmose congênita 

(KRAVETZ; FEDERMAN, 2005; ELSHEIKHA, 2008). 

1.6.2 Infecção por T. gondii durante a gestação 

Durante a gestação, há diversas alterações no organismo materno que podem estar 

associadas ao aumento na susceptibilidade à infecção (YAP et al., 2006). Uma dessas 

alterações está relacionada ao aumento de hormônios, principalmente progesterona e 

estrógeno. Essa condição implica em alterações no balanço do perfil de citocinas Th1/Th2 

(ROBERTS et al., 2001). Dessa forma, durante o processo gestacional o perfil de resposta 

imune na placenta é do tipo 2, caracterizado pela expressão de citocinas anti-inflamatórias 

como IL-4, IL-5 e IL-10 (LUPPI, 2003). Essa imunomodulação, durante a gestação, está 

representada na figura 1 (CUTOLO et al., 1998). Essas alterações são necessárias para que 

haja tolerância materna aos aloantígenos paternos. Além disso, as citocinas estão 

associadas com a manutenção do corpo lúteo, adesão e implantação do blastocisto ao 

endométrio e desenvolvimento placentário e fetal (LUPPI, 2003; ABOU-BACAR et al., 

2004). O estabelecimento de uma gestação é, portanto, caracterizado por predominância de 
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citocinas anti-inflamatórias, que garantem o sucesso gestacional (Bowen et al., 2002). 

Entretanto, durante a gestação, citocinas pró-inflamatórias são pouco expressas, o que 

favorece a transmissão placentária de T. gondii, já que essas são importantes no controle da 

infecção (Prigione et al., 2006).  

Uma das citocinas de tipo 2 mais importante nesses processos é a IL-10. 

Camundongos deficientes em IL-10 são altamente susceptíveis à infecção e incapazes de 

controlá-la, apresentando um processo inflamatório intenso no intestino e fígado, 

provavelmente pela produção sem controle de IL-12, IFN-� e fator de necrose tumoral α

(TNF-α) (YAP et al., 2006). 

Outra citocina importante durante o processo de gestação é IFN-�, que apresenta 

uma função interessante na interface materno-fetal. Estudos demonstraram que em 

camundongos infectados com T. gondii e tratados com IFN-� houve grande proteção 

exercida por esta citocina (MCCABE et al., 1985; SUZUKI et al., 1988). Entretanto, 

quando efetua-se o bloqueio de IFN-� em camundongos na fase aguda da infecção, ocorre 

diminuição da infecção placentária e fetal dos animais (ABOU-BACAR et al., 2004). 

Células trofoblásticas humanas (linhagem BeWo) são incapazes de controlar a infecção 

pelo parasito mesmo após o tratamento com IFN-� (OLIVEIRA et al., 2005; BARBOSA et 

al., 2008). 

Dessa forma, alterações nos níveis hormonais e no padrão de citocinas na interface 

materno-fetal apresentam importante papel na patogênese da infecção em neonatos através 

do aumento da passagem transplacentária do parasito (PRIGIONE et al., 2006). 

As células T regulatórias (Tregs) também atuam no controle de células Th1. O nível 

dessas células durante a gestação é aumentado em 100% quando comparado com o de não 

gestantes e, após o nascimento, essas células retornam aos níveis basais. Entretanto, células 

Treg não influenciam na expressão de IL-4 e IL-10, indicando a participação de outros 

mecanismos de proteção (SOMERSET et al., 2004; ZENCLUSSEN, 2006).          
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Figura 1. Prevalência de citocinas Th2 durante a gestação com consequente predomínio de uma imunidade 

humoral. IL-4, IL-5, IL-13 e principalmente IL-10 apresentam-se no sangue, baço e ambiente uterino-

placentário em concentrações maiores do que as citocinas Th1 (IFN-γ, TNF-α e IL-2). IL-10 inibindo o 

crescimento de células Th1 mantém a resposta Th1 em níveis baixos. IFN-γ por sua vez não atinge os níveis 

necessários para impedir a ativação das células Th2 (modificado de CUTOLO et al., 1998). 

1.7 Placenta Humana 

 A placenta é um órgão fundamental para o sucesso gestacional. Ela é composta por 

uma parte materna e uma parte fetal e é o local onde há trocas fisiológicas entre o sangue 

materno e o do feto. Entre as substâncias envolvidas nessas trocas estão: oxigênio, gás 

carbônico, água, nutrientes, anticorpos maternos, entre outras. Além da função de trocas, a 

placenta ainda secreta hormônios que contribuem para o sucesso da gestação (LARSEN, 

1993; CARLSON, 1996). O processo de implantação de formação da placenta é um 

processo coordenado através da interação das células trofoblásticas e a mucosa uterina 

(GUDE et al., 2004). 
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A placenta humana é do tipo hemocorial, sendo caracterizada pela presença de 

sangue materno em contato direto com as células trofoblásticas (GUDE et al., 2004). O 

processo de formação desse tipo de placenta caracteriza-se por um processo fisiológico 

específico, como a secreção de hormônios, citocinas e moléculas de adesão, o que torna o 

endométrio receptivo ao concepto. Previamente à formação da placenta, o trofoblasto, 

camada celular externa ao blastocisto, sofre mudanças morfofisiológicas que se iniciam 

com a perda da zona pelúcida. Estabelecido o contato do trofoblasto com o sangue 

materno, os tecidos fetais estão intimamente expostos ao sistema imunológico materno 

(APLIN, 2000). No entanto, o sangue fetal é contido no interior de vasos sanguíneos, não 

entrando em contato direto com o sangue materno. Essa situação reflete a proteção do feto 

contra possíveis transmissões de patógenos ou toxinas oriundos da mãe, contudo, 

permissivo à passagem de nutrientes, oxigênio e anticorpos maternos. Essa barreira 

placentária é formada por quatro camadas: sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto, tecido 

conjuntivo e células endoteliais dos vasos fetais (GUDE et al., 2004). 

A estrutura da placenta humana inclui as porções materna e fetal constituídas pela 

decídua e placa coriônica, respectivamente. As células deciduais são derivadas de 

fibroblastos, que se diferenciam e formam a decídua. Essas células produzem uma matriz 

rica em laminina, colágeno IV e fibronectina, além de secretarem várias citocinas, fatores 

de crescimento e agentes imunomoduladores envolvidos na regulação da invasão do 

trofoblasto (JONES et al., 2006). A placa coriônica é formada por vilos coriônicos, que 

constituem a barreira placentária propriamente dita. A população de células trofoblásticas 

corresponde à primeira camada celular dos vilos e, consequentemente, é banhada pelo 

sangue materno, conferindo uma exposição direta dessas células ao sistema imune materno 

(GUDE et al., 2004). 

As células trofoblásticas apresentam intensa capacidade de diferenciação e 

proliferação. O trofoblasto ainda apresenta diversas funções durante a gestação como: 

adesão, fixação e implantação do blastocisto ao endométrio, nutrição do embrião, 

regulação hormonal, fagocitose de elementos sanguíneos maternos e formação da parte 

fetal da placenta (FERRO, 2000). Além disso, as células trofoblásticas humanas produzem 

IL-10, fator de crescimento tumoral � (TGF-�), fator estimulador de colônia granulócito-

macrófago (GM-CSF), TNF-�, IFNs, IL-1 e IL-6 (ENTRICAN, 2002).  

O trofoblasto também apresenta características que garantem a tolerância materna e 

previnem a rejeição do concepto, como a não expressão de moléculas do Complexo de 
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Histocompatibilidade Principal (MHC) de classe II e classe Ia, garantindo o não 

reconhecimento do concepto pelo sistema imune materno, mesmo estando em íntimo 

contato com o sangue da mãe (ENTRICAN, 2002). 

1.7.1 Células de Coriocarcinoma Humano (Linhagem BeWo) 

A linhagem de células BeWo é derivada de coriocarcinoma humano e foi isolada 

em 1968 por Pattillo e Gey. Essas células formam monocamadas que não se diferenciam 

em sincício, oferecendo uma alternativa no sistema de cultura para os mais variados 

estudos in vitro (CHURCH; APLIN, 1998). 

Em cultura, esta linhagem de células gera uma matriz extracelular rica em laminina 

(Church; Aplin, 1998). Além disso, secretam citocinas como IL-6, IL-8, IL-4 e IL-10 

(BENNETT et al., 1997; FUJISAWA et al., 2000). 

Essa linhagem de células é particularmente atrativa para experimentos in vitro, pois 

é estável, relativamente de fácil manutenção e o crescimento em monocamadas ocorre em 

curto período (4 a 5 dias). Somando-se a isto, células BeWo apresentam propriedades 

morfológicas e marcadores bioquímicos comuns ao trofoblasto normal (VAN DER ENDE 

et al., 1990). Apesar de se encontrarem em cultura há mais de 40 anos, essa linhagem 

celular mantém a habilidade de secretar grandes quantidades de gonadotrofina coriônica 

humana (HCG) e hormônio lactogênio placentário, substâncias secretadas pela placenta 

humana (PATTILLO et al., 1979). 

Segundo Bercowitz e colaboradores (1988) essas células também secretam TNF-α, 

além de expressarem seus receptores. Além disso, Entrican e colaboradores (2002) 

verificaram que as células BeWo não produzem IFN-� biologicamente ativo, porém 

apresentam receptores para essa citocina, e também não expressam a Idoleamina 2,3-

dioxigenase (IDO) constitutivamente. Experimentos demonstraram que células BeWo, 

infectadas com Chlamydophila abortus, não conseguem deter o crescimento desta bactéria 

mesmo após o tratamento com IFN-� (ENTRICAN et al., 2002). Similarmente, Oliveira e 

colaboradores (2006) demonstraram que as células BeWo são susceptíveis à infecção por 

T. gondii, mesmo após a administração exógena de IFN-�. Estudos semelhantes foram 

realizados por Pfaff e colaboradores (2005) que demonstraram que mesmo na presença de 

IFN-� e TNF-α, as células BeWo não conseguiram controlar a proliferação de T. gondii. 

Além disso, quando há bloqueio de IL-10 ou de TGF-�, células BeWo são capazes de 

controlar a infecção por T. gondii apenas na presença de IFN-� exógeno, demonstrando 
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que a susceptibilidade dessas células ao parasito ocorre devido aos mecanismos 

imunomoduladores dependentes da ação coordenada de citocinas (BARBOSA et al., 

2008). 

Dessa forma, esta linhagem celular trofoblástica é considerada como um modelo 

apropriado para a realização de estudos in vitro que possibilitem obter maior conhecimento 

sobre os mecanismos moleculares normais e patológicos envolvidos na interface materno-

fetal. 

1.8 Apoptose 

Apoptose é um processo de morte celular programada, que ocorre nos tecidos 

adultos e nos em desenvolvimento (SINAI et al., 2004; ALBERTS et al., 2006). Esse 

processo é importante, pois está associado a diversos eventos celulares, como: remoção de 

células danificadas ou não desejadas durante o desenvolvimento, remoção de células 

tumorais, homeostase tecidual, remoção de células durante o processo de envelhecimento 

de organismos multicelulares, além de ser um importante mecanismo da imunidade inata e 

adaptativa contra patógenos (HEUSSLER et al., 2001; LÜDER et al., 2001). Além disso, a 

apoptose é essencial para a seleção do repertório linfocitário, garantindo a deleção de 

linfócitos T e B autoreativos (MANIATI et al., 2008). 

 O processo apoptótico é caracterizado por alterações típicas que incluem: alteração 

na simetria da membrana plasmática, condensação da cromatina, fragmentação nuclear, 

clivagem do DNA, formação de estruturas conhecidas como “blebs”, desintegração celular 

e formação de corpos apoptóticos (HACKER, 2000; REED, 2000). 

 Células que morrem como resultado de uma doença aguda normalmente incham e 

sofrem lise, derramando todo o conteúdo intracelular sobre as células vizinhas, um 

processo chamado de necrose celular e que aciona uma resposta imune potentemente 

danosa (SINAI et al., 2004; ALBERTS et al., 2006). Em contraste, células que sofrem 

apoptose morrem sem que haja danos às células vizinhas, pois não há ruptura da membrana 

plasmática. Além disso, durante o processo há alterações na membrana da célula 

promovendo o recrutamento de células fagocíticas que removem os corpos apoptóticos 

sem que haja resposta inflamatória (ALBERTS et al., 2006). 

 O processo apoptótico está associado a uma família de cisteínas proteases, 

chamadas de caspases, que clivam o substrato no resíduo de ácido aspártico e atuam na 

execução da apoptose (RUPINDER et al., 2007). As caspases situam-se no citoplasma e 
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são produzidas como pró-enzimas, ou seja, na forma inativa, mas são ativadas após 

clivagem proteolítica (ARNOULT, 2006). As caspases são classificadas em dois grupos: 

iniciadoras (caspases 8 e 9) e caspases efetoras (caspases 3, 6 e 7). As iniciadoras têm a 

função de iniciar o processo apoptótico através da clivagem e ativação de outras caspases, 

que desempenham papel de efetoras ou executoras, clivando diversos substratos levando à 

alterações celulares características da apoptose (OPFERMAN; KORSMEYER, 2003; 

ABBAS; LICHTMAN, 2005). 

 Nos vertebrados, a apoptose ocorre, principalmente, por duas vias: extrínseca e 

intrínseca (Figura 2). A via extrínseca é iniciada através da interação de receptores de 

membrana (conhecidos como receptores de morte) com seus ligantes específicos 

(HENGARTNER, 2000). Esses receptores são aqueles que fazem parte da família do fator 

de necrose tumoral, como TNFR e Fas (Apo1/CD59), presentes na membrana celular, 

(REED, 2000). Quando há ligação do receptor ao seu ligante, há formação de um 

complexo sinalizador de indução de morte (DISC). O DISC incorpora moléculas 

adaptadoras como FADD (domínio de morte associado ao Fas) que se ligam à pró-caspase 

iniciadora 8, através de domínios de morte. As caspases iniciadoras clivam e ativam as 

caspases efetoras dando início ao processo de morte celular (OPFERMAN; 

KORSMEYER, 2003; ELMORE, 2007).    

 A via intrínseca, também conhecida como via mitocondrial, é ativada por estímulos 

que resultam na permeabilização da membrana externa da mitocôndria promovendo a 

liberação de proteínas do espaço intermembranoso desta organela (Figura 2). Diversas 

dessas proteínas iniciam ou regulam a ativação das caspases, a principal delas é o 

citocromo c (GREEN, 2003; OW et al., 2008). No citoplasma, o citocromo c se liga ao 

fator ativador de protease apoptótica - 1 (Apaf-1). O Apaf-1 é um monômero que quando 

ligado ao citocromo c, na presença de ATP, sofre mudanças conformacionais, formando 

um heptâmero. Há então a exposição de domínios de recrutamento de caspase ativada 

(CARD), permitindo a ligação da pró-caspase 9, formando o apoptossomo. Este consiste 

de uma plataforma que promove a ativação da caspase 9 que, posteriormente, ativa as 

caspases executoras (REED, 2000; OW et al., 2008). 

 A liberação do citocromo c é controlada por membros da família de proteínas 

típicas do linfoma de células B (Bcl-2). A presença de proteínas anti-apoptóticas da família 

Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W e Mcl-1) previne a apoptose inibindo a permeabilidade da 

membrana externa da mitocôndria (Figura 2). Essas proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 
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neutralizam as proteínas pró-apoptóticas que também pertencem à família Bcl-2 (Bax, Bak, 

Bad e Bid) e são responsáveis pela liberação do citocromo c. Alguns estímulos externos 

como radiação ultravioleta e aumento da proteína supressora de tumor p53, podem ativar 

as proteínas pró-apoptóticas, levando ao aumento na permeabilidade da membrana externa 

da mitocôndria (JAMES; GREEN, 2004; KIM et al., 2006). Além disso, a proteína Bid 

também pode ser ativada pela caspase 8, promovendo a interação entre as duas vias 

apoptóticas (TAYLOR et al., 2008). 

 A apoptose também pode ser controlada por proteínas inibidoras de apoptose (IAP) 

que, quando expressas, podem bloquear a apoptose inibindo caspases iniciadoras e efetoras 

(Heussler et al., 2001). A expressão dessas proteínas é regulada em nível de transcrição 

gênica pelo fator nuclear de transcrição kappa B (NF-κB) (SINAI et al., 2004). 

 Há ainda outras vias que promovem a ativação das caspases efetoras. Por exemplo, 

produtos das células citotóxicas (perforina e granzima B) são capazes de ativar a proteína 

Bid ou caspase 3, fazendo com que a célula morra por apoptose (Figura 2) (GREEN, 

2003).  

 Uma vez iniciado o processo de apoptose, a célula passa por diversas 

transformações que vão culminar nas alterações morfológicas características do processo. 

A primeira delas é a proteólise das proteínas que atuam na adesão intercelular, causando a 

retração da célula. Em seguida, há a proteólise dos elementos do citoesqueleto da célula, 

como microtúbulos, tubulina e citoqueratina. As caspases efetoras também atuam 

promovendo a fragmentação do complexo de Golgi, do retículo endoplasmático e da 

lâmina nuclear, que dá início a fragmentação do núcleo da célula. Além disso, as caspases 

efetoras clivam ICAD (inibidor de DNAse ativada por caspase), formando CAD (DNAse 

ativada por caspase) que, por sua vez, atua catalisando a clivagem do DNA, um dos 

eventos finais da apoptose. Todas essas alterações levam a formação dos “blebs” e, em 

seguida, dos corpos apoptóticos (ELMORE, 2007; TAYLOR et al., 2008). Durante o 

processo de apoptose há a exposição, na membrana plasmática, do fosfolipídeo 

fosfatidilserina (PS). PS fica confinada na região interna da membrana plasmática, mas é 

translocada para a região externa após os estímulos pró-apoptóticos, induzindo a apoptose 

dos corpos apoptóticos (TAYLOR et al., 2008).  
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Figura 2: A apoptose pode ser iniciada, principalmente por três vias. A via extrínseca ocorre após 

a ligação dos receptores de morte na superfície celular com seus ligantes, a via intrínseca, que 

consiste na liberação do citocromo c pela mitocôndria e a via da granzima B, que ocorre após ação 

dos linfócitos citotóxicos. Nos três casos as alterações observadas na célula progridem para a 

ativação de caspases iniciadoras e executoras, que promovem a degradação dos componentes 

intracelulares (Retirado e adaptado de TAYLOR et al., 2008). 

1.8.1 Apoptose em células trofoblásticas 

A apoptose é crucial para o desenvolvimento e homeostase de tecidos 

humanos, incluindo a placenta (CROCKER et al., 2003). O processo apoptótico ocorre nas 

células trofoblásticas e tem como objetivo a renovação dessas células e indução da 

tolerância aos antígenos fetais durante a gestação (RANGO, 2008). Esse processo é 

regulado ao longo do desenvolvimento placentário, sendo que, no terceiro trimestre 

gestacional a incidência de apoptose é maior do que no primeiro (LEVY; NELSON, 2000). 
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Além disso, a apoptose nas células trofoblásticas está associada à proteção imunológica. 

Fas ligante (FasL), induz apoptose em células T que expressam receptor em suas 

membranas conhecido como Fas ou CD95 (ASHKENAZI; DIXIT, 1998). O sistema Fas-

FasL, que atua na regulação das funções imunes através da morte celular mediada por 

linfócitos T, é expresso também nos tecidos reprodutivos e, alterações na sua expressão e 

função, podem levar a anormalidades como o desenvolvimento de vários cânceres 

ginecológicos (BALDWIN et al., 1999; GUTIERREZ et al., 1999). Células BeWo, como 

as outras células trofoblásticas, expressam funcionalmente FasL, o que provavelmente 

contribui com mecanismos de evasão de ações do sistema imune pela da regulação 

negativa do receptor Fas, matando linfócitos pela ligação com FasL (RAJASHEKHAR et 

al., 2003). A interação Fas-FasL contribui para que a placenta seja uma região 

imunologicamente privilegiada (LEVY; NELSON, 2000).

A apoptose em células trofoblásticas pode ser iniciada pela ligação da citocina 

TNF-α aos seus receptores (TNF-R1 e TNF-R2), presentes nas células trofoblásticas 

(LEVY; NELSON, 2000). Além disso, estudos in vitro demonstraram que macrófagos 

ativados por IFN-γ, induzem apoptose em células trofoblásticas. Essa indução está 

associada à secreção de TNF-α e de Indoleamina 2,3 – dioxigenase (IDO), que cataboliza a 

degradação de triptofano das células trofoblásticas, reação indutora de apoptose 

(HUPPERTZ et al., 2006). Estudos demonstraram que citocinas pró-inflamatórias, como 

IFN-� e TNF-α, aumentam a expressão de Fas/FasL nas células trofoblásticas, enquanto, 

citocinas anti-inflamatórias (IL-10 e IL-6) diminuem a expressão de Fas/FasL e ativam 

proteínas que inibem a apoptose (ASCHKENAZI et al., 2002).  As células trofoblásticas 

também apresentam inibidores de apoptose, como proteínas da família Bcl-2 e proteínas 

inibidoras de apoptose (IAP) (HUPPERTZ et al., 2006).  

O controle dos processos apoptóticos nas células trofoblásticas é extremamente 

importante e garante o sucesso da gestação. Além disso, o controle da apoptose durante o 

desenvolvimento embrionário normal é importante como forma de deleção de diversas 

proteínas associadas à letalidade e mal desenvolvimento fetal (HAEZELL; CROCKER, 

2008). Estudos demonstraram que tanto o excesso quanto a deficiência da apoptose na 

placenta, estão associados aos abortos e as complicações durante a gestação (CROCKER et 

al., 2003; HUPPERTZ et al., 2006).  
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1.8.2 Apoptose e infecção por T. gondii 

Toxoplasma gondii altera o programa apoptótico da célula hospedeira, promovendo 

ou inibindo a apoptose. Essa dupla atividade do parasito está associada com a interação do 

mesmo aos sinais pró e anti–apoptóticos da célula hospedeira (DEBIERRE-GROCKIEGO 

et al., 2007).  O parasito promove apoptose de algumas células para modular a resposta 

imune do hospedeiro. Com o aumento na expressão de Fas/FasL, linfócitos T e outros 

leucócitos são induzidos a entrar em apoptose. A apoptose exagerada dos leucócitos resulta 

em inabilidade do sistema imune do hospedeiro em controlar a infecção, causando intenso 

processo inflamatório que pode levar a um quadro fatal de toxoplasmose (LANG et al., 

2007; LÜDER; GROSS, 2005).  

Além da capacidade de T. gondii em aumentar a apoptose de algumas populações 

celulares após a infecção, o parasito também possui a capacidade de diminuir a morte 

celular do hospedeiro (LÜDER et al., 2009). A resistência à apoptose, mediada pelo 

parasito, já foi observada tanto em linhagens celulares humanas quanto murinas. Após o 

tratamento com diversos indutores de apoptose, incluindo citotoxicidade mediada por 

linfócitos, radiação, adição de fatores de crescimento, tratamento com TNF-α e outros 

agentes tóxicos (SINAI et al., 2004; LÜDER; GROSS, 2005). Além disso, T. gondii é 

capaz de diminuir a apoptose em cultura de células primárias após a adição de fatores de 

crescimento (LÜDER; GROSS, 2005). A inibição da apoptose, já foi demonstrada em 

experimentos in vivo após a infecção intraperitoneal de camundongos com T. gondii, isso 

sugere que a interferência do parasito com o programa apoptótico da célula hospedeira 

pode modificar o curso da toxoplasmose (JAMES; GREEN, 2004).  

Evidências experimentais sugerem que o parasito inibe a apoptose das células 

hospedeiras por diferentes mecanismos. Enquanto a inibição direta da apoptose das células 

hospedeiras é restrita às que contém parasitos intracelulares, mecanismos indiretos 

protegem tanto as células infectadas quanto não infectadas da apoptose, através de 

produtos secretados por T. gondii (LÜDER; GROSS, 2005; LABBÉ; SALEH, 2008). 

A inibição das vias intrínseca e extrínseca da apoptose por T. gondii parece ser 

dependente da ativação de NF-�B (Figura 3). Essa ativação resulta em uma super-

regulação da transcrição de genes anti-apoptóticos, e depende tanto da enzima I kappa 

Kinase (I�K) do hospedeiro quanto da atividade da enzima do parasito (TgI�K). Essas 

enzimas atuam fosforilando o inibidor de NF-�B (I�B�), após esse processo há 

translocação do NF-�B, que situa-se no citoplasma quando inativo, para o núcleo da célula 
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(KIM et al., 2006). Entretanto, nos estágios iniciais da infecção não se observa ativação de 

NF-�B (CARMEN; SINAI, 2007). 

A ativação da via de sinalização fosfoinositol 3-kinase (PI3K) também inibe a 

apoptose (Figura 3). Essa inibição ocorre pela ligação de fatores de crescimento ao 

receptor PI3K, ativando-o. Há então a fosforilação de fosfatidil-inositol bifosfatado (PIP2), 

formando PIP3, que recruta a proteína kinase B PKB/AKT e kinase 1 dependente de 

fosfoinositol (PDK1) para a membrana celular. PDK1 ativa PKB/AKT que, por sua vez, 

degrada proteínas pró-apoptóticas da célula (CARMEN; SINAI, 2007). Estudos recentes 

demonstraram que nos estágios iniciais da infecção por T. gondii, as células infectadas 

apresentam altos níveis de AKT/PKB, sugerindo que, no início da infecção, a ativação de 

PI3K é responsável pela prevenção da apoptose (KIM; DENKERS, 2006).  

O parasito também inibe apoptose da célula hospedeira interferindo na liberação do 

citocromo c, alterando o balanço de proteínas pró e anti-apoptóticas (LALIBERTÉ; 

CARRUTHERS, 2008). Estudos demonstraram que o parasito é capaz de induzir aumento 

na expressão de proteínas anti-apoptóticas e diminuir os níveis de proteínas pró-

apoptóticas (Figura 3) (LÜDER et al., 2009).   



37 

Figura 3: Influência de T. gondii nas vias apoptóticas da célula hospedeira. O parasito pode inibir a 

apoptose interferindo nas vias de NF-�B e PI3k, levando ao aumento na expressão de proteínas 

anti-apoptóticas. Além disso, T. gondii pode atuar degradando proteínas pró-apoptóticas, como Bid 

e Bad, e caspases efetoras. A associação do vacúolo parasitóforo (PV) às mitocôndrias da célula 

hospedeira pode estar associada à inibição da liberação do citocromo c pela organela (retirado e 

adaptado de LALIBERTÉ; CARRUTHERS, 2008). 

Dessa forma, o bloqueio da apoptose garante ao parasito a obtenção dos 

metabólitos e a sobrevivência no interior da célula hospedeira (DENKERS, 2003). A 

inibição da apoptose também é de fundamental importância para a fase crônica da 

infecção. Como os bradizoítas apresentam replicação mais lenta do que a de taquizoítas, 

eles necessitam de um tempo maior para sua sobrevivência (HEUSSLER et al., 2001). 

Além disso, a desregulação do processo apoptótico de algumas populações celulares, 

durante a infecção por T. gondii, pode resultar em uma patologia acentuada e até na morte 
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do hospedeiro (LANG et al., 2007), uma vez que o grau de patogenicidade da 

toxoplasmose pode estar associado a um processo de apoptose incontrolável 

(GAVRILESCU; DENKERS, 2003). 



39 

2. Justificativa 

Considerando que o grau de patogenicidade da toxoplasmose pode estar associada 

ao controle da apoptose da célula hospedeira mediado por T. gondii e que o processo de 

apoptose em células trofoblásticas é de fundamental importância para o sucesso 

gestacional, este trabalho se justifica pela necessidade de melhor entendimento dos 

mecanismos de inter-relação biológica entre T. gondii e as células trofoblásticas que estão 

envolvidos em uma importante situação clínica: a toxoplasmose congênita.    
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral 

 Objetivou-se analisar a influência de cepas de alta virulência (RH) e baixa 

virulência (ME49) de  Toxoplasma gondii, na incidência de apoptose e proliferação celular 

em células trofoblásticas da linhagem BeWo. Comparativamente, foram utilizadas células 

epiteliais de cérvix uterino (linhagem HeLa).  

3.2 Objetivos Específicos 

• Analisar a incidência de apoptose em células BeWo ou HeLa infectadas 

com a cepa RH ou ME49 de T. gondii 

• Analisar o índice de células apoptóticas com parasitos intracelulares, 

infectadas com a cepa RH ou ME49 de T. gondii

• Verificar a presença de caspase 3 ativa em células não infectadas e após a 

infecção com a cepa RH ou ME49 de T. gondii 

• Analisar a proliferação celular após a infecção pela cepa RH ou ME49 de T. 

gondii
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4. Materiais e métodos 

4.1 Cultura de células BeWo e HeLa

Células de coriocarcinoma humano (linhagem BeWo) e células epiteliais de cérvix 

uterino (linhagem HeLa) foram adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC, 

USA) e mantidas em cultura no Laboratório de Imunoparasitologia da Universidade 

Federal de Uberlândia. 

As células foram cultivadas separadamente em frascos de cultura de 25cm2

(Ciencor Scientific, Brasil) contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) 

(Sigma Chemical CO., Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) 

(Cultlab, Brasil) e 1% de antibióticos (10.000U/ml de penicilina e 10mg/ml de 

estreptomicina) (Cultlab, Brasil), L-glutamina, aminoácidos não essenciais, piruvato de 

sódio e 2β-mercaptoetanol (Sigma Chemical CO., Brasil) em estufa umidificada a 37ºC e 

5% de CO2.  

O repique das células foi realizado a cada três dias pela adição de novo meio de 

cultura aos frascos e, com auxílio de “cells scrapers” (Ciencor Scientific, Brasil), as células 

foram retiradas, transferidas para tubos de 15ml e centrifugadas a 1500rpm por cinco 

minutos a temperatura ambiente. Após descarte do sobrenadante, o “pellet” foi ressuspenso 

em 1 ml de meio com soro e distribuído em dois novos frascos de cultura. O excedente foi 

congelado em meio de congelamento (90% de SFB e 10% de DMSO em meio de cultura 

RPMI-1640 10%).  

4.2 Manutenção da cepa RH de Toxoplasma gondii 

 4.2.1 Manutenção in vivo 

A cepa RH de T. gondii foi mantida na cavidade peritoneal de camundongos Swiss 

do Centro de Bioterismo e Experimentação Animal (CBEA) da Universidade Federal de 

Uberlândia. 

Parasitos da cepa RH de T. gondii foram mantidos por meio de inoculação 

intraperitoneal em camundongos Swiss, por meio de passagens seriadas com intervalos de 

48-72 horas de um inóculo de aproximadamente 106 taquizoítas obtidos do exsudato 

peritoneal de camundongos previamente infectados (MINEO et al., 1980).  
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4.2.2 Manutenção in vitro 

Os exsudatos peritoneais foram obtidos por meio de lavagem da cavidade 

abdominal com solução salina tamponada com fosfatos a 0,01 M (PBS, pH 7,2) estéril e, 

em seguida, as suspensões parasitárias foram submetidas a uma centrifugação (1500rpm, 5 

minutos). Em seguida, o “pellet” foi ressuspenso em 0,5ml de meio RPMI-1640 e 

inoculado em monocamadas celulares de BeWo ou HeLa, com a finalidade de manter in 

vitro T. gondii, nas respectivas linhagens celulares.  

Quando a maioria das células infectadas em cultura foi lisada pelos parasitos, o 

meio do frasco contendo taquizoítas livres foi transferido para um tubo de 15ml, 

centrifugado a 1500rpm por cinco minutos em temperatura ambiente e o “pellet” foi 

ressuspenso em 1ml de meio RPMI e inoculado em dois frascos contendo células não 

infectadas. 

4.3 Manutenção da cepa ME49 de T. gondii  

Taquizoítas de T. gondii da cepa ME49, obtidos de cérebros de camundongos 

infectados cronicamente, foram mantidos em cultura de fibroblasto humano – HFF 

(cedidos pelo Laboratório de Medicina Tropical e Infectologia, da Universidade Federal do 

Triângulo Mineiro, Uberaba/MG). 

Quando as células encontravam-se lisadas pelos parasitos, o meio do frasco 

contendo taquizoítas livres foi transferido para um tubo de 15ml, centrifugado a 500rpm, 

por um minuto em temperatura ambiente para remoção de debris celulares. O sobrenadante 

contendo taquizoítas foi ressuspenso em 0,5ml e inoculados em monocamadas celulares da 

linhagem BeWo ou HeLa com a finalidade de manter a cepa nestas linhagens celulares. 

Quando a maioria das células infectadas em cultura foi lisada pelos parasitos, o 

meio do frasco contendo taquizoítas livres foi transferido para um tubo de 15ml, 

centrifugado a 1500rpm por cinco minutos em temperatura ambiente e o “pellet” foi 

ressuspenso em 1ml de meio RPMI e inoculado em dois frascos contendo células não-

infectadas. 
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4.4 Análise de apoptose e proliferação celular em células BeWo e HeLa infectadas ou 

não por T. gondii 

Células BeWo e HeLa foram retiradas dos frascos de cultura, centrifugadas, 

ressuspensas em 1ml de meio com 10% de SFB e contadas em câmara de Newbauer. As 

células inviáveis foram excluídas pela coloração com azul de trypan (Sigma Chemical CO., 

Brasil). Após o ajuste para uma concentração de 5x104 células (200�l/poço), as mesmas 

foram transferidas para uma placa de cultura de 24 poços (Ciencor Scientific, Brasil) e 

cultivadas sobre lamínulas de 13mm de diâmetro, por 24 horas a 37ºC e 5% de CO2. 

Posteriormente, as células foram lavadas com meio e parasitos da cepa RH ou ME49 de T. 

gondii foram adicionadas aos poços, separadamente, nas proporções de 2 e 5 parasitos por 

célula (2:1 e 5:1). Após 2, 6 e 12 horas de interação, as células foram fixadas em formalina 

tamponada 10%, por 24 horas, para posteriores análises morfológica e imuno-

histoquímica. O mesmo procedimento foi realizado na ausência de taquizoítas de T. gondii

(controle). Três experimentos independentes foram realizados em triplicata. 

4.4.1 Imuno-histoquímica para detecção de apoptose utilizando anticorpo 

monoclonal M30 

 Após a fixação, as células foram lavadas três vezes com TBS e incubadas por oito 

minutos em solução de ácido acético a 5% para bloqueio da fosfatase endógena. Em 

seguida foram lavadas três vezes, em solução salina tamponada com TRIS 0,05 M, pH 7, 4, 

acrescida de 2,5 % de cloreto de Sódio (TBS) por 5 minutos. Para bloqueio de sítios 

inespecíficos de ligação, as lamínulas foram incubadas com soro normal de cabra a 2,5% 

em TBS por 45 minutos a 37ºC; após este bloqueio, foi feita a incubação das células com 

anticorpo monoclonal de camundongo anti-citoqueratina 18 (clone M30, CytoDEATH, 

Roche Applied Science, USA), na diluição de 1:250 em TBS por 12 horas a 4ºC. Após 

sucessivas lavagens em TBS, as lamínulas foram incubadas com IgG de cabra anti - IgG de 

camundongo biotinilada (Sigma) na diluição de 1:600 em TBS por uma hora a 37º C. Após 

sucessivas lavagens, a reação foi amplificada pelo complexo avidina/biotina (ABC) - 

fosfatase (Biomeda, Foster city, USA) na proporção de 16:1000 em TBS a 37º C por 30 

minutos. Após novas lavagens em TBS, a revelação da enzima fosfatase alcalina foi 

realizada com fast red – naftol (Sigma, St Louis, USA), em tampão TBS, lavagens em TBS 

e água corrente e contra - coloração com hematoxilina de Meyer, por 8 minutos à 



44 

temperatura ambiente. Após a diferenciação do corante em água amoniacal, as lamínulas 

foram montadas em lâminas em glicerina.  

4.4.2 Análise de incidência de apoptose 

As células foram quantificadas quanto à porcentagem de células apoptóticas a cada 

100 células examinadas, infectadas ou não (índice de apoptose). Analisou-se também a 

porcentagem (índice) de células apoptóticas com parasitos intracelulares 100 células 

infectadas examinadas. 

4.4.3 Imunohistoquímica para detecção de proliferação celular utilizando 

anticorpo NCL-PCNA 

 Após a fixação, as células foram incubadas por oito minutos em solução de ácido 

acético a 5% para bloqueio da fosfatase endógena, em seguida foram lavadas três vezes, 

em solução salina tamponada com TRIS 0,05 M, pH 7, 4, acrescida de 2,5 % de cloreto de 

Sódio (TBS) por 5 minutos. Para bloqueio de sítios inespecíficos de ligação, as lamínulas 

foram incubadas com soro normal de cabra a 2,5% em TBS por 45 minutos a 37ºC; após 

este bloqueio, foi feita a incubação das células com anticorpo monoclonal de camundongo 

anti antígeno nuclear de proliferação celular (NCL-PCNA, Novocastra Laboratories, 

Newcastle, United Kingdom), na diluição de 1:100, em TBS por 60 minutos a 25º C. Após 

sucessivas lavagens em TBS, as lamínulas foram incubadas com IgG de cabra anti - IgG de 

camundongo biotinilada (Sigma, St Louis, USA) na diluição de 1:600 em TBS por uma 

hora a 37º C. Após sucessivas lavagens, a reação foi amplificada pelo complexo 

avidina/biotina (ABC) - fosfatase (Biomeda, Foster city, USA) na diluição de 16:1000 em 

TBS, a 37º C por 30 minutos. Após novas lavagens em TBS, houve a revelação da enzima 

fosfatase alcalina com fast red – naftol (Sigma, St Louis, USA), em tampão TRIS, lavagens 

em TBS e água corrente e contra - coloração com hematoxilina de Meyer, por 8 minutos à 

temperatura ambiente. Após a diferenciação do corante em água amoniacal, as lamínulas 

foram montadas em lâminas em glicerina.  

4.4.4 Análise de incidência de proliferação celular

As células foram quantificadas quanto à porcentagem de células em proliferação a 

cada 100 células examinadas, infectadas ou não (índice de proliferação celular). 
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4.5 Detecção de caspase 3 ativa por microscópio confocal  

Células BeWo e HeLa foram cultivadas em lamínulas de 13mm, em placas de 24 

poços (5x104 células/poço) por 24 horas, a 37oC e 5% de CO2. Em seguida, as células 

foram infectadas com T. gondii, cepas RH e ME49, nas proporções de 2:1 e 5:1 

(parasitos/células). Como controle, células foram apenas com meio de cultura. Após 12 

horas as células vivas foram incubadas com NucView 488 – solução com substrato de 

caspase 3 – 0,2M (Biotium, Inc., Hayward, CA), por 4 horas em temperatura ambiente. 

Como controle da reação, células foram incubadas com inibidor de caspase 3. Em seguida, 

as células foram fixadas em formol 3,75%, por 20 minutos. Os núcleos das células foram 

contra-corados com DAPI 10�M (Sigma Chemical CO.) por 10 minutos. As lâminas foram 

montadas utilizando-se uma solução de montagem para fluorescência (1ml de tampão 

carboneto: 9ml de glicerol) e, posteriormente, analisadas em microscópio confocal (Carl 

Zeiss LSM 510 Meta, Jena, Germany). 

4.6 Análise Estatística 

Os dados foram analisados como média e desvio padrão e as diferenças estatísticas 

foram determinadas usando o teste ANOVA, pós teste de Bonferroni (Graph Pad Software, 

v. 5.0, San Diego, USA). As diferenças estatísticas foram consideradas significantes 

quando P�0,05. 
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5. Resultados 

5.1 Cepas RH e ME49 de T. gondii apresentaram efeitos opostos na modulação da 

apoptose em células BeWo e HeLa 

Para verificar o índice de apoptose realizou-se imuno-histoquímica utilizando o 

anticorpo M30. Observou-se o processo de apoptose tanto nas células não-infectadas 

quanto nas infectadas com as cepas RH e ME49 de T. gondii (Figura 1). 

Células BeWo, infectadas com a cepa RH de T. gondii, foram menos susceptíveis 

ao processo de morte celular por apoptose do que as células não-infectadas (Figura 2A). 

Assim, nos três tempos de infecção analisados (2, 6 e 12 horas) as células BeWo infectadas 

com a cepa RH apresentaram menores índices de apoptose em relação aos respectivos 

controles (Figura 2A). Com 12 horas de infecção, células BeWo com maior taxa de 

infecção (5 parasitos por célula) foram menos susceptíveis à apoptose do que as células 

com menor taxa de infecção (2 parasitos por célula) (p< 0,001) (Figura 2A). Resultados 

opostos foram observados com a cepa ME49. Células infectadas demonstraram índices de 

apoptose maiores do que as células não infectadas (p<0,001), nos três tempos de infecção 

analisados (Figura 2A). Quando comparou-se o índice de apoptose entre as diferentes taxas 

de infecção, observou-se que nos três tempos analisados, as células infectadas com maior 

taxa de infecção (5 parasitos por célula) apresentaram índices significativamente maiores 

(p<0,01) do que células infectadas com 2 parasitos por célula. Além disso, os resultados 

demonstraram que com 12 horas de infecção e maior taxa de parasitismo (5 parasitos por 

célula), o índice de apoptose foi maior do que o observado após 2 e 6 horas de infecção 

(p<0,001). Já com a menor taxa de infecção (2 parasitos por célula) houve diferença 

significativa apenas entre os tempos de infecção de 2 e 12 horas (p<0,001; Figura 2A). 

As células infectadas com a cepa ME49 apresentaram diferentes índices de 

apoptose em relação às infectadas com a cepa RH de T. gondii. A comparação realizada 

entre as cepas demonstrou que em ambas as taxas de infecção (2:1 e 5:1 parasitos/célula) e 

nos três tempos de infecção analisados (2, 6 e 12 horas), os índices de apoptose das células 

infectadas com a cepa RH foram significativamente menores (p<0,0001) do que os 

observados em células infectadas com a cepa ME49 (Figura 2A). 

Resultados semelhantes foram observados em células HeLa. Quando infectadas 

com a cepa RH de T. gondii os índices de apoptose observados foram significativamente 
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menores (p<0,0001) do que os observados nos controles, nos três tempos de infecção 

analisados (Figura 2B). Células infectadas por 12 horas apresentaram índices de apoptose 

significativamente menores (p<0,01) do que os observados após 2 horas de infecção. Além 

disso, com maior taxa de parasitismo (5 parasitos por célula) os índices de apoptose foram 

menores do que os observados com a taxa de parasitismo de 2 parasitos por célula. 

Entretanto, só houve diferença significativa com 2 horas de infecção (p<0,001; Figura 2B). 

Células HeLa infectadas com a cepa ME49 de T. gondii apresentaram índices de 

apoptose semelhantes aos observados em células BeWo. Nos três tempos de infecção 

analisados os índices de apoptose do controle foram significativamente menores (p<0,001) 

do que os observados em células infectadas (Figura 3B). Além disso, verificou-se que na 

medida em que aumentou-se o tempo de infecção os índices de apoptose também 

aumentaram, já que com 12 horas de infecção os índices foram significativamente maiores 

(p<0,01) do que os observados com 2 horas de infecção (Figura 2B). 

A comparação realizada entre as cepas demonstrou que em ambas as taxas de 

infecção e nos três tempos analisados, os índices de apoptose de células HeLa infectadas 

com a cepa ME49 foram significativamente maiores (p<0,0001) do que os observados em 

células infectadas com a cepa RH (Figura 2B). 

5.2 Células BeWo e HeLa com parasitos intracelulares apresentaram menores índices 

de apoptose do que células não parasitadas. 

Células BeWo infectadas com a cepa RH apresentaram índices de células 

apoptóticas com parasitos intracelulares significativamente menores (p<0,0001) do que os 

índices de células infectadas com a cepa ME49, nos três tempos de infecção analisados: 2, 

6 e 12 horas (Figura 3A). Em relação às duas proporções de parasitos/célula analisadas, 

não foram observadas diferenças entre as células infectadas com a cepa RH, com menor 

taxa de parasitismo (2 parasitos por célula) e as infectadas com maior taxa de parasitismo 

(5 parasitos por célula). Já as células infectadas com a cepa ME49, na proporção de 5 

parasitos por célula, apresentaram índices de células apoptóticas com parasitos 

intracelulares significativamente maiores (p<0,01) do que as células infectadas com 2 

parasitos por célula, nos tempos de infecção de 6 e 12 horas (Figura 3A). 
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Células HeLa infectadas com 2 parasitos por célula, cepa RH, apresentaram índices 

de células apoptóticas com parasitos intracelulares significativamente menores do que as 

células infectadas com a cepa ME49, após 6 e 12 horas de infecção (p<0,01 e p<0,001, 

respectivamente). Além disso, células infectadas com a cepa ME49 por 12 horas, 

apresentaram índices maiores do que os observados em células com 6 horas de infecção 

(Figura 3B). Células infectadas com a cepa ME49, nos três tempos de infecção analisados, 

apresentaram índices de células apoptóticas com parasitos intracelulares significativamente 

maiores do que os índices de células infectadas com a cepa RH. Observou-se também que 

as células infectadas com a cepa ME49, por 12 horas, apresentaram índices de células 

apoptóticas com parasitos intracelulares significativamente maiores (p<0,001) do que os 

índices de células com 2 horas de infecção (Figura 3B). 

5.3 Células infectadas por T. gondii e não-infectadas apresentaram caspase 3 ativa 

Nas populações de células BeWo e HeLa foi possível observar caspase 3 ativa tanto 

nas células não-infectadas quanto naquelas infectadas com as cepas RH ou ME49 de T. 

gondii, independentemente dos períodos de tempo analisados ou taxas de infecção (dados 

não quantificados) (Figura 4). 

5.4 Células BeWo e HeLa infectadas com T. gondii proliferam mais do que células 

não-infectadas.

 Utilizando o antígeno de proliferação celular (PCNA), foi possível observar 

imunomarcações nucleares tanto em células BeWo e HeLa não-infectadas, quanto em 

células infectadas com a cepas RH ou ME49 de T. gondii (Figura 5).  

Células BeWo infectadas com a cepa RH de T. gondii apresentaram maiores índices 

de proliferação celular do que o controle, em ambas as proporções de parasitos/célula (2:1 

e 5:1) e nos três tempos de infecção analisados (2, 6 e 12 horas). O índice de proliferação 

foi significativamente maior (p<0,001) com 12 horas de infecção do que o observado com 

2 horas (Figura 6A). Células infectadas com 5 parasitos/células apresentaram índices de 

proliferação celular maiores do que aquelas infectadas com a proporção de 2:1, embora 

com diferenças significativas somente com 2 horas de infecção (p<0,01). 
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Células BeWo infectadas com a cepa ME49 apresentaram índices de proliferação 

celular significativamente maiores (p<0,0001) do que os observados nos respectivos 

controles, nos três tempos de infecção analisados e em ambas as taxas de infecção. 

Observou-se também que células com 12 horas de infecção apresentaram índices 

significativamente maiores do que os índices observados com 2 e 6 horas de infecção 

(p<0,001). Além disso, os índices de proliferação celular de células infectadas com a 

proporção de 5:1, foram maiores do que os observados com 2 parasitos/célula, nos três 

tempos de infecção analisados (Figura 6A).  

Células BeWo infectadas com a cepa RH de T. gondii apresentaram menores 

índices de proliferação celular do que os observados em células infectadas com a cepa 

ME49, em ambas as proporções de parasitos/célula e nos três tempos de infecção analisado 

(Figura 6A). 

Resultados semelhantes foram observados com células HeLa (Figura 6B). Os 

índices de proliferação celular das células infectadas com a cepa RH foram 

significativamente maiores do que os observados nos controles, nas duas proporções de 

parasitos/célula e nos três tempos de infecção analisados. Assim como observado com a 

linhagem BeWo, células HeLa infectadas com a proporção 5:1 da cepa RH apresentaram 

maiores índices de proliferação celular do que as infectadas com 2 parasitos/célula, nos três 

tempos de infecção analisados (Figura 6B).  

De maneira semelhante ao observado em células HeLa infectadas com a cepa RH, 

células infectadas com a cepa ME49 apresentaram índices de proliferação celular maiores 

do que os observados nos respectivos controles, nos três tempos de infecção analisados 

(p<0,0001). Esse aumento no índice foi proporcional ao tempo, já que, células infectadas 

por 12 horas apresentaram índices significativamente maiores do que as células com 2 

horas de infecção (p<0,001). Além disso, células infectadas com a proporção de 2:1 

apresentaram índices de proliferação celular menores do que os observados com a taxa de 

infecção de 5 parasitos/célula, nos três tempos de infecção analisados (Figura 6B). 

A comparação realizada entre as duas cepas de T. gondii revelou que células HeLa, 

infectadas com a cepa ME49, apresentaram maiores índices de proliferação celular quando 

comparadas com células infectadas com a cepa RH, nos três tempos de infecção e em 

ambas as proporções parasitos/célula (Figura 6B). 
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6. Discussão 

A apoptose é um importante mecanismo biológico que promove a remoção de 

células danificadas e não desejadas durante o desenvolvimento, garante a homeostase 

tecidual e a seleção do repertório linfocitário. Além disso, a apoptose é um mecanismo de 

defesa contra microorganismos durante a imunidade inata e adaptativa (LÜDER; GROSS, 

2001). Entretanto, vírus, bactérias e protozoários desenvolveram mecanismos para modular 

o processo de apoptose da célula hospedeira, garantindo a sobrevivência no interior das 

células. T. gondii é um dos protozoários que atua manipulando a apoptose da célula 

hospedeira, bem como outras vias celulares importantes, como regulação da glicólise, 

metabolismo de lipídeos e colesterol, organização do citoesqueleto e do ciclo celular 

(LANG et al., 2007; LÜDER et al., 2008). 

Esse mecanismo de morte celular também é crucial durante a gestação. Como a 

placenta é fundamental nos processos de trocas gasosas e de nutrientes entre a mãe e o 

feto, a diminuição ou o aumento de apoptose nas células trofoblásticas pode acarretar em 

complicações durante a gestação, causando inclusive abortos (LEE et al., 2005). Desta 

forma, alterações na incidência de apoptose durante os períodos iniciais de gestação podem 

causar alterações na morfologia e nos aspectos fisiológicos da placenta, causando 

problemas no desenvolvimento fetal (KAPONIS et al., 2008; HEAZELL; CROCKER, 

2008). 

Os resultados aqui apresentados demonstraram que nos estágios iniciais da 

infecção, tanto as células trofoblásticas BeWo quanto as células HeLa, infectadas com a 

cepa RH de T. gondii, apresentaram menores índices de apoptose do que as células não-

infectadas. Além disso, os índices de apoptose foram menores em células infectadas com a 

maior taxa de infacção (5 parasitos por célula). Esses resultados demonstram possível 

interferência de T. gondii no programa apoptótico da célula hospedeira, e estão de acordo 

com dados da literatura que demonstraram que células infectadas pelo parasito são 

resistentes a diversos estímulos indutores de apoptose, como radiação UV e citotoxicidade 

mediada por linfócitos T citotóxicos (BANNAI et al., 2008).  

Células BeWo e HeLa infectadas com a cepa de baixa virulência ME49 

apresentaram resultados opostos aos observados na infecção com cepa RH. Células 

infectadas apresentaram índices de apoptose maiores do que as células não-infectadas, nos 

três tempos de infecção analisados e em ambas as taxas de infecção, demonstrando que a 

cepa ME49 apresenta um comportamento inverso ao da cepa RH promovendo aumento da 
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apoptose das células hospedeiras, nos estágios iniciais da infecção. Hippe e colaboradores 

(2008) realizaram estudos que mostraram que após 24 e 36 horas de infecção parasitos da 

cepa ME49 atuam bloqueando a apoptose da célula hospedeira através da interferência da 

liberação do citocromo c pela mitocôndria. Além disso, estudos demonstraram uma estreita 

ligação entre a indução de apoptose por patógenos e os efeitos de morte celular na 

resistência à infecção, indicando que muitas vezes a indução da apoptose pelo parasito tem 

um efeito protetor para o hospedeiro. Essa situação foi observada em estudos realizados 

com a bactéria Helicobacter pylori e demonstraram que camundongos infectados pela 

bactéria e deficientes em receptor de morte Fas, apresentavam aumento na gravidade de 

doenças gástricas (LABBÉ; SALEH, 2008). 

Dessa forma, os resultados apresentados nesse trabalho podem indicar um 

mecanismo protetor que a cepa ME49, de baixa virulência, apresenta. Pois o aumento nos 

índices de apoptose pode significar diminuição da parasitemia e, consequentemente, dos 

níveis de citocinas pró-inflamatórias liberadas. 

Essa diferença entre cepas de T. gondii foi melhor determinada quando realizou-se 

a análise do índice de células apoptóticas com parasitos intracelulares, através da qual foi 

possível verificar que células BeWo e HeLa infectadas com a cepa RH apresentaram 

menores índices de células apoptóticas com parasitos intracelulares do que aquelas que 

foram infectadas com a cepa ME49. Isto sugere que a incidência de apoptose pode estar 

relacionada à virulência da cepa do parasito.  

Diversos estudos realizados mostraram a associação entre a incidência de apoptose 

e a virulência das cepas de T. gondii. Em camundongos infectados com cepas de alta 

virulência do parasito, observou-se diminuição da apoptose (DEBIERRE-GROCKIEGO, 

2007). De maneira inversa, estudos realizados com camundongos demonstraram que 

eventos tardios da infecção por cepa de alta virulência estão associados ao aumento na 

produção de IFN-� e altos níveis de apoptose (MORDUE et al., 2001). Gavrilescu e 

Denkers (2003) demonstraram que os altos níveis de apoptose observados após a infecção 

com cepa RH não estão associados com o parasito propriamente dito, mas sim com os altos 

níveis de citocinas pró-inflamatórias liberadas após a infecção por cepas de alta virulência 

de T. gondii. Além disso, estudos in vivo mostraram que tanto a cepa RH quanto a ME49 

possuem capacidade de induzir apoptose. No entanto, o processo apoptótico ocorre com 

maior frequência em órgãos infectados pela cepa RH (GAVRILESCU; DENKERS, 2001).  
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Os resultados deste trabalho demonstraram que as diferenças entre células 

apoptóticas com parasitos intracelulares após a infecção com as cepas RH e ME49 de T.

gondii, são mais marcantes nas células trofoblásticas BeWo do que nas células HeLa. 

Senegas e colaboradores (2008) demonstraram que o aumento de apoptose em células 

trofoblásticas infectadas com a cepa ME49 está relacionado com a liberação de IFN-�, uma 

vez que camundongos deficientes para o receptor dessa citocina não apresentaram aumento 

da apoptose. Além disso, esses autores confirmaram que a IDO, presente na interface 

materno-fetal apresenta efeito pró-apoptótico. Apesar de células BeWo não apresentaram 

IFN-� e IDO constitutivamente, durante a gestação a presença dessa citocinas em níveis 

moderados e o aumento na apoptose induzida por esses componentes pode conferir certa 

proteção ao hospedeiro.  

Possivelmente, a cepa ME49 induza o aumento de apoptose como mecanismo 

atenuador da infecção. Além disso, em condições naturais de gestação a infecção por essa 

cepa pode representar menor ameaça do que a cepa RH, que inibe a apoptose para garantir 

sua sobrevivência, mas por outro lado, a redução da morte celular pode também contribuir 

para o aumento da resposta inflamatória, observada em infecções com cepas de alta 

virulência, levando ao aumento da imunopatologia e complicações durante a gestação. 

Além disso, estudos demonstraram que a aumento de citocinas pró-inflamatórias 

aumentam a expressão de Fas e FasL em células trofoblásticas, aumentando a apoptose 

dessas células (ASCHKENAZI et al., 2002). Esse possível efeito protetor da ME49 pode 

estar associado ao fato dessa cepa predominar em casos de toxoplasmose congênita 

benigna ou assintomática (AJZENBERG et al., 2002; SAEIJ et al., 2005).  

As análises para detecção de caspase 3 ativa revelaram que tanto as células 

infectadas, por T. gondii, quanto as não infectadas apresentaram caspase 3 ativa. Inclusive 

as células infectadas pela cepa RH que apresentaram baixos índices de apoptose. 

Esses resultados podem ser explicados pela capacidade do parasito de inibir a 

caspase 3 mesmo após a ativação da mesma (SINAI et al., 2004; GUILHERMO et al., 

2008). Além disso, não quantificou-se caspase 3 ativa e pode ser que em células infectadas 

pela cepa RH haja menos caspase ativa do que nas células infectadas pela cepa ME49 e 

células não-infectadas. Já está descrito na literatura que o parasito tem a capacidade de 

diminuir a ativação das caspases efetoras através da interferência em várias cascatas de 

ativação de caspase da célula hospedeira. Uma delas está relacionada à inibição da via 

extrínseca da apoptose, já que o parasito atua clivando ou degradando a caspase 8 que é 
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iniciadora desta via (VUTOVA et al., 2007; LÜDER et al., 2008). No entanto, a principal 

interferência de T. gondii é na via intrínseca da apoptose. A modulação desta via pode ser a 

nível transcricional, através da ativação de NF-�B ou pós-transcricional, pela degradação 

de diversas proteínas pró-apoptóticas (Nelson et al., 2008). Nesse último caso, o parasito 

atuaria degradando as proteínas pró-apoptóticas (como Bax, Bad, Bid) e aumentando a 

expressão das proteínas anti-apoptóticas (como Bcl-2 e Mcl-1) (CARMEN; SINAI, 2007). 

O parasito também estimula a expressão das proteínas inibidoras de apoptose (IAP) que 

atuam diretamente na caspase 3 ativa degradando-a (MOLESTINA et al., 2003). 

Além disso, a inibição da apoptose pode-se dar pela interferência na liberação do 

citocromo c, já que após a infecção e a formação do vacúolo parasitóforo, T. gondii recruta 

mitocôndrias, que se associam a membrana do vacúolo. Acredita-se que essa íntima 

associação esteja relacionada com a interferência direta do parasito nas funções da 

mitocôndria, dentre elas a apoptose (CARMEN et al., 2006; LALIBERTÉ; 

CARRUTHERS, 2008). Entretanto, Carmen e colaboradores (2006) demonstraram que o 

bloqueio da liberação do citocromo c ocorre em todas as mitocôndrias da célula 

hospedeira, e não apenas que ficam associadas ao vacúolo parasitóforo. Isto sugere que o 

parasito secrete moléculas que promovam alterações na liberação do citocromo c. Outros 

eventos também estão associados ao bloqueio da apoptose, como a diminuição da ativação 

da proteína JNK que ativa a proteína kinase ativada por mitose (MAPK) responsável pela 

transmissão de estímulos apoptogênicos até a mitocôndria, levando a liberação do 

citocromo c (CARMEN et al., 2008). 

Dessa forma, nos estágios iniciais da infecção os parasitos da cepa RH podem 

atuar, por meio dessas vias, manipulando a célula hospedeira e induzindo diminuição dos 

índices de apoptose por nós observada. Enquanto que, parasitos da cepa ME49 não 

interferem nessas vias no início da infecção, sendo talvez necessário um período de 

infecção maior para que essa cepa bloqueie a apoptose, como demonstrado em trabalhos 

que verificaram que nos estágios tardios da infecção há inibição da apoptose pela cepa 

ME49 (HIPPE et al., 2008). Assim, a parasitemia no início da infecção pela cepa ME49 de 

T. gondii pode ser menor e melhor controlada pelo sistema imune. Entretanto, estudos in 

vivo são necessários para confirmar essa hipótese.  

Os resultados de proliferação celular demonstraram que células infectadas com 

ambas as cepas de T. gondii proliferam mais do que as células não infectadas, nos estágios 

iniciais da infecção pelo parasito. Esses resultados podem ser explicados pela interferência 
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no ciclo da célula hospedeira que o parasito apresenta. Estudos demonstraram que pelo 

menos dez proteínas importantes no processo de mitose e proliferação celular são 

aumentadas após a infecção por T. gondii. Além disso, o parasito recruta microtúbulos e 

centrômeros que ficam associados ao vacúolo parasitóforo e, assim, o protozoários 

interfere na iniciação e na progressão da mitose das células hospedeiras (NELSON et al., 

2008).   

Lavine e Arrizabalaga (2009) demonstraram que células parasitadas por T. gondii

são capazes de liberar fatores que induzem células não infectadas a entrar mais 

precocemente na fase S (fase de síntese) do ciclo celular. Esses fatores liberados também 

podem induzir a própria célula parasitada a entrar em processo de proliferação celular. 

Entretanto, outros estudos demonstraram que a infecção in vitro de células humanas é 

capaz de inibir a taxa de proliferação celular, promovendo rápida entrada na fase G2 e 

longa permanência nesta fase, através da interferência em reguladores da divisão celular, 

como por exemplo a proteína UHRF1 (uma ubiquitina) (BRUNET et al., 2008).  

O aumento da proliferação celular também pode estar associado com estratégias do 

parasito para modular as funções intracelulares e se manter na célula hospedeira. Estudos 

demonstraram que o auto-antígeno 1, um gene que regula negativamente o ciclo celular, 

diminui o crescimento celular do parasito e induz transição precoce para a forma bradizoíta 

de T. gondii (RADKE et al., 2006). 

Molestina e colaboradores (2008) também demonstraram que T. gondii possui 

estratégias para induzir sinais de crescimento celular induzindo uma “resposta de 

proliferação”, simultaneamente a inibição da progressão do ciclo celular. Observou-se que 

através da manipulação da atividade de ciclinas o parasito induz a célula a entrar em fase S 

permanecendo nesta fase por mais tempo do que o observado em células não infectadas. 

Essa permanência da célula hospedeira na fase S é importante para o parasito, pois para se 

manter vivo ele necessita de nutrientes do hospedeiro, dentre eles arginina, triptofano, 

poliaminas, purinas, colesterol e ferro (LALIBERTÉ; CARRUTHERS, 2008). 

Os resultados aqui apresentados também demonstraram que células infectadas pela 

cepa ME49 proliferam mais do que as infectadas com a cepa RH. Esses resultados 

mostram, novamente, comportamentos opostos das cepas de T. gondii. Provavelmente, a 

cepa de baixa virulência ME49 aumente a proliferação de células hospedeiras como de 

forma a atenuar a infecção diminuindo os danos ao tecido hospedeiro que pode ser causado 

pelo aumento da apoptose. Além disso, esse mecanismo pode estar associado ao aumento 
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nos índices de apoptose da célula hospedeira observados após a infecção pela cepa ME49. 

Uma vez que, o aumento no processo de morte celular pode induzir aumento da divisão de 

células saudáveis, um processo chamado de proliferação compensatória induzida por 

apoptose. Segundo essa hipótese células que estão em processo de morte celular podem se 

comunicar com as células vizinhas saudáveis, induzindo a proliferação das mesmas para 

manutenção da homeostase tecidual (FAN; BERGMANN, 2008).   

É evidente que essas interferências de T. gondii sobre o comportamento das células 

hospedeiras são importantes fatores patogênicos e podem ser críticos para o 

desenvolvimento do quadro clínico da toxoplasmose. Além disso, com os dados aqui 

mostrados, pode-se inferir que as alterações na apoptose e no ciclo celular estão 

relacionadas aos fatores de virulência das cepas de T. gondii. Assim, novos estudos são 

necessários para o entendimento dos mecanismos de interferência que diferentes cepas de 

T. gondii apresentam sobre a modulação de vias intracelulares de sinalização que levam a 

apoptose e também a proliferação celular. 
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7. Conclusões 

• A incidência de apoptose em células BeWo e HeLa infectadas com a cepa RH foi 

menor do que o observado em células infectadas com a cepa ME49 e em células 

não infectadas; 

• Células infectadas com a cepa ME49 apresentaram maior incidência de células 

apoptóticas do que as células não infectadas; 

•  O índice de células apoptóticas com parasitos intracelulares foi menor em células 

infectadas com a cepa RH do que o observado com a cepa ME49; 

• Detectou-se caspase 3 ativa tanto em células infectadas pelas cepas RH e ME49, 

quanto em células não infectadas; 

• Células infectadas pelas cepas RH e ME49 apresentaram maiores índices de 

proliferação celular do que as não-infectadas. Além disso, células infectadas com a 

cepa ME49 proliferaram mais do que as infectadas com a cepa RH.   

Dessa forma, todos os resultados demonstraram que a cepa de alta (RH) e baixa 

virulência (ME49) possuem mecanismos opostos de interferência nos mecanismos de 

apoptose e proliferação de células trofoblásticas BeWo. Essas diferenças podem estar 

associadas com estratégias de sobrevida e permanência de T. gondii na célula hospedeira. 
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8. Figuras 
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Figura 1 

Imunomarcações de células apoptóticas linhagens BeWo e HeLa, após 12 horas de infecção por T. 

gondii. a) células BeWo não infectadas (controle); b) células HeLa não infectadas (controle); c)
células BeWo infectadas com a cepa RH de T. gondii (5 parasitos/célula); d) células HeLa 
infectadas com a cepa RH de T. gondii (5 parasitos/célula); e) células BeWo infectadas com a cepa 
ME49 (5 parasitos/célula); f) células HeLa infectadas com a cepa ME49 (5 parasitos/célula). As 
imunomarcações de células apoptóticas estão indicadas pelas setas. Coloração por 
imunohistoquímica com anticorpo M30 utilizando fosfatase alcalina e fast red naphtol, contra-
coloração com hematoxilina de Meyer. Barras: 35µm 
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Figura 2 

Células BeWo infectadas com T. gondii
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Células HeLa infectadas com T. gondii
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Influência das cepas RH e ME49 de T. gondii no índice de apoptose (%) de células BeWo 
(A) e HeLa (B), infectadas com as proporções de 2 e 5 parasitos/células (2:1 e 5:1), após 2, 
6 e 12 horas de infecção. O índice de apoptose corresponde ao número médio de 
imunomarcações a cada 100 células examinadas. Os dados representam a média ± SD de 
três experimentos independentes, realizados em triplicata, sendo que as médias foram 
comparadas pelo teste ANOVA. Observaram-se diferenças estatísticas entre células 
infectadas com os respectivos controles (*) e entre as proporções de infecção 2:1 e 5:1 (•). 
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Figura 3 
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Análise do índice (%) de células apoptóticas com parasitos intracelulares, de células BeWo 
(A) e HeLa (B), infectadas com T. gondii nas proporções de 2 e 5 parasitos/célula, por 2, 6 
e 12 horas de infecção. O índice corresponde ao número médio de células apoptóticas com 
parasitos intracelulares a cada 100 células infectadas examinadas. Os dados representam a 
média ± SD de três experimentos independentes, realizados em triplicata, sendo que as 
médias foram comparadas pelo teste ANOVA. Foram observadas diferenças estatísticas 
entre os índices das células infectadas com a cepa RH e ME49 (*). 
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Figura 4 

Células trofoblásticas BeWo não infectadas e 12 horas após de infecção com as cepas RH e ME49 
de T. gondii. A fluorescência azul indica células saudáveis, enquanto que, a fluorescência verde 
corresponde a presença de caspase 3 ativa. a) células saudáveis não infectadas; b) caspase 3 ativa 
em células não infectadas; c) células infectadas com a cepa ME49 (5 parasitos por célula); d)
caspase 3 ativa em células infectadas com a cepa ME49 (5 parasitos por célula); e) células 
infectadas com a cepa RH (5 parasitos por célula); f) caspase 3 ativa em células infectadas com a 
cepa RH de T. gondii (5 parasitos por célula). As fluorescências representando caspase 3 ativa 
estão indicadas pelas setas. Coloração por fluorescência analisada em microscópio confocal, 
utilizando DAPI (fluorescência azul) e substrato de caspase 3 NucView 488 (fluorescência verde). 
Barras 40�m. 
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Figura 5 

Imunomarcações de células em proliferação celular, após 12 horas de infecção. a) células 
BeWo não-infectadas (controle); b) células BeWo infectadas com a cepa ME49 de T. 

gondii (5 parasitos/célula); c) células HeLa não-infectadas (controle); d) células HeLa 
infectadas com a cepa ME49 de T. gondii (5 parasitos/célula). As imunomarcações de 
células em proliferação celular estão indicadas com asteriscos (*). Coloração por 
imunohistoquímica com o anticorpo NCL-PCNA utilizando fosfatase alcalina e fast red 

naphtol, contra-coloração com hematoxilina de Meyer. Barras: 35µm 
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Figura 6 
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0

25

50

75

100

2h 6h 12h 2h 6h 12h

Controle
Infecção - 2:1
Infecção - 5:1

*

*
****

*

*****

•

•

•

•

Cepa RH Cepa ME49

A
Ín

di
ce

 d
e 

pr
ol

if
er

aç
ão

 c
el

ul
ar

 (
%

)

Células HeLa infectadas com T. gondii

0

25

50

75

100

Controle
Infecção - 2:1
infecção - 5:1

2h 6h 12h 2h 6h 12h

*
**

**
*

*
**

***

•

•

••
•

•

Cepa RH Cepa ME49

B

Ín
di

ce
 d

e 
pr

ol
if

er
aç

ão
 c

el
ul

ar
 (

%
)

Influência das cepas RH e ME49 de T. gondii no índice de proliferação celular (%) de células 
BeWo (A) e HeLa (B), infectadas com as proporções de 2 e 5 parasitos/células (2:1 e 5:1), após 2, 
6 e 12 horas de infecção. O índice de proliferação celular corresponde ao número médio de 
imunomarcações a cada 100 células examinadas. Os dados representam a média ± SD de três 
experimentos independentes, realizados em triplicata, sendo que as médias foram comparadas pelo 
teste ANOVA. Observou-se diferenças estatísticas entre células infectadas com os respectivos 
controles (*) e entre as proporções de infecção 2:1 e 5:1 (•). 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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