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RESUMO 

A diferenciação no desenvolvimento é um processo fundamental em organismos vivos. É 

essencial em organismos multicelulares e comum entre procariotos e eucariotos 

unicelulares. No caso de protozoários parasitas, tal diferenciação é freqüentemente um 

processo obrigatório que distingue estágios do ciclo de vida sendo requerido para (i) 

reprodução sexual, (ii) transmissão entre os hospedeiros mamíferos e vetores invertebrados, 

ou para (iii) sobrevivência dentro de diferentes nichos no hospedeiro. Embora seja do 

conhecimento que Toxoplasma gondii forma cistos preferencialmente no cérebro e na 

musculatura esquelética, pouca atenção tem sido dada às células musculares esqueléticas 

como um tipo celular para estudo da estágio-conversão do parasito. A persistência na 

musculatura esquelética é crítica para a sua transmissão para humanos através da ingestão 

de carne crua ou mal passada.  Na presente tese, culturas primárias de células musculares 

esqueléticas (CME) foram altamente diferenciadas, apresentando miotubos que contraíam 

espontaneamente e expressavam marcadores específicos, tais como Myf5, MyoD e 

desmina.  Com o objetivo de investigar in vitro a diferenciação do Toxoplasma, CME foram 

infectadas com taquizoítos de Toxoplasma e a estágio-conversão entre taquizoítos e 

bradizoítos analisadas até seis dias após infecção por imunofluorescência. A diferenciação 

dos taquizoítos teve início espontaneamente após 1 dia de infecção apresentando a 

seguinte taxa de vacúolos contendo bradizoítos: 0 % (4h), 23,8 ±3,4 % (1 dpi); 31,0 ± 2,0 % 

(2 dpi); 33,0 ±3,5 % (4dpi) e 46,0 ±3,5 % (6dpi). Após 2 e 4 dias de infecção, vacúolos 

contendo bradizoítos e rosetas de Toxoplasma em estágio conversão assincrônica foram 

detectados. Com o objetivo de checar se o tipo celular é determinante neste intrigante 

fenômeno, os mesmos experimentos foram realizados em dois outros tipos de células 

hospedeiras: linhagem de mioblasto (L6C10) de rato diferenciada in vitro em miotubos 

maduros e em linhagem de fibroblasto de camundongo (L929). Altas taxas foram detectadas 

na linhagem de mioblasto L6.C10: 35,2 ± 4, 6 % (4 dpi) e 64% (6 dpi). Em contraste, na 

linhagem de fibroblasto de rato (L929), a taxa de diferenciação do Toxoplasma não alcançou 

20%. Além disso, quando analisados por RT-PCR em tempo real, o RNA total de culturas de 

CMEs infectadas com taquizoítos de Toxoplasma continha quantidades crescentes de 

transcritos de ENO1, um marcador específico para o estágio bradizoíta. Nós também 

desenvolvemos experimentos de estágio conversão induzida, aplicando condições de 

estresse exógenos, tais como pH alcalino e citocina. Nossos dados revelaram que altas 

taxas de estágio conversão do Toxoplasma ocorrem em CME, sem requerer fatores de 

estresse exógenos, tais como drogas, mudanças na temperatura ou pH. Nós acreditamos 

que CMEs possam apresentar um nicho apropriado para o Toxoplasma estabelecer a fase 

crônica da infecção e desta forma, ser um potente/modelo celular para o estudo do intrigante 

processo de diferenciação de taquizoítos-bradizoítos in vitro. 
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ABSTRACT 
 
Developmental differentiation is a fundamental process in living organisms. It is essential in 

multicellular organisms and is common among prokaryotes and unicellular eukaryotes. In the 

case of protozoan parasites, such differentiation most frequently is an obligatory process with 

distinct life cycle stages being required for (i) sexual reproduction, (ii) for transmission 

between mammalian hosts and invertebrates vectors, or (iii) for survival within distinct niches 

of the host. Although is already known that Toxoplasma gondii form cysts preferentially in the 

brain and in the skeletal muscles, little attention has been paid to skeletal muscle cells as a 

cell type to study Toxoplasma stage conversion. Persistence within muscle tissue is critical 

for parasite transmission to humans via raw or undercooked meat. In the present thesis 

work, primary cultures of skeletal muscle (SkMC) were highly differentiated, displaying 

myotubes which contracted spontaneously in vitro and expressed markers specific to SkMC, 

such as myf5, myoD and desmin.  Owing to investigate in vitro differentiation of Toxoplasma, 

SkMCs were infected with Toxoplasma tachyzoites and tachyzoite-bradyzoite stage 

conversion analysed till 6 days post infection by immunofluorescence. The tachyzoite 

differentiation started spontaneously at 1 day post infection, displaying the following rate of 

vacuoles containing bradyzoites: 0 % (4h), 23.8 ±3.4 % (1 dpi); 31.0 ± 2.0 % (2 dpi); 33.0 ± 

3.5 % (4 dpi) and 46.0 ± 3.5 % (6 dpi). At 2 and 4 dpi, vacuoles containing bradyzoites and 

rosettes of Toxoplasma in asynchronous stage conversion were detected. In order to check if 

the host cell was determinant to this intriguing phenomenon, the same experiments were 

carried in 2 others different host cell: a rat myoblast cell line (L6C10) differentiated in vitro 

into mature myotubes and a mouse fibroblast cell line (L929). High rates were detected in the 

L6.C10 myoblast cell line: 35.2 ± 4.6 % (4 dpi) and 64% (6 dpi). In contrast, in mouse 

fibroblast cell line (L929), the rate of Toxoplasma differentiation did not reach 20%. In 

addition, when analysed by real time RT-PCR, total RNA from SkMC infected by Toxoplasma 

tachyzoites contained increasing amounts of bradyzoite-specific ENO1 transcripts until 6 dpi. 

We also carried experiment inducing the stage conversion, by applying exogenous stress 

conditions, as alkaline medium and cytokine. Our data show that high rates of Toxoplasma 

stage conversion takes place in SkMC, without exogenous stress factors being required as 

drugs, changes in temperature or pH. We believe that SkMC might be an appropriate niche 

to the parasite to establish the chronic phase of the infection and therefore, a potent cell 

model to study the intriguing process of tachyzoite to bradyzoite differentiation in vitro. 

 



 xi 

 

ÍNDICE 

 

 

RESUMO ix 

ABSTRACT X 

I. INTRODUÇÃO 1 

1. Toxoplasma gondii - o modelo Apicomplexa 1 

   2. Biologia do Toxoplasma 2 

   3. Toxoplasmose em humanos 6 

4. T. gondii e a célula hospedeira: invasão e formação do vacúolo 

parasitóforo 
8 

5. Tropismo celular e estágio conversão do Toxoplasma 11 

6. A célula muscular esquelética  14 

    6.1 Biologia celular e molecular da miogênese  14 

    6.2. A cultura primária de célula muscular esquelética 16 

II. OBJETIVOS  19 

III. MATERIAIS E MÉTODOS  20 

1. Isolamento e cultura de células musculares esqueléticas 20 

2. Manutenção e diferenciação de linhagem de mioblasto de rato (L6. C10) 21 

3. Cultura de linhagem de fibroblasto de camundongo (L929) 21 

4. Cultivo do Toxoplasma e infecção das células 22 

5. Ensaios de immunofluorescência 22 

      5.1. Monitoramento da diferenciação das células musculares in vitro 22 

      5.2. Monitoramento da diferenciação dos parasitos in vitro 23 

6. Análises por RT-PCR quantitativo e semiquantitativo (q RT-PCR) 23 

      6.1. Da expressão genes-músculo específicos  23 

      6.2. De genes estágio específico do Toxoplasma 24 

   7. Estágio conversão do Toxoplasma induzido por estresse exógeno 25 

     7.1. Indução da estágio conversão por aumento do pH e ausência de CO2 25 

     7.2. Indução do estágio conversão com IFN gama em presença de LPS 25 

IV. RESULTADOS  27 

      1. Estabelecimento da miogênese de culturas primárias de CME 27 

         1.1. Por microscopia de contraste de fase 27 

         1.2. Por microscopia de fluorescência 27 



 xii  

         1.3. Monitoramento da expressão gênica de proteínas músculo- 

específico 
27 

2. Estágio conversão  taquizoíto-bradizoíto de T. gondii em CME 31 

         2.1. Monitoramento por imunofluorescência 31 

         2.2. Monitoramento por qRT-PCR 34 

3. Monitoramento da diferenciação de células de linhagem de mioblasto 

de rato (L6. C10 
34 

4. Monitoramento da conversão de taquizoíto-bradizoíto de T. gondii  em 

linhagens celulares de músculo (L6C10)  e de fibroblasto (L929) 
38 

5. Indução do estágio conversão 46 

        5.1. Indução por aumento do pH e ausência de CO2 em cultura primária 

de CME 
46 

        5.2. Indução com IFN-γ em presença e na ausência de LPS 46 

V DISCUSSÃO 48 

VI CONCLUSÕES 57 

VII BIBLIOGRAFIA 58 

VIII ANEXOS 76 

ANEXO I – Toxoplasma gondii tachyzoite -to- bradyzoite conversion in 

skeletal muscle cells in the absence of exogenous stress factors 
 

ANEXO II –  Stress-related and spontaneous stage differentiation of  

Toxoplasma gondii        
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 1 

 
I. INTRODUÇÃO 
 

1. Toxoplasma gondii -  o modelo Apicomplexa 

 

Neste ano de 2008 comemora-se os 100 anos da descrição do Toxoplasma 

gondii por Nicolle e Manceaux, no norte da África, e por Splendore no Brasil. A 

designação da espécie deste parasito provém do nome de um roedor africano 

(Ctenodactylus gondi) do qual este parasito foi originalmente isolado (Nicole e 

Manceaux, 1909; Black e Boothroyd, 2000).  

O T. gondii é um protozoário classificado como Coccídeo, pertencente ao filo 

Apicomplexa, que inclui um grande número de parasitos de animais e de humanos, 

responsáveis por doenças muito conhecidas, tais como  malária, toxoplasmose, 

coccidiose e criptosporidiose (Dubremetz e cols., 1993). 

De todos os apicomplexas, o T. gondii é o mais accessível experimentalmente, 

uma vez que: (i) esses parasitos são capazes de infectar in vitro qualquer célula 

nucleada; (ii) os estágios patogênicos são facilmente propagáveis em cultura, 

produzindo-se quantidades satisfatórias de parasito para experimentação; (iii) o 

modelo em camundongos é bem estabelecido; (iv) foi o primeiro protozoário 

obrigatoriamente intracelular a ser transformado utilizando-se DNA exógeno (Donald 

e Roos, 1993; Kim e cols., 1993), possibilitando assim, o desenvolvimento de 

ferramentas moleculares de genética reversa para a manipulação de seu genoma 

(Boothroyd e cols., 1997; Soête e cols., 1999), e ainda, (v) pelo fato de um novo 

banco de dados das chamadas “expressed sequence tags” (EST), que são etiquetas 

de seqüências expressas produzidas a partir de bibliotecas de cDNA,  ter sido criado 

para o T. gondii. Desta forma, por conta destas facilidades experimentais, o T. gondii 

emerge como um dos mais importantes modelos para o estudo da biologia dos 

apicomplexas, que incluem mais de 5000 espécies de parasitos (Wilson e cols., 

1996; Roos e cols., 1999; revisto em Black e Boothroyd 2000, e em Kim e Weiss, 

2004). Há significantes diferenças biológicas entre o Toxoplasma e os outros 

parasitos deste filo, principalmente com relação ao ciclo de biológico que não foi 

conservado em todas as espécies (Kim e Weiss, 2004). Este protozoário tão bem 

adaptado é caracterizado por ser um parasito oportunista de ampla distribuição 

geográfica e por formar cistos teciduais freqüentemente encontrados no sistema 

nervoso central e na musculatura esquelética de seus hospedeiros, onde persistem 
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dormentes por longos períodos, levando a uma infecção de longo termo (Hoare, 

1972, Gross e cols., 1997; Ellis e cols., 2004).  

O estabelecimento de uma infecção persistente é uma das principais 

características deste parasito, sendo necessária para manutenção do seu ciclo de 

vida. Este fato e a habilidade do T. gondii em infectar um amplo espectro de células 

de vertebrados de sangue quente e de se desenvolver dentro de toda célula 

nucleada estudada até o momento, faz com que seja um dos protozoários mais bem 

sucedidos dentre os parasitos obrigatoriamente intracelulares (Boothroyd e cols., 

1998). 

 

2. Biologia do T. gondii  

 

O Toxoplasma se caracteriza pela forma alongada, de meia lua crescente, 

apresentando uma extremidade mais afilada na região anterior do corpo e mede  

cerca 7 µm de comprimento e 2 µm de largura, com pequenas variações entre as 

três formas infectivas (Harboe e Erichsen, 1954; Hogan e cols., 1960).  

O T. gondii apresenta todas as estruturas típicas de células eucariotas 

(Esquema 1), sendo a presença do complexo apical (formado pelo conóide e anéis 

apicais) um importante diferencial que caracteriza o filo apicomplexa (Esquema 2). 

Além do complexo apical, o Toxoplasma possui organelas secretoras como róptrias, 

micronemas e grânulos densos que desempenham um importante papel na invasão, 

formação e manutenção do vacúolo parasitóforo, garantindo a sua permanência na 

célula hospedeira (Joiner e Roos, 2002; Martin e cols., 2007) (Esquema 1).  O 

conóide mede cerca de 250 nm de diâmetro e 280-360 nm de comprimento, formado 

basicamente por 6-8 microtúbulos e um par central interno, assemelhando-se a uma 

mola que pode se estender ou retrair dentro do anel polar apical (revisto em Dubey e 

cols., 1998b; Morissete e Sibley, 2002) (Esquema 2).   

O Toxoplasma é envolto por uma membrana trilaminar (Dubey e cols., 1998) e 

contém um plastídeo vestigial, chamado de plastídeo apicomplexa ou apicoplasto, 

indispensável ao parasito e que vem recebendo atenção especial desde sua 
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(Reproduzido e adaptado de Striepen e cols., 2007) 

 

Esquema 1.  Representação esquemática de um zoíta, mostrando a ultra-estrutura do T.gondii. 

 

descrição (Wilson e cols., 1995; McFadden e cols., 1996; Kohler e cols., 1997; 

Waller e cols., 1998). Esta organela é envolta por múltiplas membranas, indicando 

ter sido adquirida por endossimbiose secundária (Kohler e cols., 2006). A 

endossimbiose primária consiste na incorporação de um procarioto por um eucarioto 

e os plastídeos apresentam somente duas membranas.  Por outro lado,  na 

endossimbiose secundária, um eucarioto heterotrófico fagocita um eucarioto 

fotossintético, gerado por uma endossimbiose primária, e assim os plastídeos 

apresentam quatro membranas (Waller e cols., 1998). 

Como o Toxoplasma apresentar enzimas glicolíticas homólogas às de plantas 

e não à de animais, esta organela é uma forte candidata para o desenho de novas 

abordagens terapêuticas (Kohler e cols., 1997; Ralph e cols., 2001; Seeber, 2003), 
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além de ser objeto de estudos evolutivos (Willianson e cols., 1994; Egea e Lang-

Unasch, 1995; Dzierszsinki e cols., 1999). 

A mitocôndria do Toxoplasma também foi gerada por um processo 

endossimbiótico e, assim como o apicoplasto, leva seu próprio genoma (Wilson e 

cols., 1996).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reproduzido de Nichols  & Chiappino (1987) 
Esquema 2.  Esquema detalhado da região apical do T. gondii 

 

Em termos ultra-estruturais há grandes similaridades entre taquizoítos, 

bradizoítos e esporozoítos de Toxoplasma, que apresentam organelas 

características e clássicas dos parasitos apicomplexas (Esquema 1). No entanto, 

após estágio diferenciação, há diferenças fisiológicas marcantes entre as 3 formas 

do parasito, incluindo alterações em sua superfície, metabolismo, além da indução 

de genes associados a essas mudanças (Denton e cols., 1996; Ferguson, 2004, 

Speer e Dubey, 2005). Diferenças também ocorrem no modo de divisão dos 

parasitos, e na velocidade com a qual se multiplicam. Os taquizoítos se multiplicam 

rapidamente dentro do interior dos vacúolos parasitóforos (VP), formando rosetas, 

lisando as células e posteriormente, infectando células vizinhas. Bradizoítos se 

dividem lentamente, transformam a membrana do VP em uma parede cística rica 

em carboidratos e se mantém isolados no interior da célula por longos períodos 

(Guimarães e cols., 2003). Essas variações morfológicas refletem diferenças 

Anel pré-conoidal anterior 
Anel pré-conoidal posterior 

Membrana plasmática 

Complexo membranar interno 

  

Microtúbulos internos 

Complexo do anel polar 

 

Microtúbulos do anel apical 

Microtúbulos 
subpeliculares 
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metabólicas entre os dois estágios (Smith, 1995; Zhang e Smith, 1995, Speer e 

Dubey, 2005). 

O Toxoplasma apresenta um ciclo de vida complexo com dois mecanismos de 

transmissão: (i) ingestão de oocistos produzidos durante o ciclo enteroepitelial do 

parasito em gatos e, (ii) através do estágio de cisto tecidual presente na fase crônica 

da infecção dos hospedeiros intermediários (Ferguson, 2004).  

Este complexo ciclo de vida resulta em 4 estágios infecciosos: taquizoíta, 

bradizoíta, merozoíta e esporozoíta, com papeis biológicos distintos. Formas 

taquizoítas e merozoítas proliferam dentro de um hospedeiro, aumentando a 

densidade de parasitos. A diferença entre eles é que os taquizoítos passam por uma 

proliferação indiscriminada em todas células hospedeira nucleadas e se disseminam 

para todos os tecidos do corpo, enquanto a proliferação dos merozoítos se limita a 

poucas gerações (2-4) e exclusivamente no interior de enterócitos do intestino 

delgado do gato (Ferguson, 2004). Além disso, a depender do estado do sistema 

imune do hospedeiro, taquizoítos podem sofrer diferenciação para bradizoítos, 

enquanto os merozoítos darão origem aos estágios sexuais -microgametócitos e 

macrogametócitos. Bradizoítos e esporozoítos têm em comum a transmissão da 

infecção entre hospedeiros, garantindo assim a sobrevivência ao rigor do ambiente 

externo e/ou no trato digestivo de um novo hospedeiro. 

No curso da evolução, T. gondii desenvolveu várias rotas potenciais de 

transmissão (Esquema 3). No entanto, estes estudos nas últimas três décadas não 

elucidaram qual (ou quais) a mais importante do ponto de vista epidemiológico. A 

transmissão do T. gondii em humanos ocorre principalmente por: (i) exposição 

seguida de ingestão acidental de oocistos esporulados, (através de água e/ou solo 

contaminados com fezes de gatos), (ii) ingestão de carne crua ou mal passada 

contendo cistos de Toxoplasma e (iii) infecção transplacentária (Lopez e cols., 2000). 

A disseminação da toxoplasmose pode ocorrer também por transplante de órgãos ou 

medula óssea, pela doação de um órgão infectado com o parasito a um receptor 

susceptível, ou pela reativação de uma infecção latente no próprio transplantado, 

devido a tratamento imunossupressor (Jackson e Hutchison, 1989; Luft e cols., 1987; 

Ho-Yen e cols., 1992). 
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(Moura, 2008) 

Esquema 3.  Ciclo de vida do T. gondii mostrando as vias de transmissão entre os hospedeiros 

intermediários e definitvos. 

 

Estudos que indicam que as infecções transmitidas pela ingestão de oocistos 

são mais graves que as induzidas por infecção por cisto (Benenson e cols., 1982; 

Dubey e Beattie, 1988; Smith, 1993; Hill e Dubey, 2002). Atualmente não há testes 

que possam discriminar entre ingestão de oocistos ou de cistos teciduais como fonte 

de infecção, sendo as evidências da rota de infecção conseguidas por inspeções 

epidemiológicas (Bahia-Oliveira, 2003).  

 

 

3. Toxoplasmose em humanos e tratamento 

 

T. gondii é o protozoário mais freqüentemente encontrado em infecções 

oportunistas, sendo especialmente importante em duas situações: durante a 

gravidez podendo causar manifestações severas neurológicas e oftalmológicas no 

feto, quando adquirida no primeiro trimestre da gestação, e em pacientes 

imunocomprometidos, como HIV positivos ou em tratamento pré-transplante de 

órgãos (revisto em Joiner & Dubremetz, 1993; Sarciron & Gherardi, 2000). 
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A toxoplasmose se caracteriza por uma fase aguda, seguida por uma fase 

crônica quando os parasitos estão presentes em cistos teciduais, 

predominantemente localizados no cérebro e na musculatura. Estes cistos podem 

transmitir a infecção para outros hospedeiros intermediários ou gatos quando 

ingeridos (por carnivorismo). O maior problema no tratamento da toxoplasmose é 

que enquanto as drogas utilizadas podem eliminar taquizoítos, elas têm pouco efeito 

sobre bradizoítos, que são mantidos como fonte recrudescente da infecção (Luft e 

Remington, 1992; Montoya & Liesenfeld, 2004). Como resultado, a terapia com 

drogas é mantida obrigatoriamente durante toda a vida do paciente, o que traz 

grandes inconvenientes devido à toxicidade da associação da sulfadiazina com a 

pirimetamina, associada ao uso prolongado das drogas.  

A infecção pelo T. gondii adquirida durante a gravidez pode causar danos intra-

uterinos e, atravessando a placenta, os parasitos podem infectar o feto levando à 

fase aguda da doença (Foulon e cols., 1999; Ferguson, 2002; 2004). Apesar das 

conseqüências devastadoras da toxoplasmose congênita serem bem conhecidas 

como parte da síndrome do TORCH (acrônimo referente à infecção de um feto em 

desenvolvimento ou recém nascido por qualquer grupo de agente infeccioso, que 

apresente toxoplasmose, sífilis, rubéola, citomegalovirus e herpes) muitos aspectos 

da toxoplasmose congênita continuam controversos, por conta de dados 

incompletos quanto à prevalência da doença e ao impacto do tratamento (Kim, 

2006).  

Muitos estudos focam a toxoplasmose congênita em humanos, como resultado 

da transmissão vertical do parasito durante a gravidez. No entanto, pouco se sabe 

sobre a relativa importância deste tipo de transmissão bem como sobre os 

reservatórios do parasito na natureza (Tenter e cols., 2000; Jones e cols., 2001). 

Um fato interessante é que, estudos epidemiológicos recentes indicam que 

agentes infecciosos podem contribuir para alguns casos de esquizofrenia (Torrey & 

Yolken, 2003). Infecções com Toxoplasma em animais geraram alteração em 

funções neurotransmissoras e comportamentais (Webster, 2007). Em humanos, a 

infecção aguda pode produzir sintomas psicóticos similares aos apresentados por 

pessoas esquizofrênicas. Além disso, ratos infectados por Toxoplasma parecem ser 

menos neofóbicos (medo persistente e anormal de qualquer coisa nova), levando a 

diminuição da sua aversão natural ao odor de gatos (Berdoy e cols., 2000). De fato, 

estudos realizados em 1979, demonstraram que o Toxoplasma prejudica o 
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aprendizado e a memória em camundongos, além de alterar mudanças no 

comportamento nestes animais e em ratos (Witting, 1979; Webster, 2007). 

Nos últimos anos houve um progresso considerável em relação ao 

desenvolvimento de vacinas contra toxoplasmose, baseada na cepa viva atenuada 

S48, de uso veterinário (Stanley e cols., 2004). Vacinas são caras, causam efeitos 

colaterais e tem curto prazo de validade. Sendo vacinas preparadas a partir de 

organismos vivos, elas podem sofrer reversão para cepas patogênicas e, portanto 

não são aplicáveis a humanos. Além disso, os cistos não são estruturas estáticas; 

eles regularmente se rompem ou rompem as células hospedeiras liberando parasitos 

que reinvadem outras células (Dubey, 1997; Dubey e cols., 1997) e podem dar início 

a uma resposta inflamatória, resultando na formação de nódulos gliais no cérebro do 

hospedeiro (Weiss e Kim, 2000).  

Alguns experimentos têm demonstrado que vacinas de DNA, que se baseiam  

na injeção de um plasmídeo de DNA no hospedeiro, passando assim as células a 

produzir a proteína codificada, poderão vir a ser utilizadas em humanos de 

(metodologia relativamente nova e que envolve a). Este tipo de vacina induz 

resposta imune humoral e celular em modelos murinos (Długońska e cols., 2007; 

Menzies e cols., 2008). Imunização de camundongos com plasmídeo codificando o 

gene SAG1 (Pit SAG1) levou a uma proteção de 80-100% (Nielsen e cols., 1999). As 

próximas vacinas de DNA deverão considerar a regulação estágio-específica da 

imunidade contra o Toxoplasma para prevenir e/ou reduzir a formação de cistos nos 

hospedeiros intermediários (revisto por Boophale, 2003). 

 

4. T. gondii e a célula hospedeira: invasão e formação do vacúol o 

parasitóforo  

Patógenos obrigatoriamente intracelulares permanecem confinados num nicho 

(vacúolo parasitóforo) dentro da célula hospedeira, que lhes assegura fonte de 

nutrientes e proteção, evitando contato com o sistema imune do hospedeiro.  

(Coppens e cols., 2006).  

Esta situação enigmática de viver em um vacúolo que não é interceptado pelo 

sistema endocítico da célula hospedeira é a realidade do T. gondii.  Após a invasão, 

o parasito exclui ativamente uma série de proteínas da membrana da célula 

hospedeira, inserindo proteína secretadas pelas róptrias e pelos micronemas 

formando uma membrana vacuolar híbrida (Joiner and Roos, 2002). 
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Membros do filo Apicomplexa infectam células por processos que requerem 

uma seqüência coordenada de eventos moleculares durante a sua interação com a 

célula hospedeira: ligação receptor-ligante, transdução de sinais, mobilização do 

motor actina-miosina, regulação da exocitose das organelas secretoras e 

modificação proteolítica das proteínas de superfície do parasito. Vários detalhes da 

invasão diferem amplamente a depender do gênero, espécie, estágio evolutivo e 

célula hospedeira, mas os mecanismos básicos são provavelmente conservados no 

filo (revisto em Carruthers e Blackman, 2005). 

As etapas de adesão e invasão na célula hospedeira são estratégias cruciais 

para o T. gondii estabelecer a infecção. A penetração do parasito requer que seu 

pólo anterior (conóide) entre em contato com a superfície da célula hospedeira para 

desencadear a invaginação da membrana celular. A invasão (15 - 17 segundos) 

acontece de uma maneira muito mais rápida que a fagocitose (120 segundos), o que 

sugere participação ativa do parasito neste processo (Nichols e cols., 1981). O 

processo de entrada começa com o deslizamento do parasito, que utiliza uma 

adesão reversível para migrar por sobre a superfície da membrana plasmática, 

estabelecendo assim uma íntima associação com a célula hospedeira (Carruthers e 

Sibley, 1997; Mordue e cols., 1999; Alexander e cols., 2005). 

As proteínas adesivas dos micronemas em T. gondii (Wan e cols., 1997) em 

conjunto com outras proteínas, formam complexos adesivos que contém diversas 

moléculas semelhantes às integrinas, EGF, trombospondinas e lectinas que 

reconhecem receptores na superfície de diversas células, como heparan sulfato, 

proteoglicanas e lamininas (revisto em Tuckwell e Hamphries, 1993 e Haas e Plow, 

1994). Cada complexo possui pelo menos uma proteína capaz de se ligar a 

receptores da célula alvo. Parte a destes complexos funcionaria na movimentação 

do parasito através das barreiras teciduais, enquanto outros estariam envolvidos na 

penetração dentro da célula hospedeira, possibilitando o reconhecimento pelo 

parasito de uma variedade maior de receptores e amplificando assim sua gama de 

hospedeiros (Carruthers, 2002). 

Alexander e cols. (2005) descreveram a secreção coordenada das róptrias e 

micronemas durante o processo de invasão, identificando um complexo de quatro 

proteínas: TgAMA1, RON2, RON4 e a Ts4705. Pelo menos duas destas proteínas, a 

TgAMA1 e a RON4, interagem no processo de entrada, localizando-se em uma 

constrição denominada junção móvel (JM), uma estrutura em forma de anel, onde as 
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membranas do parasito e do hospedeiro ficam em íntimo contato (Alexander e cols., 

2005) (Esquema 4).  

O modelo mais aceito é que o parasito entre em contato com o citoesqueleto da 

célula hospedeira por esta JM, excluindo proteínas da membrana plasmática da 

mesma e dando início à formação da membrana do vacúolo parasitóforo (MVP) 

(Mordue e cols., 1999; revisto em Boothroyd e Dubremetz, 2008).  

A única circunstância em que as róptrias liberam seu conteúdo é durante o 

processo de invasão da célula hospedeira. Ainda não se sabe o que dispara tal 

secreção, mas evidentemente este processo é dependente de um reconhecimento 

direto entre a região apical do parasito e moléculas da célula hospedeira. Essas 

proteínas, uma vez secretadas, apresentam diversos destinos como: (i) localização 

na JM ou (ii) formação de vesículas no lúmen do VP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Modificado por Gomes (2006) de Alexander e cols., 2005) 

 

Esquema 4 : Representação esquemática da invasão do Toxoplasma: destaque para a 

representação da junção móvel (JM) e da membrana do vacúolo parasitóforo (MVP).  A proteína 

secretada pelos micronemas TgAMA1 (verde) é liberada na superfície da célula hospedeira, 

estabelecendo uma forte associação com a sua MP juntamente com a secreção da RON4 (vermelho). 

As RON4 constituintes das róptrias são detectáveis no vacúolo inicial já no interior da célula 

hospedeira. JM é então estabelecida e os micronemas cessam a secreção. As RON4 migram para a 

porção final posterior do parasito sob a forma de anel, juntamente com a constrição da JM e somente 

elas são encontradas no ”ponto final” do estabelecimento da junção entre as membranas do vacúolo 

parasitóforo e da célula hospedeira. 
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5. Tropismo celular e estágio conversão do Toxoplasma   

 

O T. gondii é reconhecido como um dos parasitos oportunistas mais comuns do 

sistema nervoso e das fibras musculares esqueléticas em indivíduos contaminados 

pelo vírus HIV (Luft & Remington, 1992; Gherardi e cols., 1992; Biggs e cols., 1995). 

Alguns autores consideram o Toxoplasma como um parasito neurotrófico, uma vez 

que encefalites severas são freqüentemente um sintoma clínico da  doença (Dubey, 

1997). No entanto, até o momento o tropismo celular dos taquizoítos não foi bem 

caracterizado in vivo (revisto em Boothroyd e Dubremetz, 2008). Por outro lado, em 

carneiros, ovelhas, porcos, cavalos e vacas, cistos teciduais são encontrados com 

mais freqüência na musculatura esquelética do que no tecido nervoso (Dubey, 

1980b, 1982, 1983, 1984, 1985; Thorne & Sharma, 1980; Dubey, Murrel & Fayer, 

1984; Dubey e cols., 1986). É provável que exista uma predileção por parte do 

parasito em formar cistos no músculo estriado (Guimarães e cols., 2008) e no 

sistema nervoso central, sendo estas células alvo na fase crônica da doença (Dubey 

e cols., 1998; Lüder e cols., 1999).  

A diferenciação é um processo fundamental em organismos vivos, sendo 

essencial para organismos multicelulares e também comum em unicelulares, sendo 

neste caso um fenômeno temporal sempre associado a alterações no meio ambiente 

e envolvendo a passagem de um estágio para outro. No caso de parasitos 

protozoários, esta diferenciação é freqüentemente um processo obrigatório que 

distingue estágios no ciclo de vida, requerido para multiplicação, transmissão entre 

hospedeiros e sobrevivência nos mesmos (Dziersszinski, 2004). 

A diferenciação das diversas formas infectivas durante o ciclo de vida do 

Toxoplasma está representada no Esquema 5. A diferenciação de formas taquizoítas 

para bradizoítas é fundamental para o desenvolvimento de cistos teciduais e o 

encistamento é um passo chave, que permite a manutenção do parasito dentro do 

hospedeiro por um longo período (Frenkel, 1973; Weiss e Kim, 2000).  
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 (Adaptado de Ferguson, 2004) 

 

Esquema 5. Linhas possíveis de desenvolvimento e estágio dife renciação que podem 

ocorrer entre as diversas formas infectivas durante  o ciclo de vida do Toxoplasma . As setas 

verdes mostram as possíveis conversões, enquanto as  setas em vermelho, direções de 

conversões que não parecem ser possíveis. 

  

Pouco se sabe sobre os mecanismos que levam ao encistamento tecidual ou 

sua reativação, apesar dos cistos serem de grande importância na fisiopatologia da 

toxoplasmose. Estudos in vitro têm sido desenvolvidos demonstrando a cistogênese 

em culturas celulares (Hoff e cols., 1977; Jones e cols., 1986; Dardé e cols., 1989; 

Lindsay e cols., 1991; McHugh e cols., 1993; Lindsay e cols., 1993; Ricard e cols., 

1999; Guimarães, 2002). A maioria destes estudos tem sido realizada com  

linhagens celulares e utilizando condições de estresse que objetivam mimetizar a 

resposta imune do hospedeiro (Bohne, 1996), como pH alcalino, drogas, altas 

temperaturas (Bohne e cols., 1993, 1994, Soête e cols., 1994; Gross & Pohl, 1996, 

Ferreira-Da-Silva e cols., 2008) e possibilitam a análise da interconversão entre 

bradizoítos e taquizoítos (Soête e cols., 1993; Bohne e cols., 1994; Soête e cols., 

1996; Lane  cols., 1996; Guimarães e cols.,  2008).   

 

Há consideráveis mudanças no Toxoplasma durante o processo de estágio 

diferenciação, referente a: (i) alterações na superfície do parasito, (ii) alterações no 

metabolismo do parasito e (iii) indução de genes associados à resposta de estresse 
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(revisto em Bohne e cols., 1999). Os antígenos de superfície SAG1 e SAG2 

desaparecem ao longo da diferenciação, não sendo muito clara a função biológica 

destas alterações na expressão de moléculas de superfície do parasito. A mudança 

da forma replicativa rápida dos taquizoítos, que requer alto consumo de energia, 

para bradizoítos que se multiplicam lentamente também é acompanhada por uma 

alteração no metabolismo do parasito, ocorrendo um armazenamento de energia sob 

forma de grânulos de amilopectina, numerosos em bradizoítos e muitas vezes 

ausentes em taquizoítos (revisto em Bohne e cols., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

(Reproduzido e adaptado de Dubey e cols., 1998) 

 

  

Esquema 6: Comparação esquemática ultra-estrutural das formas  taquizoítas (esquerda) 

e bradizoítas (direita). Taquizoítos apresentam núc leo mais centralizado, róptrias esponjosas e 

pequeno número, ou mesmo ausência, de grânulos de a milopectina. Por outro lado, 

bradizoítos apresentam núcleo basal, róptrias mais eletrondensas e um grande número de 

grânulos de amilopectina.  
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6. A célula muscular esquelética 

 

 6.1. Biologia celular e molecular da miogênese  

Os músculos esqueléticos são órgãos especializados na produção de força e 

que consistem em uma população heterogênea de células multinucleadas e 

miofibras estriadas envolvidas por um tecido conectivo (Willians e cols., 1989, 

Tortora e cols., 2003). As fibras musculares esqueléticas são células altamente 

diferenciadas, formadas em várias regiões do corpo, tendo como precursor celular 

os mioblastos (Buckingham, 1994). Estes se fundem e formam longos e 

multinucleados miotubos, que se organizam em miofibras (Esquema 7) produzindo 

proteínas músculo-específicas, envolvidas com a organização de organelas e da 

membrana plasmática dos mioblastos (Lu e cols., 2001). O músculo esquelético é 

altamente vascularizado com o objetivo de fornecer os nutrientes essenciais para as 

funções musculares (revisto em Sophie e cols., 2003). 

Um grupo de fatores transcricionais, os chamados fatores reguladores 

miogênicos (MRFs),  são críticos para a determinação e diferenciação terminal do 

músculo esquelético. Os MRFs são a MyoD1 (diferenciação miogênica 1), Myf5 

(fator miogênico 5), miogenina e MRF4 (também conhecido como Myf6, fator 

miogênico 6), que  juntos com proteínas da família MEF2 coordenam a expressão de 

genes durante a miogênese. Cada um desses genes regula a expressão do outro. 

Em aves, o primeiro gene a ser expresso em células precursoras é o myoD, seguida 

da expressão de myf-5. No entanto, em mamíferos, ocorre o contrário, sendo a 

expressão de myf-5 anterior a expressão de myoD  (Pownall e cols., 2002; revisto 

em Berkes e Tapscott, 2005). Estes fatores reguladores juntamente com outros, 

denominados estimuladores (fatores de crescimento), ativam a migração celular e o 

programa de diferenciação (Esquema 5) através da indução da transcrição de genes 

músculo-específicos, tanto regulatórios quanto estruturais (Buckingham e cols., 

2003).  

A expressão de MyoD e Myf5 é uma etapa fundamental e resulta no 

comprometimento de células do somito em linhagens miogênicas, enquanto a 
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miogenina desempenha importante papel na diferenciação de mioblastos (revisto por 

Berkes e Tapscott, 2005) (Esquema 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modificado de Sanger e cols., 2006.  

 

Esquema 7 : Miogênese: Desenvolvimento inicial do músculo esquelético a partir de 

células mioblastos que após ativação, multiplicam-se e fusionam-se dando origem a 

miotubos jovens. Miócitos (mioblastos aptos à fusão) continuam se fusionando ao 

miotubo inicial, formando miotubos maduros e posteriormente miofibras.  
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 (Modificado de Buckingham, 2007) 

 

Esquema 8 : Representação esquemática da miogênese em embriões. Direcionamento 

de progenitores da célula muscular esquelética no programa miogênico com expressão 

de Myf5 e MyoD, genes de determinação miogênica. 

 

6.2. Cultura Primária de Células Musculares Esqueléticas 

O cultivo primário de células musculares esqueléticas em monocamadas foi 

iniciado no início da década de 60 utilizando embriões de pinto (Konigsberg, 1963; 

revisto em Yaffe,1973). Células musculares esqueléticas podem ser cultivadas a 

partir de uma grande variedade de espécies de insetos, aves e de mamíferos. 

Culturas primárias de tecidos embrionários são obtidas por dissociações mecânicas, 

enzimáticas ou pela conjugação de ambas as técnicas (Konigsberg e cols., 1978) e 
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cultivadas em meio suplementado com soro (soro de cavalo, fetal bovino, extrato 

embrionário). Esses agentes são indutores da atividade mitótica, facilitam a adesão 

celular às superfícies e são estimuladores da fusão de membranas (De Haan, 1965; 

De Lucca, 1966). A adição de cálcio no meio de cultura é fundamental para o início 

do processo de fusão celular (Shainberg e cols., 1969).  

Durante a dissociação enzimática do tecido muscular, são isolados pelo menos 

três tipos celulares mononucleados: fibroblastos, mioblastos e miofibroblastos. 

Algumas manobras são utilizadas ao longo do cultivo objetivando enriquecer a 

população de mioblastos e diminuir a de fibroblastos. A seqüência de eventos 

morfofuncionais característicos da miogênese esquelética é: mioblastos, mioblastos 

competentes para fusão (miócitos), miotubos jovens, miotubos maduros e miofibra 

(revisto em Inestrosa, 1982). O músculo diferenciado é caracterizado pela presença 

de células multinucleadas não divisíveis (miotubos e miofibras) formadas pela fusão 

dos mioblastos. Tem sido demonstrado que a fusão é dependente da composição do 

meio e da densidade celular (Linkhart e cols., 1981), ocorrendo num período de 5-6 

h após o plaqueamento e somente entre os mioblastos que já tenham passado pelas 

mudanças específicas do desenvolvimento, in vitro.  

Linhagens celulares de mioblastos têm sido obtidas a partir de tecido muscular 

de rato (L6 e L8) e camundongo (C12). Esses mioblastos, após um período de 

multiplicação in vitro requerem uma mudança de concentração de soro em seu meio 

e para que ocorra o disparo da diferenciação miogência e conseqüente formação de 

miotubos (Yaffe, 1968; Yaffe e Saxel, 1977). 

A escolha do modelo de células musculares esqueléticas (CME), proposto por 

nosso grupo durante o estudo da interação do T. gondii-célula hospedeira (Monteiro-

Leal e cols., 1998; Andrade e cols., 1998; Andrade e cols., 1999; Barbosa e 

cols.,1998, 1999, 2000; Andrade e cols., 2001; Barbosa e cols., 2001; Guimarães, 

2002; Rodrigues e cols., 2001; Barbosa e cols., 2005; Guimarães e cols., 2008) e 

utilizado na presente tese, baseia-se em dados iniciais in vivo, os quais 

demonstraram que a cistogênese é prevalente nos tecidos neurais e musculares, 

tanto cardíaco quanto esquelético (Jacobs, 1967; Mehlhorn e Frenkel, 1980; Dubey, 

1988; Frenkel, 1990). Além disso, esta escolha se justifica: (i) pela importância das 

CME como uma das células alvo, onde o parasito se aloja durante a fase crônica da 

doença, havendo evidências do isolamento de cistos em necrópsias de músculo 

esquelético em humanos (Remington & Cavanaugh, 1965), (ii) pelos relatos de 

toxoplasmose muscular em pacientes com HIV demonstrando por técnicas de 
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imunocitoquímica e microscopia eletrônica a presença do parasito nesse tecido 

(Gherardi e cols., 1992); (iii) por considerarmos que a caracterização e a 

identificação de moléculas presentes na superfície de células transformadas e seu 

comportamento frente ao parasito, podem não refletir as mesmas interações 

moleculares que ocorrem naturalmente durante o desenvolvimento da doença, in 

vivo; (iv) pelos nossos recentes resultados, demonstrando a ocorrência de 

cistogênese espontânea na célula muscular esquelética, possibilitando uma análise 

molecular da conversão de bradizoítos e reativação de cistos, sem a interferência de 

agentes químicos ou físicos  (Guimarães e cols., 2002; Guimarães e cols., 2008), (v) 

pelo músculo infectado representar uma das principais vias de transmissão da 

infecção nos humanos, durante a ingestão de carne crua ou mal cozida.   
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II OBJETIVOS 

 

1. OBJETIVO GERAL 

 

 Estudar a conversão taquizoíto-bradizoíto durante a interação de T. gondii em 

células musculares esqueléticas e em linhagens celulares. 

 

 

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

2.1. Estabeler a miogênese de culturas primárias de CME in vitro, analisando a 

expressão gênica de proteínas músculo específico; 

 

2.2. Monitorar comparativamente a conversão de taquizoítos para bradizoítos de 

T. gondii em CME e em linhagens celulares de músculo e de fibroblastos; 

 

2.3. Analisar a transcrição gênica de bradizoítos durante a infecção de T. gondii 

em CME através de ensaios por qRT-PCR. 
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III Materiais e métodos  

Todos os experimentos foram executados de acordo com as Normas de 

Segurança estabelecidas pelo Comitê de Ética para Uso de Animais da FIOCRUZ, 

resolução 242/99, licença sob o número 0229-04 e pelas Normas Internacionais dos 

cuidados na manipulação de animais e agentes infecciosos. 

 

1. Isolamento e cultura de células musculares esque léticas (Barbosa e 

cols.,  2000). 

 

 Fêmeas de camundongos NMRI grávidas com 18 a 20 dias de gestação foram 

eutanasiadas por deslocamento cervical e em câmara mortuária contendo CO2, 

seguido dos procedimentos cirúrgicos.  

As fêmeas foram colocadas em posição ventral, o abdômen aberto e exposto o 

útero contendo os embriões que foram retirados com auxílio de pinças e tesouras 

estéreis e mantidos em solução de Ringer (154 mM NaCl, 56 mM KCL, 17 mM 

Na2HPO4 em solução aquosa) no gelo. Em seguida, as coxas dos embriões foram 

retiradas e a pele que envolvia o membro posterior, assim como o tecido ósseo e o 

cartilaginoso, foram separados do material muscular de interesse.  

Os músculos isolados foram transferidos para uma nova placa estéril 

descartável contendo solução de  Ringer.  O  tecido muscular  foi   fragmentado (~ 5 

mm3) com auxílio de um bisturi e mantido em solução de Ringer e no gelo. Os 

fragmentos foram transferidos para um Erlenmeyer de 50 ml contendo Ringer e os 

músculos foram dissociados enzimática e mecanicamente de 5 a 7 vezes, 5 minutos 

cada,  em solução de  PBS contendo 0,05% tripsina e 0,01% EDTA. A cada 

dissociação, uma alíquota da solução foi monitorada ao microscópio óptico, 

objetivando avaliar o efeito da tripsinização sobre o tecido, o número de células 

isoladas, sua  refringência e viabilidade celular.   

A dissociação do tecido foi interrompida pela adição de 10% soro fetal bovino 

em meio modificado Dulbecco (DMEM) a 4°C. A solução  contendo células isoladas 

foi centrifugada e ressuspensa em meio com 15% de soro de cavalo, 2% de soro 

fetal bovino, 1 mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina e 100 µg/ml estreptomicina. As 

células foram plaqueadas em garrafa de cultivo celular, incubadas por 30 min a 37°C 

em atmosfera de 5% de CO2. A seguir foi utilizado o plaqueamento seqüencial, 

visando diminuir o número de fibroblastos do pool final de células e enriquecer a 
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cultura de mioblastos. Esta manobra se baseia no fato de que os fibroblastos 

apresentam uma velocidade de adesão ao substrato mais rápida do que os 

mioblastos, facilitando então, a purificação da cultura. Após 30 min, o sobrenadante 

rico em mioblastos foi recolhido e centrifugado novamente e cultivado em placas. 

Para análise das amostras por imunofluorescência 3 × 104 mioblastos foram 

cultivados em placas de 24 poços, enquanto para os ensaios de extração de RNA, 

10 × 104/poço de mioblastos foram cultivados em placas de 6 poços. 

Visando manter as células bem aderidas às superfícies de cultivo e a obtenção 

de culturas de longo termo, as superfícies plaqueadas foram previamente revestidas 

“overnight” com 0,5 mg/ml poli-ornitina em solução de 150 mM tampão borato de 

sódio, pH 8,3  e então revestidas com 15 µg/ml de laminina em PBS por pelo menos 

6 horas. As culturas foram mantidas a 37°C por 4-5 dias para permitir a miogênese.   

 

2. Manutenção e diferenciação de linhagem de miobla sto de rato 

(L6.C10)  

 

A linhagem de mioblasto de rato L6.C10 foi obtida da Coleção Européia de 

Culturas de Células Animais (European Collection of Animal Cell Cultures, Salisbury, 

UK). Os mioblastos foram mantidos subconfluentes cultivando 2 x 105 células em 

garrafas de 75 cm3 em DMEM com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibióticos. 

Quatro diferentes meios foram testados para analisar a capacidade de indução 

miogênica da linhagem de mioblastos (processo de fusão e formação de miotubos): 

(i) DMEM; (ii) DMEM + 2% SFB; (iii) DMEM + 2% soro de cavalo e, (iv) DMEM + 

10% SFB. As culturas foram analisadas ao longo do tempo, com início após as 

primeiras 24 h de cultivo celular até o 10° dia de plaqueamento, monitoradas ao 

microscópio de contraste de fase considerando-se a evolução da diferenciação 

miogênica. As imagens foram capturadas utilizando o programa Axion Vision 4.5 

(Zeiss).  

 

3. Cultura de linhagem de fibroblasto de camundongo  ( L929) 

 

Fibroblastos de camundongo da linhagem L929 foram mantidos regularmente 

em placas de 6 poços e  cultivados em DMEM contendo 10% SFB, 1 mM de piruvato 

de sódio, aminoácidos não essenciais, penicilina e estreptomicina. As células foram 
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plaqueadas em placas de 24 poços para realização dos ensaios de estágio-

conversão. 

 

4. Cultivo do Toxoplasma e infecção das células  

 

Taquizoítos da cepa NTE avirulenta tipo II de T. gondii foram mantidos em  

células L929 como células hospedeiras. A co-cultura foi cultivada em meio RPMI 

contendo 1% SFB e 1% de antibiótico, e os parasitos foram coletados logo após a 

iniciação do processo de lise dos fibroblastos. Para infecção das células musculares 

e dos fibroblastos, o sobrenadante das culturas de células L929 rico em taquizoítos 

foi coletado e centrifugado a 35 × g por 5 min para isolar possíveis debris celulares. 

O sobrenadante foi então centrifugado a 1350 × g por 10 min, ressuspenso em meio 

DMEM suplementado com 10% SFB e 1% de estreptominicina/ penicilina.  

Cultura primária de células musculares esqueléticas, cultura de linhagem de 

mioblasto L6.C10 e os fibroblastos foram infectados com taquizoítos de T. gondii 

numa razão parasita-célula hospedeira de 1:1 e mantidos em seus respectivos 

meios de cultura.  

 

5. Ensaios de immunofluorescência 

 

5.1. Monitoramento da diferenciação das células mus culares in vitro 

Com o objetivo de identificar proteínas músculo específicas e a formação de  

miotubos multinucleados ao longo do processo de diferenciação muscular in vitro, 

células musculares esqueléticas foram cultivadas em lamínulas de vidro, 

previamente revestidas por laminina, e fixadas por 5 minutos com uma solução de 

4% paraformaldeído em 0.1 M de solução tampão cacodilato de sódio após 1, 2, 4 e 

6 dias de cultivo. Em seguida, as culturas foram lavadas por 10 min em solução 50 

mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e permeabilizadas com 0,1 mg/ml saponina em PBS 

contendo 1% albumina bovina de soro (BSA) 3 vezes por 10 min. As células foram 

incubadas com 2 e 5 µg/ml de anticorpo anti-desmina e anti-MyoD (BD Biosciences, 

Heidelberg, Alemanha) por 1 h a 25°C ou então ou “o vernight” a 4°C, lavadas 3x 

novamente com solução de 0,1 mg/ml saponina em PBS e então incubada com 

anticorpo secundário Cy3. As lamínulas contendo monocamada de células 

musculares foram montadas em 10 µl/ml Mowiol e analisadas com um microscópio 
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confocal a laser (Modelo TCS SP2, Leica, Heidelberg). Controles negativos foram 

realizados para cada um dos marcadores. 

 

 

5.2. Monitoramento da diferenciação dos parasitos i n vitro  

Visando acompanhar a estágio conversão de taquizoítos em bradizoítos ao 

longo de uma cinética, células infectadas com T. gondii foram fixadas com uma 

solução de 4% paraformaldeído em 0,1 M de solução tampão cacodilato de sódio. 

As células foram lavadas por 10 min em solução de 50 mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e 

então permeabilizadas por 1 h em solução de PBS contendo 0,1 mg/ml saponina e  

1% albumina de soro bovino (BSA). Após esta etapa, as células foram incubadas 

simultaneamente com o anticorpo monoclonal CC2 produzido em rato, que 

reconhece bradizoítos (Gross e cols., 1995) e  com um anticorpo policlonal anti-

Toxoplasma feito em coelho, por 1 hora. Em seguida as células foram lavadas 3x 

novamente com solução de 0,1 mg/ml saponina em PBS e incubadas 

simultaneamente com o anticorpo secundário Cy2 anti-rato e Cy3 anti-coelho. As 

monocamadas de células foram montadas em Mowiol, analisadas por um 

microscópio confocal de varredura a laser e o percentual de vacúolos contendo 

bradizoítos foi determinado contando-se aleatoriamente 100 vacúolos parasitóforos 

por lamínula em um microscópio de fluorescência (Modelo DM R, Leica, Heidelberg). 

 

6. Análises por PCR quantitativo e semiquantitativo  (q RT-PCR)  

 

6.1. Da expressão genes-músculo específicos 

Com o objetivo de determinar a diferenciação miogênica das células 

musculares esqueléticas in vitro, o RNA de total de culturas primárias de músculo 

esquelético foi isolado após 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 10 dias de cultivo. Dez nanogramas de 

cDNA por amostra foram usados como “template” para realização do PCR semi 

quantitativo (Termociclador modelo T3, Biometra, Göttingen), utilizando os pares de  

primers músculo-específico para Myf-5 e MyoD, e  β actina como house keeping 

gene, listados na Tabela 1. Cada produto de PCR foi misturado a um tampão de 

corrida (98% formamida, 10mM EDTA, 0,05% azul de bromofenol e 

0,05%xilenocianol), separado em gel em 1% agarose e visualizados utilizando 

brometo de etídio. Em todas as reações de PCR foram utilizados controle negativo, 

constituído por todos os reagentes presentes na reação e isento de DNA.  
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6.2. De genes-estágio específico do Toxoplasma 

Para análise da expressão de genes estágio-específicos do Toxoplasma, RNA 

total foi isolado das culturas infectadas utilizando o kit GenElute Miniprep (Sigma, 

Deisenhofen, Alemanha). Após transcrição reversa, diluições seriadas de cDNA 

foram amplificadas por PCR quantitativo em tempo real em um LightCycler com 

SYBR Green FastStart DNA MasterPlus (Roche, Mannheim, Alemanha) utilizando os 

primers específicos de T. gondii,   ENO2  e  ENO1, e α tubulina como house keeping 

gene. Em todas as reações de PCR foram utilizados controle negativo, constituído 

por todos os reagentes presentes na reação e isento de DNA. 

Os dados foram analisados utilizando-se o programa REST-MCS 2006 (Pfaffl e 

cols., 2002). A expressão relativa dos genes foi calculada entre as cinéticas de 4 h 

de infecção (controle) e 1 dia, 2, 4 e 6 dias após infecção (amostras), utilizando a 

seguinte fórmula matemática:   

Razão = (Egene alvo)
∆CPalvo(controle-amostra)/(Egene de referência)

∆CPref(controle-amostra) 

onde, o gene de  referência foi o gene para tubulina e os genes alvos foram o 

ENO1 (bradizoíto específico) e o ENO2 (taquizoito específico). ∆C é referente aos 

valores de “crossing point” dos tempos 1, 2, 4 e 6 dias após infecção (amostras) em 

relação ao tempo de 4 h (controle). 

TABELA 1: Tabela de seqüências de “primers” 

 

GENES 
SEQUÊNCIAS DOS PRIMERS 

α tubulina forward 5’-CGCCACGGCCGCTACCTGACT-3’; 
α tubulina reverse 5’-TACGCGCCTTCCTCTGCACCC -3’ 
ENO2 forward 5’-AGCGGCGCATCCACTGGCATCTAC-3’; 
ENO2 reverse 5’-AACGGGACGGGCATTACCATCTTG-3’; 
ENO1  forward 5’-CGAGGGGTGGCTGAAAAAGTATCC-3’; 
ENO1 reverse 5’-CAGCGAAGGCCCACGACAAG-3’. 
Myf5 forward 5’-TGAGGGAACAGGTGGAGAAC-3’ 
Myf5 reverse 5’-AGCTGGACACGGAGCTTTTA-3’ 
MyoD1 forward 5’-TACCCAAGGTGGAGATCCTG-3’ 
MyoD1 reverse 5’-CATCATGCCATCAGAGCAGT-3 
β actina forward 5’-GATGACCCAGATCATGTTTGAGAC-3’ 
β actina reverse 5’-TGCTCGAAGTCTAGAGCAACATAG-3’ 
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7. Estágio conversão do Toxoplasma induzido por est resse exógeno 

 

7.1. Indução da estágio conversão por aumento do pH  e ausência de CO 2  

CMEs e linhagem de mioblasto de rato (L6.C10) foram cultivadas em placas de 

24 poços, infectadas numa relação 1:1 célula hospdeira-parasita e mantidas em 

meio de diferenciação para toxoplasma, em meio ajustado para pH 8,1, pH 7,8 e pH 

7,6 (utilizando pHmetro Modelo 766, Calimatic, Knick, Berlin). As culturas foram 

mantidas em estufa a 37°C na ausência de CO 2 e após 24 e 48 h de interação foram 

fixadas por 5 minutos com uma solução de 4% paraformaldeído em 0.1 M de 

solução tampão cacodilato de sódio após 1, 2, 4 e 6 dias de cultivo. As culturas 

foram lavadas por 10 min em solução 50 mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e 

permeabilizadas com 0,1 mg/ml saponina em PBS contendo 1% BSA 3 vezes por 10 

min. Após esta etapa, as células foram incubadas simultaneamente com o anticorpo 

monoclonal CC2 produzido em rato, que reconhece bradizoítos (Gross e cols., 1995) 

e  com um anticorpo policlonal anti-Toxoplasma feito em coelho, por 1 hora. Em 

seguida as células foram lavadas novamente 3 vezes com solução de 0,1 mg/ml 

saponina em PBS e incubadas simultâneamente com o anticorpo secundário Cy2 

anti-rato e Cy3 anti-coelho, montadas em 10 µl/ml Mowiol e analisadas com um 

microscópio confocal a laser (Modelo TCS SP2, Leica, Heidelberg). 

 

 7.2. Indução do estágio conversão com IFN gama em presença de LPS  

Para o estudo da ação de citocinas na indução da diferenciação do 

Toxoplasma, CMEs foram infectadas e mantidas em meio de cultura contendo 

100U/ml IFN-gama em presença de 1 µg/ml. As culturas foram infectadas numa 

relação 1:1 (célula hospedeira-parasita), fixadas após 4 h, 1, 2, 4 e 6 dpi, lavadas 

por 10 min em solução 50 mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e permeabilizadas com 0,1 

mg/ml saponina em PBS contendo 1% BSA 3 vezes por 10 min. Em seguida, as 

células foram processadas como descrito anteriormente: incubadas 

simultaneamente com o anticorpo monoclonal CC2 produzido em rato, que 

reconhece bradizoítos (Gross e cols., 1995) e  com um anticorpo policlonal anti-

Toxoplasma feito em coelho, por 1 hora, lavadas novamente 3 vezes com solução 

de 0,1 mg/ml saponina em PBS e incubadas simultaneamente com o anticorpo 

secundário Cy2 anti-rato e Cy3 anti-coelho, montadas em 10 µl/ml Mowiol e 



 26 

analisadas com um microscópio confocal a laser (Modelo TCS SP2, Leica, 

Heidelberg). 
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IV. Resultados 

1. Estabelecimento da miogênese de culturas primári as de CME. 

1.1. Após análise por microscopia de contraste de f ase 

A diferenciação miogênica de mioblastos obtidos de embriões de 

camundongos NMRI foi observada após o cultivo das células em meio condicionado 

para cultura primária de células musculares. O referido meio tem a suplementação 

de 15% de soro de cavalo e 2% soro fetal bovino, induzindo alterações morfológicas 

características da diferenciação, reveladas por microscopia de contraste de fase 

(Fig. 1a-b). Inicialmente (2-3 dias), observa-se a adesão das células ao substrato e 

um alto percentual de células bipolares, típica morfologia de mioblastos (Fig. 1a-b). 

Neste período é evidente a atividade proliferativa dos mioblastos (Fig. 1b). Com o 

aumento do número de células, após 3-4 dias há alinhamento progressivo dos 

mioblastos, tendo início a fusão de miócitos, com a formação de miotubos jovens 

contendo 2-3 núcleos (Fig. 2a). A figura 2b mostra miotubos maduros, 

multinucleados, de diversos tamanhos e calibres dispostos paralelamente, após 6-7 

dias de cultivo. Além disso, contrações espontâneas dos sincícios foram 

regularmente observadas e documentadas por vídeomicroscopia. 

 

1.2. Por microscopia de fluorescência  

O monitoramento da expressão da gênica de MyoD (proteína específica do 

músculo) permitiu observar marcação positiva logo após 24 h de plaqueamento, 

estando presente no núcleo de células mononucleadas (Fig. 3a). A expressão de 

desmina foi visualizada em células ainda arredondadas no mesmo período de 

cultivo, distribuída na periferia das células e em torno do núcleo (Fig. 3b). A 

diferenciação miogênica plena (4-5 dias) foi observada pela presença de múltiplos 

miotubos maduros com 10-20 núcleos por sincício apresentando uma forte reação 

nos núcleos para o fator de transcrição MyoD (Fig. 3c). Culturas após 4-5 dias de 

plaqueamento, expressavam desmina em seu citoplasma com maior concentração 

nas extremidades das células e em torno do núcleo (Fig. 3d).  

 

1.3. Monitoramento da expressão gênica de proteínas  músculo 

específico de culturas primárias de CME  por RT-PCR.   

A análise por RT-PCR de RNA total de culturas primárias mostrou a cinética 

da expressão de genes específicos que desempenham um papel crucial na 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Imagens de culturas de células musculares por microscopia de contraste 

de fase mostrando estágios iniciais da miogênese. 

A: CME após 2 dias de plaqueamento nota-se o espalhamento dos mioblastos, 

adquirindo a forma bipolar e início de alinhamento celular. Barra: 100µm 

B: Após 3 dias de cultivo observa-se o processo de adesão dos mioblastos ao 

substrato, intensa atividade proliferativa dos mioblastos e início de fusão dos 

miócitos. Barra: 200µm 
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Figura 2: Imagens de culturas de células musculares por microscopia de contraste 

de fase mostrando a miogênese. 

 

A: Diferentes aspectos da culturaI mostrando no quadrante superior direito uma 

monocamada de células alinhadas e no quadrante central células diferenciadas 

formando miotubos jovens (2-3 núcleos). Barra: 100µm 

B: Cultura muscular de longo termo, altamente diferenciada, mostrando vários feixes 

de miotubos paralelos e organizados. Barra: 200µm 
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Figura 3: Culturas de células musculares expressando MyoD e desmina proteínas-

músculo-específicas ao longo da miogênese,  por microscopia confocal a laser.  

 

A: Reação positiva para MyoD logo após 24 h de plaqueamento, estando presente 

no núcleo de células mononucleadas. 

 

B: Reação positiva para desmina visualizada em células ainda arredondadas, no 

mesmo período de cultivo, distribuída na periferia das células e em torno do núcleo. 

 

C: Diferenciação miogênica plena (4-5 dias) observada pela presença de múltiplos 

miotubos maduros com 10-20 núcleos por sincício apresentando uma forte reação 

nos núcleos para o fator de transcrição MyoD. 

 

D: Expressão de desmina após 4-5 dias de plaqueamento,  no citoplasma de CME, 

mostrando uma maior concentração nas extremidades das células e em torno do 

núcleo. 

 

E: Controle negativo da reação para MyOD. 

 

F: Controle negativo da reação para desmina. 

 

 

 

 



 30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desmina MyoD 

3a 3b 

MyoD 

3d 3c 

Desmina 

Figura 3 

3e 3f 



 31 

diferenciação de mioblastos a miotubos. Myf5 foi expresso após 2 dias de cultivo 

celular até 10 dias de monitoramento (Fig. 4). A expressão de MyoD foi mais 

acentuada entre os dias 5 e 6 dias com concomitante baixa regulação de Myf5 

durante a miogenêse, indicando claramente que o sistema estabelecido in vitro de 

diferenciação de células musculares esqueléticas foi estabelecido com sucesso (Fig. 

4). A expressão gênica da proteína β-actina foi utilizada como padrão (controle 

interno) e se mostrou constante ao longo do 10 dias de análise (Fig. 4). 

 

2. Estágio conversão  taquizoíto-bradizoíto de T. gondii  em CME  

 

2.1 Monitoramento da conversão do Toxolasma por imunofluorescência 

A infecção de células musculares esqueléticas com taquizoítos de T. gondii, 

seu desenvolvimento intracelular e sua diferenciação foram monitorados a partir de 

4h até o 6° dia pós-infecção. A análise foi feita p or imunofluorescência indireta 

utilizando-se anticorpos antitoxoplasma (reconhece taquizoítos) e anti-CC2 

(bradizoítos específicos). T. gondii se mostrou capaz de infectar as células 

musculares esqueléticas, a julgar pela presença de parasitos intracelulares após 4 h 

de infecção (Fig. 5a-c) e sua replicação foi observada ao longo das 24 h iniciais (Fig. 

5d-f). No ponto inicial da infecção, os parasitos não reagiram com o anticorpo CC2 

que marcam especificamente vacúolos parasitóforos contendo bradizoítos, mas não 

taquizoítos (Fig. 5a). A incubação das células com o anticorpo policlonal anti-

Toxoplasma mostrou taquizoítos fortemente positivos (Fig. 5b). De forma notável, 

após 24 h de infecção, múltiplos vacúolos contendo Toxoplasma foram reativos para 

o anticorpo CC2 (Fig. 5d) indicando desse modo, o início da estágio conversão para 

bradizoíta (Fig. 5d-f). 

Após 24 h de infecção foram observados vacúolos parasitóforos adjacentes a 

vacúolos contendo bradizoítos que não apresentavam qualquer reação e outros 

pouco reativos ao anticorpo anti-CC2 (Fig. 5e-f). Este fato mostrou que estágio-

conversão de T. gondii dentro de uma mesma célula hospedeira é um processo não 

sincronizado. Mais surpreendentemente, uma reação heterogênea ao CC2 também 

foi observada dentro de um único vacúolo parasitóforo (VP) indicando que a cinética 

de estágio conversão também não é sincrônica no micro-ambiente da matriz 

vacuolar (Fig. 5g-i).  

Dois dias após a infecção, a divisão dos parasitos foi mantida e vacúolos 

contendo 4 a 16 parasitas foram detectados dentro das células musculares



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Análise da expressão dos genes myf5 e myoD por PCR semiquantitativo. 

Visualização por eletroforese dos produtos de PCR separados em gel de agarose e 

visualizados pelo brometo de etídeo. Expressão de marcadores específicos para 

célula muscular foram observados desde o 2° dia de cultivo celular até o 10° dia, 

indicando claramente que o sistema in vitro de diferenciação de células musculares 

esqueléticas foi estabelecido com sucesso. Atenção para a expressão de myf5 

prévia a de myoD, característico do programa miogênico em mamíferos. M 

(marcador de 100pb) e β-actina como house keeping gene. Controle negativo (CN). 
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Figura 5: Estágio conversão espontânea do T. gondii em culturas primárias de CME 

na ausência de fatores externos de estresse. Imagens mostrando o desenvolvimento 

intracelular e a diferenciação dos parasitos, que foram monitorados desde as 4h até 

o 6° dia pós-infecção.   

 

 A-C: T. gondii se mostrou capaz de infectar as células musculares esqueléticas, a 

julgar pela presença de parasitos intracelulares após 4 h de infecção. Os parasitos 

não reagiram com o anticorpo CC2 que marcam especificamente vacúolos 

parasitóforos contendo bradizoítos. 

 

D-F: Após 24 horas de infecção, múltiplos vacúolos contendo Toxoplasma já haviam 

se tornado reativos para o anticorpo CC2 (Fig. 3d), indicando início de estágio 

conversão para o estágio bradizoíta (Fig. 3d-f). 

 

G-I: Vacúolo parasitóforo com reação dupla para anticorpo anti-CC2 e para 

Toxoplasma (Taquizoítos) demonstrando a presença de vacúolos mistos.  

 

J-O: Alta reatividade ao anticorpo CC2 com a matriz do VP contendo bradizoítos 

dentro das células musculares esqueléticas, após 4 dias (j-l) e 6 dias (m-o). 
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esqueléticas (Fig. 5g-i) e a reatividade ao anticorpo CC2 com a matriz do VP 

contendo bradizoítos foi bastante aparente (Fig. 5g,i), envolvendo um número 

crescente de vacúolos positivos. A quantificação de VP de Toxoplasma em células 

musculares esqueléticas revelou um aumento proeminente do percentual de 

vacúolos reativos ao anticorpo anti-CC2, ao longo do período de observação de 24 h 

até o 6° dia. Após 24 h de interação, 23,8 ± 3,4% d os vacúolos foram CC2 positivos. 

A conversão dos parasitos seguiu aumentando para 31,0 ± 2,3%, após 48h, 33,7 ± 

3,5% após 96 h, alcançando 46,0 ± 3,5% após 144 h de infecção (Fig. 6). 

 

 

2.2. Monitoramento da expressão de genes Toxoplasma -estágio por 

qRT-PCR. 

Objetivando confirmar os dados obtidos de que o Toxoplasma prontamente se 

diferencia para o estágio bradizoíto em células musculares esqueléticas, a nível 

molecular, transcritos dos genes estágio específico ENO1 e ENO2 foram 

quantificados por RT-PCR em tempo real. A expressão de ambos os genes foi 

calculada relativa à expressão do “house-keeping gene” α-tubulina visando 

considerar o aumento de  mRNA devido a replicação do T. gondii ao longo do 

tempo, além de considerar possíveis diferenças no isolamento de mRNA entre 

diferentes amostras. 

 A expressão relativa do gene ENO2, específico para o estágio taquizoíta, não 

alterou significantemente desde o primeiro dia de infecção até o sexto dia em 

culturas primárias de células musculares esqueléticas (Fig. 7). Em contraste, os 

níveis de transcritos de ENO1, específico para o estágio bradizoíta, continuaram a 

crescer desde as 4 horas até o final da observação com o aumento mais 

proeminente sendo observado aos 4° e 6° dia da infe cção corrente (Fig. 7).  

 

3. Monitoramento da diferenciação de células de lin hagem de mioblasto 

de rato  

As células de linhagem de mioblasto de rato necessitam de um estímulo 

transiente: meio de cultivo rico para um meio de cultivo com redução de nutrientes, 

desencadeando então, o processo de diferenciação celular. Uma análise geral de 

todos os meios e os parâmetros analisados para eleger o melhor meio de 

diferenciação da linhagem de mioblastos pode ser vista na Tabela 2. Foram  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Estágio conversão espontânea do T. gondii em culturas primárias de CME 

na ausência de fatores externos de estresse.  

Quantificação de vacúolos contendo bradizoítos após 4 até 144 horas de infecção. 

As barras representam a média dos experimentos com o desvio padrão. Após 24 h 

de interação 23,8 ± 3,4% dos vacúolos foram CC2 positivos. A conversão dos 

parasitos foi crescente 31,0 ± 2,3%, após 48h, 33,7 ± 3,5% após 96 h, alcançando 

46,0 ± 3,5% após 144 h de infecção 
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Figura 7: Monitoramento da expressão dos genes ENO1 e ENO2, Toxoplasma-

estágio específico,  por RT-PCR em tempo real. 

A expressão relativa do gene ENO2, taquizoíto específico, não alterou 

significantemente desde o primeiro dia de infecção até o sexto dia em CME. Já os 

níveis de transcritos de ENO1, bradizoíto específico, continuaram a crescer desde as 

4 horas até o final da observação. Aumento mais proeminente foi observado nos 4° 

e 6° dias da infecção.  A expressão de ambos os genes foi calculada relativa à 

expressão do “house-keeping gene” α-tubulina.  
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Tabela 2: Análise geral das culturas após 7 dias de incubação com meio 

DMEM suplementado ou não com soro. Análise do comportamento das cuilturas 

segundo os parâmetros:  proliferação, viabilidade e diferenciação celular. 
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0% SFB 

 

+ ++ +++ Diferenciação celular 

+++ +++ +++ Viablidade celular 

+ + + + + + + Proliferação  

 
10% FCS 

 
 

 
2% SC 

 
2% SFB 

 

           
            Meio de cultivo 

 
 

Parâmetros 
 analisados 

Tabela 2: Meios de diferencia ção utilizados para miogênese da linhagem  L6.C10  

+=baixo; ++ = satifastório; +++=ideal 



 38 

consideradas a proliferação, viabilidade e diferenciação celular. Após 2 dias de 

cultura, os mioblastos mantidos somente em meio Dulbecco apresentaram alta 

perda celular.  Por outro lado, a formação de miotubos jovens mostrou-se imediata 

nestas condições após 2 (Fig. 8a) e 4 dias (Fig. 8b) de indução da diferenciação. 

Após 7 dias, foi possível observar o longo de toda superfície plaqueada, miotubos 

ainda jovens, em alinhamento celular e muitos mioblastos ainda sem entrar no 

programa miogênico (Fig. 8c).  

Os mioblastos mantidos em meio suplementado com 2% SFB apresentou, 

após 2 dias de cultivo nestas condições, uma proliferação celular notavelmente 

melhor que as mantidas em meio simples (Fig. 9a). Este fato proporcionou uma 

maior proximidade das células e formação de miotubos jovens (cerca de 2-3 núcleos 

por sincício) (Fig. 9b) e miotubos maduros, robustos de ramificados, após 7 dias de 

cultivo (Fig. 9c).  

A suplementação do meio Dullbecco com 2% soro de cavalo apresentou 

também uma diminuição da multiplicação celular (Fig. 10a) e formação de poucos 

miotubos após 4 dias indução da diferenciação (Fig. 10b). No 7° dia, as culturas não 

apresentaram mudanças significativas, mantendo o número reduzido de miotubos 

(Fig. 10c). 

Os mioblastos mantidos em Dulbecco suplementado com 10% SFB, meio 

padrão aplicado para manutenção de rotina dos mioblastos, proporcionou uma 

intensa atividade proliferativa das culturas ao longo de toda cinética ao longo dos 7 

dias de observação (Fig. 11a). Raros miotubos foram visualizados revelando uma 

baixa miogênese (Fig. 11b). A intensa multiplicação celular levou a formação de 

culturas densas, com alto percentual de mioblastos/miócitos, inapropriadas para a 

proposta de nossos ensaios (Fig. 11c).  

 

4. Monitoramento da conversão de taquizoíto-bradizoíto  de T. gondii   em 

linhagens celulares de músculo (L6C10)  e de fibrob lasto (L929) 

Alta taxa de conversão para o estágio bradizoíto do T. gondii foi observada 

após infecção da linhagem de mioblasto de rato L6.C10 (Fig. 12a-o), que apresentou 

cerca 26,1 ± 3,5% de diferenciação taquizoíto-bradizoíto, após as primeiras 24 h de 

infecção (Fig. 14). Em contraste, células da linhagem de fibroblasto de camundongo 

L929 infectadas pelo T. gondii, proporcionaram neste mesmo período de infecção 

somente 3,2 ± 0,8% de estágio conversão de taquizoítas de Toxoplasma (Fig. 13e-f), 

não ultrapassando o percentual de 20% após 144 h de infecção (Fig. 14). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Análise da miogênese de células de linhagem de mioblasto de rato 

(L6.C10) mantidas em meio Dulbecco por microscopia de contraste de fase.  

 

A: Culturas mostrando, após 2 dias de cultura, formação de miotubos jovens (seta), 

apesar da alta perda celular, e/ou inibição da proliferação, e/ou baixa adesão celular. 

 

B: Imagens mostrando formação de miotubos jovens (seta) (4 dias). 

 

C: Imagem mostrando alinhamento celular e com predominância de fusão entre 

miotubos (*) (7 dias).  
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Figura 9: Análise da miogênese de células de linhagem de mioblasto (L6.C10) por 

microscopia de contraste de fase mantidas em DMEM suplementado com 2% SFB. 

 

A: Proliferação celular notavelmente melhor que as mantidas em meio simples, após 
2 dias de cultivo, 

B: Formação de miotubos jovens (cerca de 2-3 núcleos por sincício) (seta) (4dias). 

C: Miotubos maduros, robustos e ramificados, após 7 dias de cultivo (seta) indicando 
indução da diferenciação de células de linhagem de mioblasto. 
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Figura 10: Análise da miogênese de células de linhagem de mioblasto (L6.C10) por 

microscopia de contraste de fase em meio DMEM suplementado com 2% soro de 

cavalo. 

 

A: Imagem mostrando multiplicação celular reduzida. 

 

B: Miotubos jovens formados na cultura. 

 

C: Após 7 dias de cultivo, as culturas apresentaram baixa fusão entre miotubos.  
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Figura 11: Análise da miogênese de células de linhagem de mioblasto (L6.C10) por 

microscopia de contraste de fase em DMEM suplementado com 10% SFB. 

 

A: Intensa atividade proliferativa dos mioblastos 

B: Imagem mostrando raros miotubos formados após 4 dias de cultivo em meio de 

diferenciação. 

C: Intensa multiplicação celular com manutenção de alto número de miócitos e baixa 

fusão celular.  
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Figura 12: Estágio conversão espontânea do T. gondii em culturas diferenciadas de 

linhagens celulares de mioblasto (L6C10). O monitoramento da conversão de 

taquizoíto-bradizoíto de T. gondii  desde 4h até 144 horas de infecção.  
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Figura 13: Monitoramento por microscopia confocal a laser da conversão de 

taquizoíto-bradizoíto de T. gondii em linhagens de fibroblasto (L929). O 

monitoramento da conversão de taquizoíto-bradizoíto de T. gondii  desde 4h até 144 

horas de infecção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13a 

13d 

13g 

13j 

13m 

13b 

13e 

10H 

13k 

13n 

13c 

13f 

13i 

13l 

13o 

13h 

4h 

24h 

48h 

96h 

144h 

Sobreposi ção  mAbCC2  pAb Anti-Toxoplasma  

Figura  13 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Gráfico mostrando comparativamente as taxas de conversão do 

Toxoplasma em culturas primárias de CME (azul), em células diferenciadas de 

linhagem de mioblasto (rosa), em linhagem de fibroblasto (vermelho). Gráfico mostra 

altas taxas de estágio conversão em CME. Observa-se que CME infectadas pelo T. 

gondii e em presença de IFN gama e LPS (verde) não foram capazes de induzir a 

conversão dos taquizoítos para bradizoítos. As barras representam a média dos 

experimentos com o desvio padrão.  
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5. Indução da estágio conversão 

 

5.1 Aumento do pH e ausência de CO 2 em cultura primária de CME 

O ensaio do estágio conversão do Toxoplasma através da indução com meio 

alcalino (pH 8.1) prejudicou fortemente a viabilidade celular. Com o objetivo de 

contornar a morte celular, o meio foi adicificado para pHs mais baixos - 7.8 e 7.6 -, 

sem sucesso.  

 

5.2 Indução do estágio conversão com IFN-gama em presença de LPS 

  A estágio conversão do T. gondii, mediada por IFN-gama na presença de 

LPS, apresentou baixas taxas de diferenciação do parasito: 0 %, 8,0±2,1 %; 11, 

2±1,0%, 7,0±1,0% e 4,1±1,4%, após 4 h, 1, 2, 4 e 6 dpi, respectivamente (Fig. 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Monitoramento por microscopia confocal a laser da conversão de 

taquizoíto-bradizoíto de T. gondii. em cultura primária de CME em presença de IFN 

gama e LPS. Apesar da baixa taxa de estágio conversão, alguns poucos parasitos 

foram reativos ao anticorpo que reage com bradizoítos, visualizados em verde.  
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V DISCUSSÃO 

 

A presente tese abordou aspectos biológicos de culturas primárias de células 

musculares esqueléticas in vitro através da revelação da expressão gênica de 

fatores reguladores da miogênese. Em uma outra vertente, foi analisada a conversão 

de taquizoítos-bradizoítos de T. gondii da cepa NTE na ausência de fatores de 

estresse exógenos em diferentes tipos celulares: (i) culturas primárias de músculo 

esquelético (CME), (ii) linhagem de mioblasto de rato (L6.C10) e, (iii)  linhagem de 

fibroblasto (L929). Adicionalmente, estudos preliminares de estágio-conversão 

induzida por interferon na presença de lipopolissacarídeo em CME também foram 

realizados.   

Nossos resultados sugerem fortemente que a interconversão de taquizoítos 

em bradizoítos seja modulada pela célula hospedeira, diante da evidenciação de 

conversão espontânea em células musculares esqueléticas quando comparada com 

os outros tipos celulares testados.   

Estágio-conversão, formação cística e resposta celular têm sido estudados 

em tecidos do cérebro de camundongos e de ratos infectados in vivo (Gazzineli e 

cols., 1992; Sclüter e cols., 2001; 2003). No entanto, nenhuma ou pouca atenção 

tem sido dada, até o momento para o estudo deste fenômeno em células musculares 

esqueléticas, embora esta seja uma das células alvo na fase crônica da 

toxoplasmose (Andrade e cols., 1998, 1999, 2001; Monteiro-Leal e cols., 1998; 

Barbosa e cols., 1999, 2005; Guimarães e cols., 2008). Outro aspecto de igual 

relevância é o papel da interconversão como uma das mais importantes vias de 

transmissão do parasito em humanos, através da ingestão de carne crua ou mal 

passada contendo cistos do parasito (Frenkel, 1973; revisto em Weiss e Kim, 2000 e 

em Tenter e cols., 2000).  

O conjunto de resultados obtidos na presente tese gerou um manuscrito 

submetido à publicação. Com base nos ensaios desenvolvidos para a geração 

desse artigo, foram acumuladas experiências que possibilitaram a redação de um 

artigo de revisão com discussão em profundidade das principais condições de 

estresse celular utilizadas para indução da conversão do Toxoplasma entre os 

estágios taquizoíta e bradizoíta em culturas in vitro. Esta revisão traz em destaque 

as células musculares esqueléticas como um modelo eficiente para o estudo do 

fenômeno da diferenciação espontânea do parasito.  
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Estudos anteriores in vivo indicam a predileção pelo T. gondii em formar cistos 

nas musculaturas cardíaca e esquelética e no sistema nervoso central (Jacobs, 

1967; Mehlhorn e Frenkel, 1980; Dubey, 1988; Frenkel, 1990; Dubey e cols., 1998). 

Recentemente, foi postulada a hipótese que relaciona o papel protetor da 

neuroglobulina e mioglobulina frente ao efeito toxoplasmicida do óxido nítrico 

(Ascenzi e cols., 2005), também observado durante a infecção com Trypanosoma 

cruzi em cardiomiócitos e Plasmodium falciparum em eritrócitos (Taylor-Robinson, 

1998; Ascenzi e cols., 2001). Neste contexto, o efeito protetor dessas proteínas 

poderia justificar a permanência por longo tempo do T. gondii como cisto tecidual, na 

retina e nos músculos cardíaco e esquelético. Na presente tese, nós utilizamos como 

modelo de estudo da conversão taquizoíto-bradizoíto, células musculares 

esqueléticas obtidas de cultura primária e linhagens de mioblastos e de fibroblastos, 

sem a introdução de estresse exógeno, objetivando-se analisar se o tipo celular era 

determinante neste processo. Previamente nós descrevemos a cistogênese do T. 

gondii em CME in vitro através da infecção com bradizoítos (Guimarães e cols., 

2008). Nossos estudos mostraram pela primeira vez, independente de estímulos 

exógenos, altas taxas de diferenciação de taquizoítos-bradizoítos de T. gondii em 

células musculares (CME w linhagem L6.C10). Em contrapartida, os ensaios com 

linhagem L929 mostraram, após 48 horas de infecção com taquizoítos, um baixo 

percentual de vacúolos contendo bradizoítos.  

A alta relevância de CME para investigar a diferenciação de taquizoítos em 

bradizoítos de Toxoplasma exigiu o estabelecimento de culturas de longo termo. 

Esta metodologia foi adaptada da literatura e muito bem estabelecida pelo nosso 

grupo (Barbosa e cols., 2000). O estabelecimento de culturas de longo termo, só foi 

possível em função do revestimento prévio das lamínulas de vidro e das garrafas 

plásticas com poli-ornitina e laminina, o que representou uma etapa crucial para 

manutenção das culturas, assegurando: (i) adesão ao substrato por longos períodos; 

(ii) contração espontânea dos miotubos; e, (iii) permanência da monocamada 

infectada por períodos de até dez dias. A laminina é uma proteína de matriz 

extracelular muito utilizada para cultivo de células musculares, auxiliando inclusive 

no alinhamento das células e sua diferenciação (Mechan, 1991).  A caracterização 

da miogênese mostrou a diferenciação das culturas, através do elevado número de 

miotubos formados in vitro e da expressão de fatores reguladores da miogênese 

como Myf5 e MyoD, ratificando o que tem sido descrito em outros sistemas (revisto 

em Yablonka-Reuveni e cols., 2008 e em Sterwart e Rittweger, 2006). Além disso, as 
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culturas se caracterizavam fenotipicamente por conter miotubos altamente 

diferenciados, de diversos tamanhos e calibres, que muitas vezes atravessam toda 

extensão da superfície plaqueada. Estes miotubos, que apresentavam cerca de 10 a 

20 núcleos, se contraíam espontaneamente, como documentado por vídeo 

microscopia.  

Modelos celulares in vitro empregados para o estudo da diferenciação de 

taquizoíta para bradizoíta de T. gondii têm sido estabelecidos, empregando 

geralmente linhagens celulares e condições de estresse que objetivam mimetizar a 

resposta imune do hospedeiro (Bohne, 1996). O desenvolvimento de bradizoítos in 

vitro, até o momento, tem sido apontado como um estímulo mediado por estresse 

que leva à adaptações metabólicas e morfológicas do parasito. Estas condições 

incluem tratamento com interferon gama (Bohne e cols., 1993), inibidores de 

mitocôndria (Bohne e cols., 1994), pH alcalino (Soête e cols., 1993), altas 

temperaturas (Soête e cols.,1994), estresse de nutrientes (Fox e cols., 2004) e 

drogas que limitam a multiplicação do parasito (Bohne e cols., 1993; Gross & Pohl, 

1996). Condições de estresse como pH alto, por exemplo, facilitam 

consideravelmente a análise do processo de cistogênese. Este sistema artificial, 

porém, pode não necessariamente refletir os requerimentos da estágio-conversão 

durante o curso natural da infecção a, tornando-se assim uma estratégia bastante 

questionável quando se investiga a conversão do parasito. O desenvolvimento de 

bradizoítos deve compartilhar aspectos comuns a processos de diferenciação de 

outros microorganismos, induzidos por estresse, como por exemplo, privação de 

nutrientes (Weiss e Kim, 2000). Sendo um parasito obrigatóriamente intracelular, é 

bem provável que a diferenciação do T. gondii dependa parcial ou 

predominantemente de fatores reguladores diferentes dos observados em 

organismos comensais ou de vida livre. Assim, descobertas recentes, apóiam a idéia 

de que a formação de bradizoítos deve ser fisiologicamente regulada por outros 

fatores que não o estresse (Payne e cols., 2003; Sinai e cols., 2004; Molestina e 

Sinai, 2005; Radke e cols.,  Radke e cols., 2006). Uma outra variável que deve ser 

considerada é o tipo de cepa do parasito, uma vez que cepas avirulentas do tipo II e 

III geralmente se diferenciam em altas  mais taxas do que as virulentas do tipo I 

(Bohne e cols., 1994; McHugh e cols.,1994; Radke e cols., 2005). Além disso, o 

estágio infectivo do Toxoplasma também deve ser crítico para a conversão do 

parasito, uma vez que uma alta freqüência de desenvolvimento de bradizoítos a 

partir de taquizoítos foi observada após inoculação de esporozoítos (Jerome e cols, 
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1998; Radke e cols., 2003).  Assim,  o desenho  experimental empregado na 

presente tese incluiu cepa do T. gondii tipo II avirulenta com alta capacidade de 

indução da conversão e formação de cistos e formas taquizoítos como estágio 

infectivo. 

Uma das questões também propostas na presente tese foi  esclarecer se, a 

variável “tipo celular” se somaria à variável “estresse aplicado”, provocando um 

diferencial na taxa de estágio-conversão e ainda, se o parasito responde 

diretamente ao estresse ou às mudanças na célula hospedeira provocadas por este 

estímulo.  Na verdade, parece existir um consenso de que seria uma combinação 

dos dois eventos, considerando-se que parasitos submetidos às condições de 

estresse, na ausência de célula hospedeira, também apresentam altas taxas de 

diferenciação quando comparados aos parasitos submetidos em condições normais 

de cultura (pH 7.2) (Yahiaoui e cols., 1999). Na nossa experiência e nas condições 

experimentais empregadas, a tentativa de manipulação do meio de cultura pela 

aplicação de diferentes valores de pH (7,6-8.2), visando induzir o estágio-conversão 

de T. gondii em células musculares, não obteve sucesso, diferentemente do que tem 

sido descrito em outros tipos celulares (Soête e cols., 1993, 1994). As células, 

principalmente CMEs, não suportavam tal agressão, sofrendo alteração morfológica, 

incompatível com o fenótipo das células controle, com destacamento da superfície 

plaqueada, inviabilizando a realização de experimentos variando o pH do meio. 

A estágio-conversão de T. gondii foi acompanhada por períodos de 4 h até 6 

dias pós-infecção. Uma das ferramentas utilizadas para acompanhamento da 

conversão taquizoíta-bradizoíta, foi a imunocitoquímica empregando anticorpos 

estágio específicos. Em estudos anteriores foi demonstrado por imunofluorescência 

e citoquímica ultra-estrutural, que o anticorpo CC2 marca a parede de cistos 

teciduais de camundongos em fase crônica da infecção, isto é, estruturas 

características de cistos teciduais maduros de Toxoplasma (Gross e cols., 1995; 

Ferguson, 2004). Apesar de ainda faltar um marcador antigênico definitivo para este 

tipo de cisto (Tomavo e Weiss, 2007), a predominância de marcação CC2 positiva 

(Fig. 3m-o) indica que se trata de vacúolos parasitóforos contendo bradizoítos 

maduros. Recentemente, demonstramos por abordagens ultra-estruturais que a 

cistogênese do T. gondii em CME se completa 96 h após infecção por bradizoítos, 

resultando na formação de parede cística (Guimarãres e cols., 2008). Se o tipo 

célula hospedeira é um fator determinante para a conversão taquizoíta-bradizoíta do 

parasito é ainda uma questão controversa. As CME  obviamente proporcionam um 
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ambiente propício que sustenta o desenvolvimento de bradizoítos e, pelo menos até 

um certo ponto, a maturação dos cistos teciduais, sem a necessidade de estresse 

exógeno. Desta forma, nós propomos que em contexto molecular e celular 

adequados, altos níveis de diferenciação para bradizoítos de T. gondii ocorra 

espontaneamente, particularmente em células musculares esqueléticas.  

Taquizoítos de Toxoplasma se mostraram capazes de infectar as células 

musculares como previamente descrito (Andrade e cols., 2001; Barbosa e cols., 

2005). T. gondii apresenta uma ativa invasão em virtualmente todos os tipos de 

células de mamíferos (Dobrowolski e Sibley, 1996) invasão esta, direcionada pelo 

glideosomo do parasito (Keely e Soldati, 2004). Após 24 h de infecção, CMEs 

apresentavam parasitos no interior de vacúolos  e marcados pelo anticorpo CC2. 

Vacúolos parcialmente marcados por CC2 indicaram que naquelas culturas, não 

houve sincronização do estágio-conversão, em concordância com a descrição em 

outros modelos celulares (Tomavo e cols., 1991; Bohne e cols., 1993b; Soête e 

cols., 1993; 1994; Weiss e cols., 1995). Além disso, em diferentes tipos celulares 

infectados com formas taquizoítas e/ou bradizoítas de T. gondii têm sido 

identificados dentro de um mesmo vacúolo parasitos expressando antígenos 

específicos para as duas formas infectivas. Assim, considerando-se que todos os 

parasitos dentro de um vacúolo parasitóforo sejam derivados de um único parasito, 

isso indica que o disparo da conversão taquizoíto↔bradizoíto não seja sincronizado, 

como já proposto por outros autores (Dardé e cols., 1989; Bohne e cols.,1993b; 

Soête e cols., 1993). Então, parasitos provenientes de uma população homogênea 

(cistos obtidos de cérebro ou taquizoítos obtidos da cavidade peritoneal) nas 

mesmas condições de cultura podem se desenvolver por diferentes vias, resultando 

em uma heterogeneidade de estágios na mesma célula e até mesmo em um único 

vacúolo parasitóforo. O percentual de vacúolos reativos para CC2 foi mantido nos 2° 

e 4° dias pós-infecção, aumentando ao longo da ciné tica e culminando no 6° dia com 

aproximadamente 50% de reatividade. A mesma cinética foi realizada com células 

de linhagem de mioblasto e mostraram também contribuir com um percentual de 

mais de 40% de estágio-conversão no 2° dia de infec ção. Ao longo do período de 

observação a partir do 3° dia ocorreu uma queda no número de bradizoítos 

intracelulares e progressivamente um aumento de taquizoítos, decorrente da 

reativação do processo de estágio-conversão, levando à re-diferenciação em 

taquizoítos. Como era previsto, os taquizoítos rapidamente se multiplicaram, 

estabelecendo o ciclo lítico do T. gondii e levando à lise das células hospedeiras. 
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Nessas condições, ocorreu a liberação tanto das formas taquizoítas quanto de 

bradizoítas. Eventualmente, foi possível verificar em algumas culturas que a 

diferenciação se manteve, chegando a atingir cerca de 64% de vacúolos contendo 

bradizoítos no 6° dia. Os resultados obtidos com li nhagem de fibroblasto foram 

acentuadamente diferentes, mostrando um percentual bem baixo após o primeiro dia 

de infecção, se mantendo assim ao longo do experimento, não atingindo 20% de 

reatividade no 6° dia. Os resultados descritos até o momento sugerem que durante a 

conversão in vitro taquizoíto ↔ bradizoíto de T. gondii, fatores intrínsecos físicos 

e/ou bioquímicos determinados pelo modelo celular, possam estabelecer o destino 

intracelular do parasito. Dessa forma, reproduziria o que ocorre no sistema in vivo, 

com o estabelecimento de cistos que levarão à fase crônica da doença, de 

fundamental importância para a sua manutenção no hospedeiro. A evidenciação de 

que a conversão para bradizoítos foi consideravelmente maior em CME do que em 

fibroblastos, reforça a idéia de que a célula hospedeira impacta drasticamente a 

diferenciação do T. gondii para o estágio de vida latente.  

Recentemente, Radke e cols. (2006) demonstraram um papel funcional do 

autoantígeno-1 humano de divisão celular (CDA-1) em bradizoítos em 

desenvolvimento em fibroblastos humanos. Enquanto isso, em CME, bradizoítos se 

desenvolveram espontaneamente, indicando que estas células proporcionam um 

nicho que promove o estágio-conversão do parasito. Isso nos permite especular que 

esta conversão pode ser dependente da expressão constitutiva de CDA-1. Esta é 

uma questão ainda em aberto, como sugerido por Radke e cols. (2006). Já que os 

miotubos aqui empregados são produtos da progressão do ciclo celular (Sabourin 

and Rudnicki, 2000), reguladores negativos do ciclo da célula hospedeira, como por 

exemplo, o CDA -1, são possíveis candidatos que poderiam promover um sinal para 

o comprometimento do desenvolvimento de bradizoítos de T. gondii em CMEs. Se, 

ou em que extensão o ambiente específico do músculo estriado (Wiendl e cols., 

2005) regula a persistência in vivo por longo tempo de cistos de T. gondii, é um 

ponto que necessita ser elucidado.   

Direcionar o processo da estágio-conversão  ao estresse nutricional ocasionado 

pela morte das células por apoptose ou qualquer outro mecanismo, não se aplica 

uma vez que: (i) o meio para cultura primária de músculo é muito mais rico em 

nutrientes quando comparado ao meio empregado para linhagens celulares; (ii) os 

eventos de estágio-conversão foram monitorados no mínimo em triplicata; (iii) as 

culturas eram checadas diariamente e o meio trocado a cada dois dias; (iv) apoptose 
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em células infectadas pelo T. gondii é inibida (revisto em Lüder e Gross., 2005), 

gerando assim a lei da vantagem para a sobrevivência do parasito, garantindo sua 

multiplicação e permanência por longo tempo no hospedeiro; (v)  a cistogênese in 

vitro pode ser acompanhada por até 31 dias em CME com excelente preservação 

celular (Guimarães e cols., 2008) 

  

Com base nos estudos iniciais de Bohne e cols (1993, 1994) e de Soête (1994) 

que utilizaram como a adição de drogas como estímulo para a diferenciação, existe 

o dogma de que este processo ocorre apenas em resposta a fatores exógenos. Em 

nossos estudos de estágio-conversão não foi utilizada qualquer manobra 

experimental de ordem física ou química e altos índices de diferenciação foram 

observados, o que favorece a hipótese de que a conversão espontânea, nas nossas 

condições de manutenção das culturas, advém de outros fatores que não a resposta 

a estresse exógeno. Alguns autores têm sugerido, a partir de ensaios com diferentes 

linhagens celulares, que o tipo celular não contribui de forma importante para a 

formação de bradizoítos (Dubey e cols, 1999; Lindsay e cols, 1991; McHugh e cols, 

1994). No entanto, é importante ressaltar que esta questão nunca foi comparada 

quantitativamente associado ainda, à falta de modelos celulares “naturais” onde de 

fato ocorre o processo de diferenciação do parasito desencadeando a cistogênese, 

por exemplo, o modelo de células musculares esqueléticas. O único artigo que 

levanta a questão da influência da célula hospedeira nesse processo foi de Jones e 

cols. (1986), utilizando cultura primária de astrócitos, sem contudo ser conclusivo, 

por falta de estratégias que pudessem apoiar essa hipótese. Assim, se há fatores 

intrínsecos da célula que possam direcionar o destino intracelular do parasito, esse é 

um processo inerente ao sistema biológico natural que não podemos controlar, nem 

mesmo no sistema in vivo. A obtenção da conversão espontânea de T. gondii em 

CME como descrita na presente tese, fortemente possibilita inferir que o tipo celular 

possa ser um dos fatores indutores desse processo, como deverá ser discutido 

melhor mais a frente.  

Os nossos dados mostraram que na presença de IFN-gama e LPS, as células 

musculares esqueléticas foram capazes de inibir a conversão de taquizoítas em 

bradizoítas. Inicialmente, acreditava-se que IFN-gama contribuísse para indução 

desta conversão, no entanto, descobriu-se que esta citocina atuava na inibição do 

estágio proliferativo do parasito e não no processo de estágio-conversão (Jones 

cols., 1975). Utilizando-se culturas primárias de astrócitos, Jones e cols. (1986) 
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reforçam que a presença de IFN-gama definitivamente não induz à formação de 

cistos em cultura, mas sim que esta citocina preveniu a lise celular pelas formas 

multiplicativas rápidas do Toxoplasma, permitindo desta forma a persistência do 

parasito em cultura por períodos mais longos. Apesar da imunidade humoral também 

ter um papel importante na infecção, a resposta celular IFN-dependente também é 

crucial na resistência do hospedeiro contra o parasito (Suzuki, 2002). O IFN-gama 

tem a capacidade de ativar macrófagos in vitro (Murray e cols., 1985; Black e cols., 

1987) e in vivo (McCabe e cols., 1984) e macrófagos humanos inibem ou matam o 

parasito (Nathan e cols., 1985; Black e cols, 1987), tendo um papel importantíssimo 

na defesa do hospedeiro (Suzuki e cols., 1988). Estudos mais aprofundados devem 

ser desenvolvidos para o entendimento desta participação desempenhada pelas 

CME ativadas por LPS, em presença de IFN-gama exógeno, inibindo a conversão do 

Toxoplasma. Interessante seria avaliar a atividade toxoplasmacida pela CME, 

quantificando a proliferação do parasito nestas condições. Além disso, avaliar a 

produção de IFN endógeno pela CME e o balanço desta citocina antes e depois da 

infecção em presença de IFN exógeno, seria um dos primeiros passos para inferir o 

papel desta citocina na proteção das células musculares, impedindo a conversão e, 

conseqüentemente, o estabelecimento de uma infecção crônica pelo parasito. 

Apesar dos nossos dados referentes a conversão do Toxoplasma em presença de 

IFN exógeno, serem ainda preliminares, eles apontam para sua modulação negativa 

sobre a célula muscular na conversão do parasito e reforçam ainda mais a nossa 

hipótese de que o intrigante processo de diferenciação não deve ser uma resposta a 

estresses exógenos, e sim diretamente relacionada à célula hospedeira. 

Os taquizoítos são os estágios do Toxoplasma mais extensivamente estudados 

e numerosos marcadores estão disponíveis. Como exemplo de moléculas 

especificamente expressas por taquizoítos podemos citar as isoenzimas ENO2 e 

LDH1, enquanto os bradizoítos expressam exclusivamente ENO1 e LDH2.  Um 

anticorpo adicional, além dos já citados, foi também CC2 que reconhece uma 

proteína da parede do cisto (Ferguson, 2004). Uma outra abordagem metodológica 

utilizada na presente tese foi a técnica de RT-PCR em tempo real nas CMEs para 

avaliação da expressão relativa de genes específicos para cada estágio do 

Toxoplasma. A técnica de RT-PCR em tempo real é o método mais adequado para 

detecção e quantificação de níveis de expressão gênica oferecendo alta 

sensibilidade e reprodutibilidade (Pfaffl e cols., 2001).  A expressão relativa dos 

genes ENO1 (específico de bradizoítos)  e ENO2 (específico de taquizoítos) foi 
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baseada na expressão relativa para o gene para tubulina, com o objetivo de se 

considerar o aumento de mRNA devido a multiplicação do parasito ao longo da 

cinética e/ou por qualquer diferença relativa a isolamento de mRNA de amostras 

individuais.  O gene ENO2 não apresentou grandes alterações durante a cinética de 

infecção. Em compensação, os níveis relativos a expressão do gene ENO1 

aumentou continuamente ao longo dos seis dias de infecção, o que ratifica os altos 

níveis de estágio-conversão espontânea observados nas CMEs por 

imunofluorescência.  

Cistos teciduais de T. gondii são preferencialmente encontrados no sistema 

nervoso central incluindo a retina e a musculatura esquelética de animais infectados 

(Dubey e col., 1998; Dzierszinski e cols., 2007). Um tropismo celular deste tipo deve 

resultar em parte de uma resposta antiparasítica inadequada ou reduzida nestes 

orgãos. O número de cistos no cérebro de camundongos depende da carga genética 

do MHC (Brown e McLeod, 1990), confirmando seu papel do MHC nos mecanismos 

de defesa imune na regulação do desenvolvimento dos cistos no cérebro. No 

entanto, fatores que determinam uma sobrevivência de longo termo do T. gondii no 

tecido muscular ainda não foi delineado.  Nossos dados sugerem que deva existir 

um fator de impacto considerável tipo célula-específico, pelo menos como pré-

requisito para a persistência do parasito, isto é, de bradizoítos na musculatura 

esquelética. Estudos mais aprofundados devem ser estabelecidos para se conhecer 

a extensão com que fatores imunológicos também regulam o número de cistos 

formados na musculatura esquelética. Em conclusão, células musculares 

esqueléticas proporcionam um nicho que dispara prontamente o desenvolvimento de 

bradizoítos sem a necessidade de estímulos de fatores de estresse externos. Nossa 

hipótese é que este fato explicaria, pelo menos em parte, a persistência preferencial 

nos tecidos de musculatura esquelética, in vivo. 

Esse modelo celular poderá contribuir para uma melhor compreensão da 

biologia celular e molecular da conversão e da cistogênese do Toxoplasma, 

fornecendo subsídios: (i) que possam direcionar vias alternativas para uma 

quimioterapia de pacientes com toxoplasmose e, (ii) que levem à interrupção de uma 

das principais vias de transmissão do parasito através da ingestão de carne crua ou 

mal cozida entre os humanos. 

O artigo de revisão intitulado “Stress-related and spontaneous stage 

differentiation of Toxoplasma gondii” (Anexo 2), teve como referência os 

experimentos empregando uma grande diversidade de tipos celulares, que 
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exploraram as condições de indução da diferenciação: (i) através da manutenção 

das culturas em pH alcalino, (ii) pela adição de citocinas às culturas, (iii) sob 

condições de estresse nutricional. Os dados foram tabulados, considerando-se as 

condições de estresses mais conhecidas e destacando, por outro lado, os contrastes 

resultantes do sucesso e da efetividade de cada sistema em formar bradizoítos in 

vitro. O principal foco da revisão foi discutir a questão do papel das células 

hospedeiras na contribuição ou na interferência do processo de diferenciação do 

parasito e finalmente resgatar a questão de que o tipo celular também possa ser um 

fator determinante importante neste intrigante processo. 
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VI. CONCLUSÕES 

 
• A expressão de proteínas músculo-específicas, tais como, Myf5, MyoD e 

desmina em  CME são coincidentes com os diferentes estágios da miogênese 

reproduzidos in vitro, a partir de mioblastos isolados de embriões de 

camundongos; 

• Altas taxas de diferenciação de taquizoítos-bradizoítos de T. gondii ocorrem 

espontaneamente em CMEs oriundas de cultura primária ou de linhagem 

celular indicando que a estágio-conversão do Toxoplasma ocorre 

independente de estímulos exógenos;  

• O aumento da expressão de ENO1 (uma enolase específica ao estágio 

bradizoíta do Toxoplasma) em culturas infectadas por taquizoítos de T. gondii 

em associação com a expressão de proteína bradizoíto específico por 

imunofluorescência corroboram a sugestão de que a estági-conversão 

espontânea ocorra em CME; 

• Células de linhagem de fibroblasto mostraram um baixo percentual de 

vacúolos contendo bradizoítos de Toxoplasma, a partir de infecção com 

taquizoítos indicando que o tipo celular é determinante para disparar a 

conversão em bradizoítos; 

• CMEs infectadas com taquizoítos de T. gondii e incubadas com IFN gama 

exógeno em presença de LPS não induziram a conversão dos parasitos em 

bradizoítos sugerindo que essa estratégia não se aplica em CME;  

• Em resumo, as evidências de que a diferenciação para bradizoítos a partir de 

taquizoítos não necessita de fatores externos de estresse em CME, sugere 

que: (i) a estágio-conversão do Toxoplasma não seja uma resposta a fatores 

de estresse, e sim esteja relacionada ao tipo celular em que o parasito se 

encontra para desenvolver seu ciclo, e que (ii) fatores intrínsecos inerentes do 

tipo celular podem ser um pré-requisito para a conversão e/ou persistência do 

parasito no tecido muscular. 
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RESUMO 

A diferenciação no desenvolvimento é um processo fundamental em organismos vivos. É 

essencial em organismos multicelulares e comum entre procariotos e eucariotos 

unicelulares. No caso de protozoários parasitas, tal diferenciação é freqüentemente um 

processo obrigatório que distingue estágios do ciclo de vida sendo requerido para (i) 

reprodução sexual, (ii) transmissão entre os hospedeiros mamíferos e vetores invertebrados, 

ou para (iii) sobrevivência dentro de diferentes nichos no hospedeiro. Embora seja do 

conhecimento que Toxoplasma gondii forma cistos preferencialmente no cérebro e na 

musculatura esquelética, pouca atenção tem sido dada às células musculares esqueléticas 

como um tipo celular para estudo da estágio-conversão do parasito. A persistência na 

musculatura esquelética é crítica para a sua transmissão para humanos através da ingestão 

de carne crua ou mal passada.  Na presente tese, culturas primárias de células musculares 

esqueléticas (CME) foram altamente diferenciadas, apresentando miotubos que contraíam 

espontaneamente e expressavam marcadores específicos, tais como Myf5, MyoD e 

desmina.  Com o objetivo de investigar in vitro a diferenciação do Toxoplasma, CME foram 

infectadas com taquizoítos de Toxoplasma e a estágio-conversão entre taquizoítos e 

bradizoítos analisadas até seis dias após infecção por imunofluorescência. A diferenciação 

dos taquizoítos teve início espontaneamente após 1 dia de infecção apresentando a 

seguinte taxa de vacúolos contendo bradizoítos: 0 % (4h), 23,8 ±3,4 % (1 dpi); 31,0 ± 2,0 % 

(2 dpi); 33,0 ±3,5 % (4dpi) e 46,0 ±3,5 % (6dpi). Após 2 e 4 dias de infecção, vacúolos 

contendo bradizoítos e rosetas de Toxoplasma em estágio conversão assincrônica foram 

detectados. Com o objetivo de checar se o tipo celular é determinante neste intrigante 

fenômeno, os mesmos experimentos foram realizados em dois outros tipos de células 

hospedeiras: linhagem de mioblasto (L6C10) de rato diferenciada in vitro em miotubos 

maduros e em linhagem de fibroblasto de camundongo (L929). Altas taxas foram detectadas 

na linhagem de mioblasto L6.C10: 35,2 ± 4, 6 % (4 dpi) e 64% (6 dpi). Em contraste, na 

linhagem de fibroblasto de rato (L929), a taxa de diferenciação do Toxoplasma não alcançou 

20%. Além disso, quando analisados por RT-PCR em tempo real, o RNA total de culturas de 

CMEs infectadas com taquizoítos de Toxoplasma continha quantidades crescentes de 

transcritos de ENO1, um marcador específico para o estágio bradizoíta. Nós também 

desenvolvemos experimentos de estágio conversão induzida, aplicando condições de 

estresse exógenos, tais como pH alcalino e citocina. Nossos dados revelaram que altas 

taxas de estágio conversão do Toxoplasma ocorrem em CME, sem requerer fatores de 

estresse exógenos, tais como drogas, mudanças na temperatura ou pH. Nós acreditamos 

que CMEs possam apresentar um nicho apropriado para o Toxoplasma estabelecer a fase 

crônica da infecção e desta forma, ser um potente/modelo celular para o estudo do intrigante 

processo de diferenciação de taquizoítos-bradizoítos in vitro. 



 x 

 

ABSTRACT 
 
Developmental differentiation is a fundamental process in living organisms. It is essential in 

multicellular organisms and is common among prokaryotes and unicellular eukaryotes. In the 

case of protozoan parasites, such differentiation most frequently is an obligatory process with 

distinct life cycle stages being required for (i) sexual reproduction, (ii) for transmission 

between mammalian hosts and invertebrates vectors, or (iii) for survival within distinct niches 

of the host. Although is already known that Toxoplasma gondii form cysts preferentially in the 

brain and in the skeletal muscles, little attention has been paid to skeletal muscle cells as a 

cell type to study Toxoplasma stage conversion. Persistence within muscle tissue is critical 

for parasite transmission to humans via raw or undercooked meat. In the present thesis 

work, primary cultures of skeletal muscle (SkMC) were highly differentiated, displaying 

myotubes which contracted spontaneously in vitro and expressed markers specific to SkMC, 

such as myf5, myoD and desmin.  Owing to investigate in vitro differentiation of Toxoplasma, 

SkMCs were infected with Toxoplasma tachyzoites and tachyzoite-bradyzoite stage 

conversion analysed till 6 days post infection by immunofluorescence. The tachyzoite 

differentiation started spontaneously at 1 day post infection, displaying the following rate of 

vacuoles containing bradyzoites: 0 % (4h), 23.8 ±3.4 % (1 dpi); 31.0 ± 2.0 % (2 dpi); 33.0 ± 

3.5 % (4 dpi) and 46.0 ± 3.5 % (6 dpi). At 2 and 4 dpi, vacuoles containing bradyzoites and 

rosettes of Toxoplasma in asynchronous stage conversion were detected. In order to check if 

the host cell was determinant to this intriguing phenomenon, the same experiments were 

carried in 2 others different host cell: a rat myoblast cell line (L6C10) differentiated in vitro 

into mature myotubes and a mouse fibroblast cell line (L929). High rates were detected in the 

L6.C10 myoblast cell line: 35.2 ± 4.6 % (4 dpi) and 64% (6 dpi). In contrast, in mouse 

fibroblast cell line (L929), the rate of Toxoplasma differentiation did not reach 20%. In 

addition, when analysed by real time RT-PCR, total RNA from SkMC infected by Toxoplasma 

tachyzoites contained increasing amounts of bradyzoite-specific ENO1 transcripts until 6 dpi. 

We also carried experiment inducing the stage conversion, by applying exogenous stress 

conditions, as alkaline medium and cytokine. Our data show that high rates of Toxoplasma 

stage conversion takes place in SkMC, without exogenous stress factors being required as 

drugs, changes in temperature or pH. We believe that SkMC might be an appropriate niche 

to the parasite to establish the chronic phase of the infection and therefore, a potent cell 

model to study the intriguing process of tachyzoite to bradyzoite differentiation in vitro. 
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I. INTRODUÇÃO 
 

1. Toxoplasma gondii -  o modelo Apicomplexa 

 

Neste ano de 2008 comemora-se os 100 anos da descrição do Toxoplasma 

gondii por Nicolle e Manceaux, no norte da África, e por Splendore no Brasil. A 

designação da espécie deste parasito provém do nome de um roedor africano 

(Ctenodactylus gondi) do qual este parasito foi originalmente isolado (Nicole e 

Manceaux, 1909; Black e Boothroyd, 2000).  

O T. gondii é um protozoário classificado como Coccídeo, pertencente ao filo 

Apicomplexa, que inclui um grande número de parasitos de animais e de humanos, 

responsáveis por doenças muito conhecidas, tais como  malária, toxoplasmose, 

coccidiose e criptosporidiose (Dubremetz e cols., 1993). 

De todos os apicomplexas, o T. gondii é o mais accessível experimentalmente, 

uma vez que: (i) esses parasitos são capazes de infectar in vitro qualquer célula 

nucleada; (ii) os estágios patogênicos são facilmente propagáveis em cultura, 

produzindo-se quantidades satisfatórias de parasito para experimentação; (iii) o 

modelo em camundongos é bem estabelecido; (iv) foi o primeiro protozoário 

obrigatoriamente intracelular a ser transformado utilizando-se DNA exógeno (Donald 

e Roos, 1993; Kim e cols., 1993), possibilitando assim, o desenvolvimento de 

ferramentas moleculares de genética reversa para a manipulação de seu genoma 

(Boothroyd e cols., 1997; Soête e cols., 1999), e ainda, (v) pelo fato de um novo 

banco de dados das chamadas “expressed sequence tags” (EST), que são etiquetas 

de seqüências expressas produzidas a partir de bibliotecas de cDNA,  ter sido criado 

para o T. gondii. Desta forma, por conta destas facilidades experimentais, o T. gondii 

emerge como um dos mais importantes modelos para o estudo da biologia dos 

apicomplexas, que incluem mais de 5000 espécies de parasitos (Wilson e cols., 

1996; Roos e cols., 1999; revisto em Black e Boothroyd 2000, e em Kim e Weiss, 

2004). Há significantes diferenças biológicas entre o Toxoplasma e os outros 

parasitos deste filo, principalmente com relação ao ciclo de biológico que não foi 

conservado em todas as espécies (Kim e Weiss, 2004). Este protozoário tão bem 

adaptado é caracterizado por ser um parasito oportunista de ampla distribuição 

geográfica e por formar cistos teciduais freqüentemente encontrados no sistema 

nervoso central e na musculatura esquelética de seus hospedeiros, onde persistem 
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dormentes por longos períodos, levando a uma infecção de longo termo (Hoare, 

1972, Gross e cols., 1997; Ellis e cols., 2004).  

O estabelecimento de uma infecção persistente é uma das principais 

características deste parasito, sendo necessária para manutenção do seu ciclo de 

vida. Este fato e a habilidade do T. gondii em infectar um amplo espectro de células 

de vertebrados de sangue quente e de se desenvolver dentro de toda célula 

nucleada estudada até o momento, faz com que seja um dos protozoários mais bem 

sucedidos dentre os parasitos obrigatoriamente intracelulares (Boothroyd e cols., 

1998). 

 

2. Biologia do T. gondii  

 

O Toxoplasma se caracteriza pela forma alongada, de meia lua crescente, 

apresentando uma extremidade mais afilada na região anterior do corpo e mede  

cerca 7 µm de comprimento e 2 µm de largura, com pequenas variações entre as 

três formas infectivas (Harboe e Erichsen, 1954; Hogan e cols., 1960).  

O T. gondii apresenta todas as estruturas típicas de células eucariotas 

(Esquema 1), sendo a presença do complexo apical (formado pelo conóide e anéis 

apicais) um importante diferencial que caracteriza o filo apicomplexa (Esquema 2). 

Além do complexo apical, o Toxoplasma possui organelas secretoras como róptrias, 

micronemas e grânulos densos que desempenham um importante papel na invasão, 

formação e manutenção do vacúolo parasitóforo, garantindo a sua permanência na 

célula hospedeira (Joiner e Roos, 2002; Martin e cols., 2007) (Esquema 1).  O 

conóide mede cerca de 250 nm de diâmetro e 280-360 nm de comprimento, formado 

basicamente por 6-8 microtúbulos e um par central interno, assemelhando-se a uma 

mola que pode se estender ou retrair dentro do anel polar apical (revisto em Dubey e 

cols., 1998b; Morissete e Sibley, 2002) (Esquema 2).   

O Toxoplasma é envolto por uma membrana trilaminar (Dubey e cols., 1998) e 

contém um plastídeo vestigial, chamado de plastídeo apicomplexa ou apicoplasto, 

indispensável ao parasito e que vem recebendo atenção especial desde sua 
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(Reproduzido e adaptado de Striepen e cols., 2007) 

 

Esquema 1.  Representação esquemática de um zoíta, mostrando a ultra-estrutura do T.gondii. 

 

descrição (Wilson e cols., 1995; McFadden e cols., 1996; Kohler e cols., 1997; 

Waller e cols., 1998). Esta organela é envolta por múltiplas membranas, indicando 

ter sido adquirida por endossimbiose secundária (Kohler e cols., 2006). A 

endossimbiose primária consiste na incorporação de um procarioto por um eucarioto 

e os plastídeos apresentam somente duas membranas.  Por outro lado,  na 

endossimbiose secundária, um eucarioto heterotrófico fagocita um eucarioto 

fotossintético, gerado por uma endossimbiose primária, e assim os plastídeos 

apresentam quatro membranas (Waller e cols., 1998). 

Como o Toxoplasma apresentar enzimas glicolíticas homólogas às de plantas 

e não à de animais, esta organela é uma forte candidata para o desenho de novas 

abordagens terapêuticas (Kohler e cols., 1997; Ralph e cols., 2001; Seeber, 2003), 
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além de ser objeto de estudos evolutivos (Willianson e cols., 1994; Egea e Lang-

Unasch, 1995; Dzierszsinki e cols., 1999). 

A mitocôndria do Toxoplasma também foi gerada por um processo 

endossimbiótico e, assim como o apicoplasto, leva seu próprio genoma (Wilson e 

cols., 1996).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reproduzido de Nichols  & Chiappino (1987) 
Esquema 2.  Esquema detalhado da região apical do T. gondii 

 

Em termos ultra-estruturais há grandes similaridades entre taquizoítos, 

bradizoítos e esporozoítos de Toxoplasma, que apresentam organelas 

características e clássicas dos parasitos apicomplexas (Esquema 1). No entanto, 

após estágio diferenciação, há diferenças fisiológicas marcantes entre as 3 formas 

do parasito, incluindo alterações em sua superfície, metabolismo, além da indução 

de genes associados a essas mudanças (Denton e cols., 1996; Ferguson, 2004, 

Speer e Dubey, 2005). Diferenças também ocorrem no modo de divisão dos 

parasitos, e na velocidade com a qual se multiplicam. Os taquizoítos se multiplicam 

rapidamente dentro do interior dos vacúolos parasitóforos (VP), formando rosetas, 

lisando as células e posteriormente, infectando células vizinhas. Bradizoítos se 

dividem lentamente, transformam a membrana do VP em uma parede cística rica 

em carboidratos e se mantém isolados no interior da célula por longos períodos 

(Guimarães e cols., 2003). Essas variações morfológicas refletem diferenças 
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Microtúbulos internos 

Complexo do anel polar 

 

Microtúbulos do anel apical 

Microtúbulos 
subpeliculares 



 5 

metabólicas entre os dois estágios (Smith, 1995; Zhang e Smith, 1995, Speer e 

Dubey, 2005). 

O Toxoplasma apresenta um ciclo de vida complexo com dois mecanismos de 

transmissão: (i) ingestão de oocistos produzidos durante o ciclo enteroepitelial do 

parasito em gatos e, (ii) através do estágio de cisto tecidual presente na fase crônica 

da infecção dos hospedeiros intermediários (Ferguson, 2004).  

Este complexo ciclo de vida resulta em 4 estágios infecciosos: taquizoíta, 

bradizoíta, merozoíta e esporozoíta, com papeis biológicos distintos. Formas 

taquizoítas e merozoítas proliferam dentro de um hospedeiro, aumentando a 

densidade de parasitos. A diferença entre eles é que os taquizoítos passam por uma 

proliferação indiscriminada em todas células hospedeira nucleadas e se disseminam 

para todos os tecidos do corpo, enquanto a proliferação dos merozoítos se limita a 

poucas gerações (2-4) e exclusivamente no interior de enterócitos do intestino 

delgado do gato (Ferguson, 2004). Além disso, a depender do estado do sistema 

imune do hospedeiro, taquizoítos podem sofrer diferenciação para bradizoítos, 

enquanto os merozoítos darão origem aos estágios sexuais -microgametócitos e 

macrogametócitos. Bradizoítos e esporozoítos têm em comum a transmissão da 

infecção entre hospedeiros, garantindo assim a sobrevivência ao rigor do ambiente 

externo e/ou no trato digestivo de um novo hospedeiro. 

No curso da evolução, T. gondii desenvolveu várias rotas potenciais de 

transmissão (Esquema 3). No entanto, estes estudos nas últimas três décadas não 

elucidaram qual (ou quais) a mais importante do ponto de vista epidemiológico. A 

transmissão do T. gondii em humanos ocorre principalmente por: (i) exposição 

seguida de ingestão acidental de oocistos esporulados, (através de água e/ou solo 

contaminados com fezes de gatos), (ii) ingestão de carne crua ou mal passada 

contendo cistos de Toxoplasma e (iii) infecção transplacentária (Lopez e cols., 2000). 

A disseminação da toxoplasmose pode ocorrer também por transplante de órgãos ou 

medula óssea, pela doação de um órgão infectado com o parasito a um receptor 

susceptível, ou pela reativação de uma infecção latente no próprio transplantado, 

devido a tratamento imunossupressor (Jackson e Hutchison, 1989; Luft e cols., 1987; 

Ho-Yen e cols., 1992). 
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(Moura, 2008) 

Esquema 3.  Ciclo de vida do T. gondii mostrando as vias de transmissão entre os hospedeiros 

intermediários e definitvos. 

 

Estudos que indicam que as infecções transmitidas pela ingestão de oocistos 

são mais graves que as induzidas por infecção por cisto (Benenson e cols., 1982; 

Dubey e Beattie, 1988; Smith, 1993; Hill e Dubey, 2002). Atualmente não há testes 

que possam discriminar entre ingestão de oocistos ou de cistos teciduais como fonte 

de infecção, sendo as evidências da rota de infecção conseguidas por inspeções 

epidemiológicas (Bahia-Oliveira, 2003).  

 

 

3. Toxoplasmose em humanos e tratamento 

 

T. gondii é o protozoário mais freqüentemente encontrado em infecções 

oportunistas, sendo especialmente importante em duas situações: durante a 

gravidez podendo causar manifestações severas neurológicas e oftalmológicas no 

feto, quando adquirida no primeiro trimestre da gestação, e em pacientes 

imunocomprometidos, como HIV positivos ou em tratamento pré-transplante de 

órgãos (revisto em Joiner & Dubremetz, 1993; Sarciron & Gherardi, 2000). 
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A toxoplasmose se caracteriza por uma fase aguda, seguida por uma fase 

crônica quando os parasitos estão presentes em cistos teciduais, 

predominantemente localizados no cérebro e na musculatura. Estes cistos podem 

transmitir a infecção para outros hospedeiros intermediários ou gatos quando 

ingeridos (por carnivorismo). O maior problema no tratamento da toxoplasmose é 

que enquanto as drogas utilizadas podem eliminar taquizoítos, elas têm pouco efeito 

sobre bradizoítos, que são mantidos como fonte recrudescente da infecção (Luft e 

Remington, 1992; Montoya & Liesenfeld, 2004). Como resultado, a terapia com 

drogas é mantida obrigatoriamente durante toda a vida do paciente, o que traz 

grandes inconvenientes devido à toxicidade da associação da sulfadiazina com a 

pirimetamina, associada ao uso prolongado das drogas.  

A infecção pelo T. gondii adquirida durante a gravidez pode causar danos intra-

uterinos e, atravessando a placenta, os parasitos podem infectar o feto levando à 

fase aguda da doença (Foulon e cols., 1999; Ferguson, 2002; 2004). Apesar das 

conseqüências devastadoras da toxoplasmose congênita serem bem conhecidas 

como parte da síndrome do TORCH (acrônimo referente à infecção de um feto em 

desenvolvimento ou recém nascido por qualquer grupo de agente infeccioso, que 

apresente toxoplasmose, sífilis, rubéola, citomegalovirus e herpes) muitos aspectos 

da toxoplasmose congênita continuam controversos, por conta de dados 

incompletos quanto à prevalência da doença e ao impacto do tratamento (Kim, 

2006).  

Muitos estudos focam a toxoplasmose congênita em humanos, como resultado 

da transmissão vertical do parasito durante a gravidez. No entanto, pouco se sabe 

sobre a relativa importância deste tipo de transmissão bem como sobre os 

reservatórios do parasito na natureza (Tenter e cols., 2000; Jones e cols., 2001). 

Um fato interessante é que, estudos epidemiológicos recentes indicam que 

agentes infecciosos podem contribuir para alguns casos de esquizofrenia (Torrey & 

Yolken, 2003). Infecções com Toxoplasma em animais geraram alteração em 

funções neurotransmissoras e comportamentais (Webster, 2007). Em humanos, a 

infecção aguda pode produzir sintomas psicóticos similares aos apresentados por 

pessoas esquizofrênicas. Além disso, ratos infectados por Toxoplasma parecem ser 

menos neofóbicos (medo persistente e anormal de qualquer coisa nova), levando a 

diminuição da sua aversão natural ao odor de gatos (Berdoy e cols., 2000). De fato, 

estudos realizados em 1979, demonstraram que o Toxoplasma prejudica o 
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aprendizado e a memória em camundongos, além de alterar mudanças no 

comportamento nestes animais e em ratos (Witting, 1979; Webster, 2007). 

Nos últimos anos houve um progresso considerável em relação ao 

desenvolvimento de vacinas contra toxoplasmose, baseada na cepa viva atenuada 

S48, de uso veterinário (Stanley e cols., 2004). Vacinas são caras, causam efeitos 

colaterais e tem curto prazo de validade. Sendo vacinas preparadas a partir de 

organismos vivos, elas podem sofrer reversão para cepas patogênicas e, portanto 

não são aplicáveis a humanos. Além disso, os cistos não são estruturas estáticas; 

eles regularmente se rompem ou rompem as células hospedeiras liberando parasitos 

que reinvadem outras células (Dubey, 1997; Dubey e cols., 1997) e podem dar início 

a uma resposta inflamatória, resultando na formação de nódulos gliais no cérebro do 

hospedeiro (Weiss e Kim, 2000).  

Alguns experimentos têm demonstrado que vacinas de DNA, que se baseiam  

na injeção de um plasmídeo de DNA no hospedeiro, passando assim as células a 

produzir a proteína codificada, poderão vir a ser utilizadas em humanos de 

(metodologia relativamente nova e que envolve a). Este tipo de vacina induz 

resposta imune humoral e celular em modelos murinos (Długońska e cols., 2007; 

Menzies e cols., 2008). Imunização de camundongos com plasmídeo codificando o 

gene SAG1 (Pit SAG1) levou a uma proteção de 80-100% (Nielsen e cols., 1999). As 

próximas vacinas de DNA deverão considerar a regulação estágio-específica da 

imunidade contra o Toxoplasma para prevenir e/ou reduzir a formação de cistos nos 

hospedeiros intermediários (revisto por Boophale, 2003). 

 

4. T. gondii e a célula hospedeira: invasão e formação do vacúol o 

parasitóforo  

Patógenos obrigatoriamente intracelulares permanecem confinados num nicho 

(vacúolo parasitóforo) dentro da célula hospedeira, que lhes assegura fonte de 

nutrientes e proteção, evitando contato com o sistema imune do hospedeiro.  

(Coppens e cols., 2006).  

Esta situação enigmática de viver em um vacúolo que não é interceptado pelo 

sistema endocítico da célula hospedeira é a realidade do T. gondii.  Após a invasão, 

o parasito exclui ativamente uma série de proteínas da membrana da célula 

hospedeira, inserindo proteína secretadas pelas róptrias e pelos micronemas 

formando uma membrana vacuolar híbrida (Joiner and Roos, 2002). 
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Membros do filo Apicomplexa infectam células por processos que requerem 

uma seqüência coordenada de eventos moleculares durante a sua interação com a 

célula hospedeira: ligação receptor-ligante, transdução de sinais, mobilização do 

motor actina-miosina, regulação da exocitose das organelas secretoras e 

modificação proteolítica das proteínas de superfície do parasito. Vários detalhes da 

invasão diferem amplamente a depender do gênero, espécie, estágio evolutivo e 

célula hospedeira, mas os mecanismos básicos são provavelmente conservados no 

filo (revisto em Carruthers e Blackman, 2005). 

As etapas de adesão e invasão na célula hospedeira são estratégias cruciais 

para o T. gondii estabelecer a infecção. A penetração do parasito requer que seu 

pólo anterior (conóide) entre em contato com a superfície da célula hospedeira para 

desencadear a invaginação da membrana celular. A invasão (15 - 17 segundos) 

acontece de uma maneira muito mais rápida que a fagocitose (120 segundos), o que 

sugere participação ativa do parasito neste processo (Nichols e cols., 1981). O 

processo de entrada começa com o deslizamento do parasito, que utiliza uma 

adesão reversível para migrar por sobre a superfície da membrana plasmática, 

estabelecendo assim uma íntima associação com a célula hospedeira (Carruthers e 

Sibley, 1997; Mordue e cols., 1999; Alexander e cols., 2005). 

As proteínas adesivas dos micronemas em T. gondii (Wan e cols., 1997) em 

conjunto com outras proteínas, formam complexos adesivos que contém diversas 

moléculas semelhantes às integrinas, EGF, trombospondinas e lectinas que 

reconhecem receptores na superfície de diversas células, como heparan sulfato, 

proteoglicanas e lamininas (revisto em Tuckwell e Hamphries, 1993 e Haas e Plow, 

1994). Cada complexo possui pelo menos uma proteína capaz de se ligar a 

receptores da célula alvo. Parte a destes complexos funcionaria na movimentação 

do parasito através das barreiras teciduais, enquanto outros estariam envolvidos na 

penetração dentro da célula hospedeira, possibilitando o reconhecimento pelo 

parasito de uma variedade maior de receptores e amplificando assim sua gama de 

hospedeiros (Carruthers, 2002). 

Alexander e cols. (2005) descreveram a secreção coordenada das róptrias e 

micronemas durante o processo de invasão, identificando um complexo de quatro 

proteínas: TgAMA1, RON2, RON4 e a Ts4705. Pelo menos duas destas proteínas, a 

TgAMA1 e a RON4, interagem no processo de entrada, localizando-se em uma 

constrição denominada junção móvel (JM), uma estrutura em forma de anel, onde as 
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membranas do parasito e do hospedeiro ficam em íntimo contato (Alexander e cols., 

2005) (Esquema 4).  

O modelo mais aceito é que o parasito entre em contato com o citoesqueleto da 

célula hospedeira por esta JM, excluindo proteínas da membrana plasmática da 

mesma e dando início à formação da membrana do vacúolo parasitóforo (MVP) 

(Mordue e cols., 1999; revisto em Boothroyd e Dubremetz, 2008).  

A única circunstância em que as róptrias liberam seu conteúdo é durante o 

processo de invasão da célula hospedeira. Ainda não se sabe o que dispara tal 

secreção, mas evidentemente este processo é dependente de um reconhecimento 

direto entre a região apical do parasito e moléculas da célula hospedeira. Essas 

proteínas, uma vez secretadas, apresentam diversos destinos como: (i) localização 

na JM ou (ii) formação de vesículas no lúmen do VP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Modificado por Gomes (2006) de Alexander e cols., 2005) 

 

Esquema 4 : Representação esquemática da invasão do Toxoplasma: destaque para a 

representação da junção móvel (JM) e da membrana do vacúolo parasitóforo (MVP).  A proteína 

secretada pelos micronemas TgAMA1 (verde) é liberada na superfície da célula hospedeira, 

estabelecendo uma forte associação com a sua MP juntamente com a secreção da RON4 (vermelho). 

As RON4 constituintes das róptrias são detectáveis no vacúolo inicial já no interior da célula 

hospedeira. JM é então estabelecida e os micronemas cessam a secreção. As RON4 migram para a 

porção final posterior do parasito sob a forma de anel, juntamente com a constrição da JM e somente 

elas são encontradas no ”ponto final” do estabelecimento da junção entre as membranas do vacúolo 

parasitóforo e da célula hospedeira. 

JM 

MVP 
                       

Conteúdo 
róptria 

MVP 
nascent

Núcleo 
róptria   

Micronemas 

Róptria 

MP do 
hospedeiro 



 11 

 

5. Tropismo celular e estágio conversão do Toxoplasma   

 

O T. gondii é reconhecido como um dos parasitos oportunistas mais comuns do 

sistema nervoso e das fibras musculares esqueléticas em indivíduos contaminados 

pelo vírus HIV (Luft & Remington, 1992; Gherardi e cols., 1992; Biggs e cols., 1995). 

Alguns autores consideram o Toxoplasma como um parasito neurotrófico, uma vez 

que encefalites severas são freqüentemente um sintoma clínico da  doença (Dubey, 

1997). No entanto, até o momento o tropismo celular dos taquizoítos não foi bem 

caracterizado in vivo (revisto em Boothroyd e Dubremetz, 2008). Por outro lado, em 

carneiros, ovelhas, porcos, cavalos e vacas, cistos teciduais são encontrados com 

mais freqüência na musculatura esquelética do que no tecido nervoso (Dubey, 

1980b, 1982, 1983, 1984, 1985; Thorne & Sharma, 1980; Dubey, Murrel & Fayer, 

1984; Dubey e cols., 1986). É provável que exista uma predileção por parte do 

parasito em formar cistos no músculo estriado (Guimarães e cols., 2008) e no 

sistema nervoso central, sendo estas células alvo na fase crônica da doença (Dubey 

e cols., 1998; Lüder e cols., 1999).  

A diferenciação é um processo fundamental em organismos vivos, sendo 

essencial para organismos multicelulares e também comum em unicelulares, sendo 

neste caso um fenômeno temporal sempre associado a alterações no meio ambiente 

e envolvendo a passagem de um estágio para outro. No caso de parasitos 

protozoários, esta diferenciação é freqüentemente um processo obrigatório que 

distingue estágios no ciclo de vida, requerido para multiplicação, transmissão entre 

hospedeiros e sobrevivência nos mesmos (Dziersszinski, 2004). 

A diferenciação das diversas formas infectivas durante o ciclo de vida do 

Toxoplasma está representada no Esquema 5. A diferenciação de formas taquizoítas 

para bradizoítas é fundamental para o desenvolvimento de cistos teciduais e o 

encistamento é um passo chave, que permite a manutenção do parasito dentro do 

hospedeiro por um longo período (Frenkel, 1973; Weiss e Kim, 2000).  
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 (Adaptado de Ferguson, 2004) 

 

Esquema 5. Linhas possíveis de desenvolvimento e estágio dife renciação que podem 

ocorrer entre as diversas formas infectivas durante  o ciclo de vida do Toxoplasma . As setas 

verdes mostram as possíveis conversões, enquanto as  setas em vermelho, direções de 

conversões que não parecem ser possíveis. 

  

Pouco se sabe sobre os mecanismos que levam ao encistamento tecidual ou 

sua reativação, apesar dos cistos serem de grande importância na fisiopatologia da 

toxoplasmose. Estudos in vitro têm sido desenvolvidos demonstrando a cistogênese 

em culturas celulares (Hoff e cols., 1977; Jones e cols., 1986; Dardé e cols., 1989; 

Lindsay e cols., 1991; McHugh e cols., 1993; Lindsay e cols., 1993; Ricard e cols., 

1999; Guimarães, 2002). A maioria destes estudos tem sido realizada com  

linhagens celulares e utilizando condições de estresse que objetivam mimetizar a 

resposta imune do hospedeiro (Bohne, 1996), como pH alcalino, drogas, altas 

temperaturas (Bohne e cols., 1993, 1994, Soête e cols., 1994; Gross & Pohl, 1996, 

Ferreira-Da-Silva e cols., 2008) e possibilitam a análise da interconversão entre 

bradizoítos e taquizoítos (Soête e cols., 1993; Bohne e cols., 1994; Soête e cols., 

1996; Lane  cols., 1996; Guimarães e cols.,  2008).   

 

Há consideráveis mudanças no Toxoplasma durante o processo de estágio 

diferenciação, referente a: (i) alterações na superfície do parasito, (ii) alterações no 

metabolismo do parasito e (iii) indução de genes associados à resposta de estresse 
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(revisto em Bohne e cols., 1999). Os antígenos de superfície SAG1 e SAG2 

desaparecem ao longo da diferenciação, não sendo muito clara a função biológica 

destas alterações na expressão de moléculas de superfície do parasito. A mudança 

da forma replicativa rápida dos taquizoítos, que requer alto consumo de energia, 

para bradizoítos que se multiplicam lentamente também é acompanhada por uma 

alteração no metabolismo do parasito, ocorrendo um armazenamento de energia sob 

forma de grânulos de amilopectina, numerosos em bradizoítos e muitas vezes 

ausentes em taquizoítos (revisto em Bohne e cols., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

(Reproduzido e adaptado de Dubey e cols., 1998) 

 

  

Esquema 6: Comparação esquemática ultra-estrutural das formas  taquizoítas (esquerda) 

e bradizoítas (direita). Taquizoítos apresentam núc leo mais centralizado, róptrias esponjosas e 

pequeno número, ou mesmo ausência, de grânulos de a milopectina. Por outro lado, 

bradizoítos apresentam núcleo basal, róptrias mais eletrondensas e um grande número de 

grânulos de amilopectina.  
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6. A célula muscular esquelética 

 

 6.1. Biologia celular e molecular da miogênese  

Os músculos esqueléticos são órgãos especializados na produção de força e 

que consistem em uma população heterogênea de células multinucleadas e 

miofibras estriadas envolvidas por um tecido conectivo (Willians e cols., 1989, 

Tortora e cols., 2003). As fibras musculares esqueléticas são células altamente 

diferenciadas, formadas em várias regiões do corpo, tendo como precursor celular 

os mioblastos (Buckingham, 1994). Estes se fundem e formam longos e 

multinucleados miotubos, que se organizam em miofibras (Esquema 7) produzindo 

proteínas músculo-específicas, envolvidas com a organização de organelas e da 

membrana plasmática dos mioblastos (Lu e cols., 2001). O músculo esquelético é 

altamente vascularizado com o objetivo de fornecer os nutrientes essenciais para as 

funções musculares (revisto em Sophie e cols., 2003). 

Um grupo de fatores transcricionais, os chamados fatores reguladores 

miogênicos (MRFs),  são críticos para a determinação e diferenciação terminal do 

músculo esquelético. Os MRFs são a MyoD1 (diferenciação miogênica 1), Myf5 

(fator miogênico 5), miogenina e MRF4 (também conhecido como Myf6, fator 

miogênico 6), que  juntos com proteínas da família MEF2 coordenam a expressão de 

genes durante a miogênese. Cada um desses genes regula a expressão do outro. 

Em aves, o primeiro gene a ser expresso em células precursoras é o myoD, seguida 

da expressão de myf-5. No entanto, em mamíferos, ocorre o contrário, sendo a 

expressão de myf-5 anterior a expressão de myoD  (Pownall e cols., 2002; revisto 

em Berkes e Tapscott, 2005). Estes fatores reguladores juntamente com outros, 

denominados estimuladores (fatores de crescimento), ativam a migração celular e o 

programa de diferenciação (Esquema 5) através da indução da transcrição de genes 

músculo-específicos, tanto regulatórios quanto estruturais (Buckingham e cols., 

2003).  

A expressão de MyoD e Myf5 é uma etapa fundamental e resulta no 

comprometimento de células do somito em linhagens miogênicas, enquanto a 
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miogenina desempenha importante papel na diferenciação de mioblastos (revisto por 

Berkes e Tapscott, 2005) (Esquema 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modificado de Sanger e cols., 2006.  

 

Esquema 7 : Miogênese: Desenvolvimento inicial do músculo esquelético a partir de 

células mioblastos que após ativação, multiplicam-se e fusionam-se dando origem a 

miotubos jovens. Miócitos (mioblastos aptos à fusão) continuam se fusionando ao 

miotubo inicial, formando miotubos maduros e posteriormente miofibras.  
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 (Modificado de Buckingham, 2007) 

 

Esquema 8 : Representação esquemática da miogênese em embriões. Direcionamento 

de progenitores da célula muscular esquelética no programa miogênico com expressão 

de Myf5 e MyoD, genes de determinação miogênica. 

 

6.2. Cultura Primária de Células Musculares Esqueléticas 

O cultivo primário de células musculares esqueléticas em monocamadas foi 

iniciado no início da década de 60 utilizando embriões de pinto (Konigsberg, 1963; 

revisto em Yaffe,1973). Células musculares esqueléticas podem ser cultivadas a 

partir de uma grande variedade de espécies de insetos, aves e de mamíferos. 

Culturas primárias de tecidos embrionários são obtidas por dissociações mecânicas, 

enzimáticas ou pela conjugação de ambas as técnicas (Konigsberg e cols., 1978) e 
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cultivadas em meio suplementado com soro (soro de cavalo, fetal bovino, extrato 

embrionário). Esses agentes são indutores da atividade mitótica, facilitam a adesão 

celular às superfícies e são estimuladores da fusão de membranas (De Haan, 1965; 

De Lucca, 1966). A adição de cálcio no meio de cultura é fundamental para o início 

do processo de fusão celular (Shainberg e cols., 1969).  

Durante a dissociação enzimática do tecido muscular, são isolados pelo menos 

três tipos celulares mononucleados: fibroblastos, mioblastos e miofibroblastos. 

Algumas manobras são utilizadas ao longo do cultivo objetivando enriquecer a 

população de mioblastos e diminuir a de fibroblastos. A seqüência de eventos 

morfofuncionais característicos da miogênese esquelética é: mioblastos, mioblastos 

competentes para fusão (miócitos), miotubos jovens, miotubos maduros e miofibra 

(revisto em Inestrosa, 1982). O músculo diferenciado é caracterizado pela presença 

de células multinucleadas não divisíveis (miotubos e miofibras) formadas pela fusão 

dos mioblastos. Tem sido demonstrado que a fusão é dependente da composição do 

meio e da densidade celular (Linkhart e cols., 1981), ocorrendo num período de 5-6 

h após o plaqueamento e somente entre os mioblastos que já tenham passado pelas 

mudanças específicas do desenvolvimento, in vitro.  

Linhagens celulares de mioblastos têm sido obtidas a partir de tecido muscular 

de rato (L6 e L8) e camundongo (C12). Esses mioblastos, após um período de 

multiplicação in vitro requerem uma mudança de concentração de soro em seu meio 

e para que ocorra o disparo da diferenciação miogência e conseqüente formação de 

miotubos (Yaffe, 1968; Yaffe e Saxel, 1977). 

A escolha do modelo de células musculares esqueléticas (CME), proposto por 

nosso grupo durante o estudo da interação do T. gondii-célula hospedeira (Monteiro-

Leal e cols., 1998; Andrade e cols., 1998; Andrade e cols., 1999; Barbosa e 

cols.,1998, 1999, 2000; Andrade e cols., 2001; Barbosa e cols., 2001; Guimarães, 

2002; Rodrigues e cols., 2001; Barbosa e cols., 2005; Guimarães e cols., 2008) e 

utilizado na presente tese, baseia-se em dados iniciais in vivo, os quais 

demonstraram que a cistogênese é prevalente nos tecidos neurais e musculares, 

tanto cardíaco quanto esquelético (Jacobs, 1967; Mehlhorn e Frenkel, 1980; Dubey, 

1988; Frenkel, 1990). Além disso, esta escolha se justifica: (i) pela importância das 

CME como uma das células alvo, onde o parasito se aloja durante a fase crônica da 

doença, havendo evidências do isolamento de cistos em necrópsias de músculo 

esquelético em humanos (Remington & Cavanaugh, 1965), (ii) pelos relatos de 

toxoplasmose muscular em pacientes com HIV demonstrando por técnicas de 



 18 

imunocitoquímica e microscopia eletrônica a presença do parasito nesse tecido 

(Gherardi e cols., 1992); (iii) por considerarmos que a caracterização e a 

identificação de moléculas presentes na superfície de células transformadas e seu 

comportamento frente ao parasito, podem não refletir as mesmas interações 

moleculares que ocorrem naturalmente durante o desenvolvimento da doença, in 

vivo; (iv) pelos nossos recentes resultados, demonstrando a ocorrência de 

cistogênese espontânea na célula muscular esquelética, possibilitando uma análise 

molecular da conversão de bradizoítos e reativação de cistos, sem a interferência de 

agentes químicos ou físicos  (Guimarães e cols., 2002; Guimarães e cols., 2008), (v) 

pelo músculo infectado representar uma das principais vias de transmissão da 

infecção nos humanos, durante a ingestão de carne crua ou mal cozida.   
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II OBJETIVOS 

 

1. OBJETIVO GERAL 

 

 Estudar a conversão taquizoíto-bradizoíto durante a interação de T. gondii em 

células musculares esqueléticas e em linhagens celulares. 

 

 

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

2.1. Estabeler a miogênese de culturas primárias de CME in vitro, analisando a 

expressão gênica de proteínas músculo específico; 

 

2.2. Monitorar comparativamente a conversão de taquizoítos para bradizoítos de 

T. gondii em CME e em linhagens celulares de músculo e de fibroblastos; 

 

2.3. Analisar a transcrição gênica de bradizoítos durante a infecção de T. gondii 

em CME através de ensaios por qRT-PCR. 
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III Materiais e métodos  

Todos os experimentos foram executados de acordo com as Normas de 

Segurança estabelecidas pelo Comitê de Ética para Uso de Animais da FIOCRUZ, 

resolução 242/99, licença sob o número 0229-04 e pelas Normas Internacionais dos 

cuidados na manipulação de animais e agentes infecciosos. 

 

1. Isolamento e cultura de células musculares esque léticas (Barbosa e 

cols.,  2000). 

 

 Fêmeas de camundongos NMRI grávidas com 18 a 20 dias de gestação foram 

eutanasiadas por deslocamento cervical e em câmara mortuária contendo CO2, 

seguido dos procedimentos cirúrgicos.  

As fêmeas foram colocadas em posição ventral, o abdômen aberto e exposto o 

útero contendo os embriões que foram retirados com auxílio de pinças e tesouras 

estéreis e mantidos em solução de Ringer (154 mM NaCl, 56 mM KCL, 17 mM 

Na2HPO4 em solução aquosa) no gelo. Em seguida, as coxas dos embriões foram 

retiradas e a pele que envolvia o membro posterior, assim como o tecido ósseo e o 

cartilaginoso, foram separados do material muscular de interesse.  

Os músculos isolados foram transferidos para uma nova placa estéril 

descartável contendo solução de  Ringer.  O  tecido muscular  foi   fragmentado (~ 5 

mm3) com auxílio de um bisturi e mantido em solução de Ringer e no gelo. Os 

fragmentos foram transferidos para um Erlenmeyer de 50 ml contendo Ringer e os 

músculos foram dissociados enzimática e mecanicamente de 5 a 7 vezes, 5 minutos 

cada,  em solução de  PBS contendo 0,05% tripsina e 0,01% EDTA. A cada 

dissociação, uma alíquota da solução foi monitorada ao microscópio óptico, 

objetivando avaliar o efeito da tripsinização sobre o tecido, o número de células 

isoladas, sua  refringência e viabilidade celular.   

A dissociação do tecido foi interrompida pela adição de 10% soro fetal bovino 

em meio modificado Dulbecco (DMEM) a 4°C. A solução  contendo células isoladas 

foi centrifugada e ressuspensa em meio com 15% de soro de cavalo, 2% de soro 

fetal bovino, 1 mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina e 100 µg/ml estreptomicina. As 

células foram plaqueadas em garrafa de cultivo celular, incubadas por 30 min a 37°C 

em atmosfera de 5% de CO2. A seguir foi utilizado o plaqueamento seqüencial, 

visando diminuir o número de fibroblastos do pool final de células e enriquecer a 
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cultura de mioblastos. Esta manobra se baseia no fato de que os fibroblastos 

apresentam uma velocidade de adesão ao substrato mais rápida do que os 

mioblastos, facilitando então, a purificação da cultura. Após 30 min, o sobrenadante 

rico em mioblastos foi recolhido e centrifugado novamente e cultivado em placas. 

Para análise das amostras por imunofluorescência 3 × 104 mioblastos foram 

cultivados em placas de 24 poços, enquanto para os ensaios de extração de RNA, 

10 × 104/poço de mioblastos foram cultivados em placas de 6 poços. 

Visando manter as células bem aderidas às superfícies de cultivo e a obtenção 

de culturas de longo termo, as superfícies plaqueadas foram previamente revestidas 

“overnight” com 0,5 mg/ml poli-ornitina em solução de 150 mM tampão borato de 

sódio, pH 8,3  e então revestidas com 15 µg/ml de laminina em PBS por pelo menos 

6 horas. As culturas foram mantidas a 37°C por 4-5 dias para permitir a miogênese.   

 

2. Manutenção e diferenciação de linhagem de miobla sto de rato 

(L6.C10)  

 

A linhagem de mioblasto de rato L6.C10 foi obtida da Coleção Européia de 

Culturas de Células Animais (European Collection of Animal Cell Cultures, Salisbury, 

UK). Os mioblastos foram mantidos subconfluentes cultivando 2 x 105 células em 

garrafas de 75 cm3 em DMEM com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibióticos. 

Quatro diferentes meios foram testados para analisar a capacidade de indução 

miogênica da linhagem de mioblastos (processo de fusão e formação de miotubos): 

(i) DMEM; (ii) DMEM + 2% SFB; (iii) DMEM + 2% soro de cavalo e, (iv) DMEM + 

10% SFB. As culturas foram analisadas ao longo do tempo, com início após as 

primeiras 24 h de cultivo celular até o 10° dia de plaqueamento, monitoradas ao 

microscópio de contraste de fase considerando-se a evolução da diferenciação 

miogênica. As imagens foram capturadas utilizando o programa Axion Vision 4.5 

(Zeiss).  

 

3. Cultura de linhagem de fibroblasto de camundongo  ( L929) 

 

Fibroblastos de camundongo da linhagem L929 foram mantidos regularmente 

em placas de 6 poços e  cultivados em DMEM contendo 10% SFB, 1 mM de piruvato 

de sódio, aminoácidos não essenciais, penicilina e estreptomicina. As células foram 
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plaqueadas em placas de 24 poços para realização dos ensaios de estágio-

conversão. 

 

4. Cultivo do Toxoplasma e infecção das células  

 

Taquizoítos da cepa NTE avirulenta tipo II de T. gondii foram mantidos em  

células L929 como células hospedeiras. A co-cultura foi cultivada em meio RPMI 

contendo 1% SFB e 1% de antibiótico, e os parasitos foram coletados logo após a 

iniciação do processo de lise dos fibroblastos. Para infecção das células musculares 

e dos fibroblastos, o sobrenadante das culturas de células L929 rico em taquizoítos 

foi coletado e centrifugado a 35 × g por 5 min para isolar possíveis debris celulares. 

O sobrenadante foi então centrifugado a 1350 × g por 10 min, ressuspenso em meio 

DMEM suplementado com 10% SFB e 1% de estreptominicina/ penicilina.  

Cultura primária de células musculares esqueléticas, cultura de linhagem de 

mioblasto L6.C10 e os fibroblastos foram infectados com taquizoítos de T. gondii 

numa razão parasita-célula hospedeira de 1:1 e mantidos em seus respectivos 

meios de cultura.  

 

5. Ensaios de immunofluorescência 

 

5.1. Monitoramento da diferenciação das células mus culares in vitro 

Com o objetivo de identificar proteínas músculo específicas e a formação de  

miotubos multinucleados ao longo do processo de diferenciação muscular in vitro, 

células musculares esqueléticas foram cultivadas em lamínulas de vidro, 

previamente revestidas por laminina, e fixadas por 5 minutos com uma solução de 

4% paraformaldeído em 0.1 M de solução tampão cacodilato de sódio após 1, 2, 4 e 

6 dias de cultivo. Em seguida, as culturas foram lavadas por 10 min em solução 50 

mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e permeabilizadas com 0,1 mg/ml saponina em PBS 

contendo 1% albumina bovina de soro (BSA) 3 vezes por 10 min. As células foram 

incubadas com 2 e 5 µg/ml de anticorpo anti-desmina e anti-MyoD (BD Biosciences, 

Heidelberg, Alemanha) por 1 h a 25°C ou então ou “o vernight” a 4°C, lavadas 3x 

novamente com solução de 0,1 mg/ml saponina em PBS e então incubada com 

anticorpo secundário Cy3. As lamínulas contendo monocamada de células 

musculares foram montadas em 10 µl/ml Mowiol e analisadas com um microscópio 
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confocal a laser (Modelo TCS SP2, Leica, Heidelberg). Controles negativos foram 

realizados para cada um dos marcadores. 

 

 

5.2. Monitoramento da diferenciação dos parasitos i n vitro  

Visando acompanhar a estágio conversão de taquizoítos em bradizoítos ao 

longo de uma cinética, células infectadas com T. gondii foram fixadas com uma 

solução de 4% paraformaldeído em 0,1 M de solução tampão cacodilato de sódio. 

As células foram lavadas por 10 min em solução de 50 mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e 

então permeabilizadas por 1 h em solução de PBS contendo 0,1 mg/ml saponina e  

1% albumina de soro bovino (BSA). Após esta etapa, as células foram incubadas 

simultaneamente com o anticorpo monoclonal CC2 produzido em rato, que 

reconhece bradizoítos (Gross e cols., 1995) e  com um anticorpo policlonal anti-

Toxoplasma feito em coelho, por 1 hora. Em seguida as células foram lavadas 3x 

novamente com solução de 0,1 mg/ml saponina em PBS e incubadas 

simultaneamente com o anticorpo secundário Cy2 anti-rato e Cy3 anti-coelho. As 

monocamadas de células foram montadas em Mowiol, analisadas por um 

microscópio confocal de varredura a laser e o percentual de vacúolos contendo 

bradizoítos foi determinado contando-se aleatoriamente 100 vacúolos parasitóforos 

por lamínula em um microscópio de fluorescência (Modelo DM R, Leica, Heidelberg). 

 

6. Análises por PCR quantitativo e semiquantitativo  (q RT-PCR)  

 

6.1. Da expressão genes-músculo específicos 

Com o objetivo de determinar a diferenciação miogênica das células 

musculares esqueléticas in vitro, o RNA de total de culturas primárias de músculo 

esquelético foi isolado após 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 10 dias de cultivo. Dez nanogramas de 

cDNA por amostra foram usados como “template” para realização do PCR semi 

quantitativo (Termociclador modelo T3, Biometra, Göttingen), utilizando os pares de  

primers músculo-específico para Myf-5 e MyoD, e  β actina como house keeping 

gene, listados na Tabela 1. Cada produto de PCR foi misturado a um tampão de 

corrida (98% formamida, 10mM EDTA, 0,05% azul de bromofenol e 

0,05%xilenocianol), separado em gel em 1% agarose e visualizados utilizando 

brometo de etídio. Em todas as reações de PCR foram utilizados controle negativo, 

constituído por todos os reagentes presentes na reação e isento de DNA.  
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6.2. De genes-estágio específico do Toxoplasma 

Para análise da expressão de genes estágio-específicos do Toxoplasma, RNA 

total foi isolado das culturas infectadas utilizando o kit GenElute Miniprep (Sigma, 

Deisenhofen, Alemanha). Após transcrição reversa, diluições seriadas de cDNA 

foram amplificadas por PCR quantitativo em tempo real em um LightCycler com 

SYBR Green FastStart DNA MasterPlus (Roche, Mannheim, Alemanha) utilizando os 

primers específicos de T. gondii,   ENO2  e  ENO1, e α tubulina como house keeping 

gene. Em todas as reações de PCR foram utilizados controle negativo, constituído 

por todos os reagentes presentes na reação e isento de DNA. 

Os dados foram analisados utilizando-se o programa REST-MCS 2006 (Pfaffl e 

cols., 2002). A expressão relativa dos genes foi calculada entre as cinéticas de 4 h 

de infecção (controle) e 1 dia, 2, 4 e 6 dias após infecção (amostras), utilizando a 

seguinte fórmula matemática:   

Razão = (Egene alvo)
∆CPalvo(controle-amostra)/(Egene de referência)

∆CPref(controle-amostra) 

onde, o gene de  referência foi o gene para tubulina e os genes alvos foram o 

ENO1 (bradizoíto específico) e o ENO2 (taquizoito específico). ∆C é referente aos 

valores de “crossing point” dos tempos 1, 2, 4 e 6 dias após infecção (amostras) em 

relação ao tempo de 4 h (controle). 

TABELA 1: Tabela de seqüências de “primers” 

 

GENES 
SEQUÊNCIAS DOS PRIMERS 

α tubulina forward 5’-CGCCACGGCCGCTACCTGACT-3’; 
α tubulina reverse 5’-TACGCGCCTTCCTCTGCACCC -3’ 
ENO2 forward 5’-AGCGGCGCATCCACTGGCATCTAC-3’; 
ENO2 reverse 5’-AACGGGACGGGCATTACCATCTTG-3’; 
ENO1  forward 5’-CGAGGGGTGGCTGAAAAAGTATCC-3’; 
ENO1 reverse 5’-CAGCGAAGGCCCACGACAAG-3’. 
Myf5 forward 5’-TGAGGGAACAGGTGGAGAAC-3’ 
Myf5 reverse 5’-AGCTGGACACGGAGCTTTTA-3’ 
MyoD1 forward 5’-TACCCAAGGTGGAGATCCTG-3’ 
MyoD1 reverse 5’-CATCATGCCATCAGAGCAGT-3 
β actina forward 5’-GATGACCCAGATCATGTTTGAGAC-3’ 
β actina reverse 5’-TGCTCGAAGTCTAGAGCAACATAG-3’ 
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7. Estágio conversão do Toxoplasma induzido por est resse exógeno 

 

7.1. Indução da estágio conversão por aumento do pH  e ausência de CO 2  

CMEs e linhagem de mioblasto de rato (L6.C10) foram cultivadas em placas de 

24 poços, infectadas numa relação 1:1 célula hospdeira-parasita e mantidas em 

meio de diferenciação para toxoplasma, em meio ajustado para pH 8,1, pH 7,8 e pH 

7,6 (utilizando pHmetro Modelo 766, Calimatic, Knick, Berlin). As culturas foram 

mantidas em estufa a 37°C na ausência de CO 2 e após 24 e 48 h de interação foram 

fixadas por 5 minutos com uma solução de 4% paraformaldeído em 0.1 M de 

solução tampão cacodilato de sódio após 1, 2, 4 e 6 dias de cultivo. As culturas 

foram lavadas por 10 min em solução 50 mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e 

permeabilizadas com 0,1 mg/ml saponina em PBS contendo 1% BSA 3 vezes por 10 

min. Após esta etapa, as células foram incubadas simultaneamente com o anticorpo 

monoclonal CC2 produzido em rato, que reconhece bradizoítos (Gross e cols., 1995) 

e  com um anticorpo policlonal anti-Toxoplasma feito em coelho, por 1 hora. Em 

seguida as células foram lavadas novamente 3 vezes com solução de 0,1 mg/ml 

saponina em PBS e incubadas simultâneamente com o anticorpo secundário Cy2 

anti-rato e Cy3 anti-coelho, montadas em 10 µl/ml Mowiol e analisadas com um 

microscópio confocal a laser (Modelo TCS SP2, Leica, Heidelberg). 

 

 7.2. Indução do estágio conversão com IFN gama em presença de LPS  

Para o estudo da ação de citocinas na indução da diferenciação do 

Toxoplasma, CMEs foram infectadas e mantidas em meio de cultura contendo 

100U/ml IFN-gama em presença de 1 µg/ml. As culturas foram infectadas numa 

relação 1:1 (célula hospedeira-parasita), fixadas após 4 h, 1, 2, 4 e 6 dpi, lavadas 

por 10 min em solução 50 mM NH4Cl em PBS, pH 7,4 e permeabilizadas com 0,1 

mg/ml saponina em PBS contendo 1% BSA 3 vezes por 10 min. Em seguida, as 

células foram processadas como descrito anteriormente: incubadas 

simultaneamente com o anticorpo monoclonal CC2 produzido em rato, que 

reconhece bradizoítos (Gross e cols., 1995) e  com um anticorpo policlonal anti-

Toxoplasma feito em coelho, por 1 hora, lavadas novamente 3 vezes com solução 

de 0,1 mg/ml saponina em PBS e incubadas simultaneamente com o anticorpo 

secundário Cy2 anti-rato e Cy3 anti-coelho, montadas em 10 µl/ml Mowiol e 
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analisadas com um microscópio confocal a laser (Modelo TCS SP2, Leica, 

Heidelberg). 
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IV. Resultados 

1. Estabelecimento da miogênese de culturas primári as de CME. 

1.1. Após análise por microscopia de contraste de f ase 

A diferenciação miogênica de mioblastos obtidos de embriões de 

camundongos NMRI foi observada após o cultivo das células em meio condicionado 

para cultura primária de células musculares. O referido meio tem a suplementação 

de 15% de soro de cavalo e 2% soro fetal bovino, induzindo alterações morfológicas 

características da diferenciação, reveladas por microscopia de contraste de fase 

(Fig. 1a-b). Inicialmente (2-3 dias), observa-se a adesão das células ao substrato e 

um alto percentual de células bipolares, típica morfologia de mioblastos (Fig. 1a-b). 

Neste período é evidente a atividade proliferativa dos mioblastos (Fig. 1b). Com o 

aumento do número de células, após 3-4 dias há alinhamento progressivo dos 

mioblastos, tendo início a fusão de miócitos, com a formação de miotubos jovens 

contendo 2-3 núcleos (Fig. 2a). A figura 2b mostra miotubos maduros, 

multinucleados, de diversos tamanhos e calibres dispostos paralelamente, após 6-7 

dias de cultivo. Além disso, contrações espontâneas dos sincícios foram 

regularmente observadas e documentadas por vídeomicroscopia. 

 

1.2. Por microscopia de fluorescência  

O monitoramento da expressão da gênica de MyoD (proteína específica do 

músculo) permitiu observar marcação positiva logo após 24 h de plaqueamento, 

estando presente no núcleo de células mononucleadas (Fig. 3a). A expressão de 

desmina foi visualizada em células ainda arredondadas no mesmo período de 

cultivo, distribuída na periferia das células e em torno do núcleo (Fig. 3b). A 

diferenciação miogênica plena (4-5 dias) foi observada pela presença de múltiplos 

miotubos maduros com 10-20 núcleos por sincício apresentando uma forte reação 

nos núcleos para o fator de transcrição MyoD (Fig. 3c). Culturas após 4-5 dias de 

plaqueamento, expressavam desmina em seu citoplasma com maior concentração 

nas extremidades das células e em torno do núcleo (Fig. 3d).  

 

1.3. Monitoramento da expressão gênica de proteínas  músculo 

específico de culturas primárias de CME  por RT-PCR.   

A análise por RT-PCR de RNA total de culturas primárias mostrou a cinética 

da expressão de genes específicos que desempenham um papel crucial na 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Imagens de culturas de células musculares por microscopia de contraste 

de fase mostrando estágios iniciais da miogênese. 

A: CME após 2 dias de plaqueamento nota-se o espalhamento dos mioblastos, 

adquirindo a forma bipolar e início de alinhamento celular. Barra: 100µm 

B: Após 3 dias de cultivo observa-se o processo de adesão dos mioblastos ao 

substrato, intensa atividade proliferativa dos mioblastos e início de fusão dos 

miócitos. Barra: 200µm 
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Figura 2: Imagens de culturas de células musculares por microscopia de contraste 

de fase mostrando a miogênese. 

 

A: Diferentes aspectos da culturaI mostrando no quadrante superior direito uma 

monocamada de células alinhadas e no quadrante central células diferenciadas 

formando miotubos jovens (2-3 núcleos). Barra: 100µm 

B: Cultura muscular de longo termo, altamente diferenciada, mostrando vários feixes 

de miotubos paralelos e organizados. Barra: 200µm 
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Figura 3: Culturas de células musculares expressando MyoD e desmina proteínas-

músculo-específicas ao longo da miogênese,  por microscopia confocal a laser.  

 

A: Reação positiva para MyoD logo após 24 h de plaqueamento, estando presente 

no núcleo de células mononucleadas. 

 

B: Reação positiva para desmina visualizada em células ainda arredondadas, no 

mesmo período de cultivo, distribuída na periferia das células e em torno do núcleo. 

 

C: Diferenciação miogênica plena (4-5 dias) observada pela presença de múltiplos 

miotubos maduros com 10-20 núcleos por sincício apresentando uma forte reação 

nos núcleos para o fator de transcrição MyoD. 

 

D: Expressão de desmina após 4-5 dias de plaqueamento,  no citoplasma de CME, 

mostrando uma maior concentração nas extremidades das células e em torno do 

núcleo. 

 

E: Controle negativo da reação para MyOD. 

 

F: Controle negativo da reação para desmina. 
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diferenciação de mioblastos a miotubos. Myf5 foi expresso após 2 dias de cultivo 

celular até 10 dias de monitoramento (Fig. 4). A expressão de MyoD foi mais 

acentuada entre os dias 5 e 6 dias com concomitante baixa regulação de Myf5 

durante a miogenêse, indicando claramente que o sistema estabelecido in vitro de 

diferenciação de células musculares esqueléticas foi estabelecido com sucesso (Fig. 

4). A expressão gênica da proteína β-actina foi utilizada como padrão (controle 

interno) e se mostrou constante ao longo do 10 dias de análise (Fig. 4). 

 

2. Estágio conversão  taquizoíto-bradizoíto de T. gondii  em CME  

 

2.1 Monitoramento da conversão do Toxolasma por imunofluorescência 

A infecção de células musculares esqueléticas com taquizoítos de T. gondii, 

seu desenvolvimento intracelular e sua diferenciação foram monitorados a partir de 

4h até o 6° dia pós-infecção. A análise foi feita p or imunofluorescência indireta 

utilizando-se anticorpos antitoxoplasma (reconhece taquizoítos) e anti-CC2 

(bradizoítos específicos). T. gondii se mostrou capaz de infectar as células 

musculares esqueléticas, a julgar pela presença de parasitos intracelulares após 4 h 

de infecção (Fig. 5a-c) e sua replicação foi observada ao longo das 24 h iniciais (Fig. 

5d-f). No ponto inicial da infecção, os parasitos não reagiram com o anticorpo CC2 

que marcam especificamente vacúolos parasitóforos contendo bradizoítos, mas não 

taquizoítos (Fig. 5a). A incubação das células com o anticorpo policlonal anti-

Toxoplasma mostrou taquizoítos fortemente positivos (Fig. 5b). De forma notável, 

após 24 h de infecção, múltiplos vacúolos contendo Toxoplasma foram reativos para 

o anticorpo CC2 (Fig. 5d) indicando desse modo, o início da estágio conversão para 

bradizoíta (Fig. 5d-f). 

Após 24 h de infecção foram observados vacúolos parasitóforos adjacentes a 

vacúolos contendo bradizoítos que não apresentavam qualquer reação e outros 

pouco reativos ao anticorpo anti-CC2 (Fig. 5e-f). Este fato mostrou que estágio-

conversão de T. gondii dentro de uma mesma célula hospedeira é um processo não 

sincronizado. Mais surpreendentemente, uma reação heterogênea ao CC2 também 

foi observada dentro de um único vacúolo parasitóforo (VP) indicando que a cinética 

de estágio conversão também não é sincrônica no micro-ambiente da matriz 

vacuolar (Fig. 5g-i).  

Dois dias após a infecção, a divisão dos parasitos foi mantida e vacúolos 

contendo 4 a 16 parasitas foram detectados dentro das células musculares



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Análise da expressão dos genes myf5 e myoD por PCR semiquantitativo. 

Visualização por eletroforese dos produtos de PCR separados em gel de agarose e 

visualizados pelo brometo de etídeo. Expressão de marcadores específicos para 

célula muscular foram observados desde o 2° dia de cultivo celular até o 10° dia, 

indicando claramente que o sistema in vitro de diferenciação de células musculares 

esqueléticas foi estabelecido com sucesso. Atenção para a expressão de myf5 

prévia a de myoD, característico do programa miogênico em mamíferos. M 

(marcador de 100pb) e β-actina como house keeping gene. Controle negativo (CN). 
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Figura 5: Estágio conversão espontânea do T. gondii em culturas primárias de CME 

na ausência de fatores externos de estresse. Imagens mostrando o desenvolvimento 

intracelular e a diferenciação dos parasitos, que foram monitorados desde as 4h até 

o 6° dia pós-infecção.   

 

 A-C: T. gondii se mostrou capaz de infectar as células musculares esqueléticas, a 

julgar pela presença de parasitos intracelulares após 4 h de infecção. Os parasitos 

não reagiram com o anticorpo CC2 que marcam especificamente vacúolos 

parasitóforos contendo bradizoítos. 

 

D-F: Após 24 horas de infecção, múltiplos vacúolos contendo Toxoplasma já haviam 

se tornado reativos para o anticorpo CC2 (Fig. 3d), indicando início de estágio 

conversão para o estágio bradizoíta (Fig. 3d-f). 

 

G-I: Vacúolo parasitóforo com reação dupla para anticorpo anti-CC2 e para 

Toxoplasma (Taquizoítos) demonstrando a presença de vacúolos mistos.  

 

J-O: Alta reatividade ao anticorpo CC2 com a matriz do VP contendo bradizoítos 

dentro das células musculares esqueléticas, após 4 dias (j-l) e 6 dias (m-o). 
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esqueléticas (Fig. 5g-i) e a reatividade ao anticorpo CC2 com a matriz do VP 

contendo bradizoítos foi bastante aparente (Fig. 5g,i), envolvendo um número 

crescente de vacúolos positivos. A quantificação de VP de Toxoplasma em células 

musculares esqueléticas revelou um aumento proeminente do percentual de 

vacúolos reativos ao anticorpo anti-CC2, ao longo do período de observação de 24 h 

até o 6° dia. Após 24 h de interação, 23,8 ± 3,4% d os vacúolos foram CC2 positivos. 

A conversão dos parasitos seguiu aumentando para 31,0 ± 2,3%, após 48h, 33,7 ± 

3,5% após 96 h, alcançando 46,0 ± 3,5% após 144 h de infecção (Fig. 6). 

 

 

2.2. Monitoramento da expressão de genes Toxoplasma -estágio por 

qRT-PCR. 

Objetivando confirmar os dados obtidos de que o Toxoplasma prontamente se 

diferencia para o estágio bradizoíto em células musculares esqueléticas, a nível 

molecular, transcritos dos genes estágio específico ENO1 e ENO2 foram 

quantificados por RT-PCR em tempo real. A expressão de ambos os genes foi 

calculada relativa à expressão do “house-keeping gene” α-tubulina visando 

considerar o aumento de  mRNA devido a replicação do T. gondii ao longo do 

tempo, além de considerar possíveis diferenças no isolamento de mRNA entre 

diferentes amostras. 

 A expressão relativa do gene ENO2, específico para o estágio taquizoíta, não 

alterou significantemente desde o primeiro dia de infecção até o sexto dia em 

culturas primárias de células musculares esqueléticas (Fig. 7). Em contraste, os 

níveis de transcritos de ENO1, específico para o estágio bradizoíta, continuaram a 

crescer desde as 4 horas até o final da observação com o aumento mais 

proeminente sendo observado aos 4° e 6° dia da infe cção corrente (Fig. 7).  

 

3. Monitoramento da diferenciação de células de lin hagem de mioblasto 

de rato  

As células de linhagem de mioblasto de rato necessitam de um estímulo 

transiente: meio de cultivo rico para um meio de cultivo com redução de nutrientes, 

desencadeando então, o processo de diferenciação celular. Uma análise geral de 

todos os meios e os parâmetros analisados para eleger o melhor meio de 

diferenciação da linhagem de mioblastos pode ser vista na Tabela 2. Foram  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Estágio conversão espontânea do T. gondii em culturas primárias de CME 

na ausência de fatores externos de estresse.  

Quantificação de vacúolos contendo bradizoítos após 4 até 144 horas de infecção. 

As barras representam a média dos experimentos com o desvio padrão. Após 24 h 

de interação 23,8 ± 3,4% dos vacúolos foram CC2 positivos. A conversão dos 

parasitos foi crescente 31,0 ± 2,3%, após 48h, 33,7 ± 3,5% após 96 h, alcançando 

46,0 ± 3,5% após 144 h de infecção 
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Figura 7: Monitoramento da expressão dos genes ENO1 e ENO2, Toxoplasma-

estágio específico,  por RT-PCR em tempo real. 

A expressão relativa do gene ENO2, taquizoíto específico, não alterou 

significantemente desde o primeiro dia de infecção até o sexto dia em CME. Já os 

níveis de transcritos de ENO1, bradizoíto específico, continuaram a crescer desde as 

4 horas até o final da observação. Aumento mais proeminente foi observado nos 4° 

e 6° dias da infecção.  A expressão de ambos os genes foi calculada relativa à 

expressão do “house-keeping gene” α-tubulina.  
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Tabela 2: Análise geral das culturas após 7 dias de incubação com meio 

DMEM suplementado ou não com soro. Análise do comportamento das cuilturas 

segundo os parâmetros:  proliferação, viabilidade e diferenciação celular. 
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10% FCS 

 
 

 
2% SC 
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            Meio de cultivo 

 
 

Parâmetros 
 analisados 

Tabela 2: Meios de diferencia ção utilizados para miogênese da linhagem  L6.C10  

+=baixo; ++ = satifastório; +++=ideal 
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consideradas a proliferação, viabilidade e diferenciação celular. Após 2 dias de 

cultura, os mioblastos mantidos somente em meio Dulbecco apresentaram alta 

perda celular.  Por outro lado, a formação de miotubos jovens mostrou-se imediata 

nestas condições após 2 (Fig. 8a) e 4 dias (Fig. 8b) de indução da diferenciação. 

Após 7 dias, foi possível observar o longo de toda superfície plaqueada, miotubos 

ainda jovens, em alinhamento celular e muitos mioblastos ainda sem entrar no 

programa miogênico (Fig. 8c).  

Os mioblastos mantidos em meio suplementado com 2% SFB apresentou, 

após 2 dias de cultivo nestas condições, uma proliferação celular notavelmente 

melhor que as mantidas em meio simples (Fig. 9a). Este fato proporcionou uma 

maior proximidade das células e formação de miotubos jovens (cerca de 2-3 núcleos 

por sincício) (Fig. 9b) e miotubos maduros, robustos de ramificados, após 7 dias de 

cultivo (Fig. 9c).  

A suplementação do meio Dullbecco com 2% soro de cavalo apresentou 

também uma diminuição da multiplicação celular (Fig. 10a) e formação de poucos 

miotubos após 4 dias indução da diferenciação (Fig. 10b). No 7° dia, as culturas não 

apresentaram mudanças significativas, mantendo o número reduzido de miotubos 

(Fig. 10c). 

Os mioblastos mantidos em Dulbecco suplementado com 10% SFB, meio 

padrão aplicado para manutenção de rotina dos mioblastos, proporcionou uma 

intensa atividade proliferativa das culturas ao longo de toda cinética ao longo dos 7 

dias de observação (Fig. 11a). Raros miotubos foram visualizados revelando uma 

baixa miogênese (Fig. 11b). A intensa multiplicação celular levou a formação de 

culturas densas, com alto percentual de mioblastos/miócitos, inapropriadas para a 

proposta de nossos ensaios (Fig. 11c).  

 

4. Monitoramento da conversão de taquizoíto-bradizoíto  de T. gondii   em 

linhagens celulares de músculo (L6C10)  e de fibrob lasto (L929) 

Alta taxa de conversão para o estágio bradizoíto do T. gondii foi observada 

após infecção da linhagem de mioblasto de rato L6.C10 (Fig. 12a-o), que apresentou 

cerca 26,1 ± 3,5% de diferenciação taquizoíto-bradizoíto, após as primeiras 24 h de 

infecção (Fig. 14). Em contraste, células da linhagem de fibroblasto de camundongo 

L929 infectadas pelo T. gondii, proporcionaram neste mesmo período de infecção 

somente 3,2 ± 0,8% de estágio conversão de taquizoítas de Toxoplasma (Fig. 13e-f), 

não ultrapassando o percentual de 20% após 144 h de infecção (Fig. 14). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Análise da miogênese de células de linhagem de mioblasto de rato 

(L6.C10) mantidas em meio Dulbecco por microscopia de contraste de fase.  

 

A: Culturas mostrando, após 2 dias de cultura, formação de miotubos jovens (seta), 

apesar da alta perda celular, e/ou inibição da proliferação, e/ou baixa adesão celular. 

 

B: Imagens mostrando formação de miotubos jovens (seta) (4 dias). 

 

C: Imagem mostrando alinhamento celular e com predominância de fusão entre 

miotubos (*) (7 dias).  
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Figura 9: Análise da miogênese de células de linhagem de mioblasto (L6.C10) por 

microscopia de contraste de fase mantidas em DMEM suplementado com 2% SFB. 

 

A: Proliferação celular notavelmente melhor que as mantidas em meio simples, após 
2 dias de cultivo, 

B: Formação de miotubos jovens (cerca de 2-3 núcleos por sincício) (seta) (4dias). 

C: Miotubos maduros, robustos e ramificados, após 7 dias de cultivo (seta) indicando 
indução da diferenciação de células de linhagem de mioblasto. 
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Figura 10: Análise da miogênese de células de linhagem de mioblasto (L6.C10) por 

microscopia de contraste de fase em meio DMEM suplementado com 2% soro de 

cavalo. 

 

A: Imagem mostrando multiplicação celular reduzida. 

 

B: Miotubos jovens formados na cultura. 

 

C: Após 7 dias de cultivo, as culturas apresentaram baixa fusão entre miotubos.  
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Figura 11: Análise da miogênese de células de linhagem de mioblasto (L6.C10) por 

microscopia de contraste de fase em DMEM suplementado com 10% SFB. 

 

A: Intensa atividade proliferativa dos mioblastos 

B: Imagem mostrando raros miotubos formados após 4 dias de cultivo em meio de 

diferenciação. 

C: Intensa multiplicação celular com manutenção de alto número de miócitos e baixa 

fusão celular.  
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Figura 12: Estágio conversão espontânea do T. gondii em culturas diferenciadas de 

linhagens celulares de mioblasto (L6C10). O monitoramento da conversão de 

taquizoíto-bradizoíto de T. gondii  desde 4h até 144 horas de infecção.  
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Figura 13: Monitoramento por microscopia confocal a laser da conversão de 

taquizoíto-bradizoíto de T. gondii em linhagens de fibroblasto (L929). O 

monitoramento da conversão de taquizoíto-bradizoíto de T. gondii  desde 4h até 144 

horas de infecção. 
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Figura 14: Gráfico mostrando comparativamente as taxas de conversão do 

Toxoplasma em culturas primárias de CME (azul), em células diferenciadas de 

linhagem de mioblasto (rosa), em linhagem de fibroblasto (vermelho). Gráfico mostra 

altas taxas de estágio conversão em CME. Observa-se que CME infectadas pelo T. 

gondii e em presença de IFN gama e LPS (verde) não foram capazes de induzir a 

conversão dos taquizoítos para bradizoítos. As barras representam a média dos 

experimentos com o desvio padrão.  
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5. Indução da estágio conversão 

 

5.1 Aumento do pH e ausência de CO 2 em cultura primária de CME 

O ensaio do estágio conversão do Toxoplasma através da indução com meio 

alcalino (pH 8.1) prejudicou fortemente a viabilidade celular. Com o objetivo de 

contornar a morte celular, o meio foi adicificado para pHs mais baixos - 7.8 e 7.6 -, 

sem sucesso.  

 

5.2 Indução do estágio conversão com IFN-gama em presença de LPS 

  A estágio conversão do T. gondii, mediada por IFN-gama na presença de 

LPS, apresentou baixas taxas de diferenciação do parasito: 0 %, 8,0±2,1 %; 11, 

2±1,0%, 7,0±1,0% e 4,1±1,4%, após 4 h, 1, 2, 4 e 6 dpi, respectivamente (Fig. 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Monitoramento por microscopia confocal a laser da conversão de 

taquizoíto-bradizoíto de T. gondii. em cultura primária de CME em presença de IFN 

gama e LPS. Apesar da baixa taxa de estágio conversão, alguns poucos parasitos 

foram reativos ao anticorpo que reage com bradizoítos, visualizados em verde.  
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V DISCUSSÃO 

 

A presente tese abordou aspectos biológicos de culturas primárias de células 

musculares esqueléticas in vitro através da revelação da expressão gênica de 

fatores reguladores da miogênese. Em uma outra vertente, foi analisada a conversão 

de taquizoítos-bradizoítos de T. gondii da cepa NTE na ausência de fatores de 

estresse exógenos em diferentes tipos celulares: (i) culturas primárias de músculo 

esquelético (CME), (ii) linhagem de mioblasto de rato (L6.C10) e, (iii)  linhagem de 

fibroblasto (L929). Adicionalmente, estudos preliminares de estágio-conversão 

induzida por interferon na presença de lipopolissacarídeo em CME também foram 

realizados.   

Nossos resultados sugerem fortemente que a interconversão de taquizoítos 

em bradizoítos seja modulada pela célula hospedeira, diante da evidenciação de 

conversão espontânea em células musculares esqueléticas quando comparada com 

os outros tipos celulares testados.   

Estágio-conversão, formação cística e resposta celular têm sido estudados 

em tecidos do cérebro de camundongos e de ratos infectados in vivo (Gazzineli e 

cols., 1992; Sclüter e cols., 2001; 2003). No entanto, nenhuma ou pouca atenção 

tem sido dada, até o momento para o estudo deste fenômeno em células musculares 

esqueléticas, embora esta seja uma das células alvo na fase crônica da 

toxoplasmose (Andrade e cols., 1998, 1999, 2001; Monteiro-Leal e cols., 1998; 

Barbosa e cols., 1999, 2005; Guimarães e cols., 2008). Outro aspecto de igual 

relevância é o papel da interconversão como uma das mais importantes vias de 

transmissão do parasito em humanos, através da ingestão de carne crua ou mal 

passada contendo cistos do parasito (Frenkel, 1973; revisto em Weiss e Kim, 2000 e 

em Tenter e cols., 2000).  

O conjunto de resultados obtidos na presente tese gerou um manuscrito 

submetido à publicação. Com base nos ensaios desenvolvidos para a geração 

desse artigo, foram acumuladas experiências que possibilitaram a redação de um 

artigo de revisão com discussão em profundidade das principais condições de 

estresse celular utilizadas para indução da conversão do Toxoplasma entre os 

estágios taquizoíta e bradizoíta em culturas in vitro. Esta revisão traz em destaque 

as células musculares esqueléticas como um modelo eficiente para o estudo do 

fenômeno da diferenciação espontânea do parasito.  
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Estudos anteriores in vivo indicam a predileção pelo T. gondii em formar cistos 

nas musculaturas cardíaca e esquelética e no sistema nervoso central (Jacobs, 

1967; Mehlhorn e Frenkel, 1980; Dubey, 1988; Frenkel, 1990; Dubey e cols., 1998). 

Recentemente, foi postulada a hipótese que relaciona o papel protetor da 

neuroglobulina e mioglobulina frente ao efeito toxoplasmicida do óxido nítrico 

(Ascenzi e cols., 2005), também observado durante a infecção com Trypanosoma 

cruzi em cardiomiócitos e Plasmodium falciparum em eritrócitos (Taylor-Robinson, 

1998; Ascenzi e cols., 2001). Neste contexto, o efeito protetor dessas proteínas 

poderia justificar a permanência por longo tempo do T. gondii como cisto tecidual, na 

retina e nos músculos cardíaco e esquelético. Na presente tese, nós utilizamos como 

modelo de estudo da conversão taquizoíto-bradizoíto, células musculares 

esqueléticas obtidas de cultura primária e linhagens de mioblastos e de fibroblastos, 

sem a introdução de estresse exógeno, objetivando-se analisar se o tipo celular era 

determinante neste processo. Previamente nós descrevemos a cistogênese do T. 

gondii em CME in vitro através da infecção com bradizoítos (Guimarães e cols., 

2008). Nossos estudos mostraram pela primeira vez, independente de estímulos 

exógenos, altas taxas de diferenciação de taquizoítos-bradizoítos de T. gondii em 

células musculares (CME w linhagem L6.C10). Em contrapartida, os ensaios com 

linhagem L929 mostraram, após 48 horas de infecção com taquizoítos, um baixo 

percentual de vacúolos contendo bradizoítos.  

A alta relevância de CME para investigar a diferenciação de taquizoítos em 

bradizoítos de Toxoplasma exigiu o estabelecimento de culturas de longo termo. 

Esta metodologia foi adaptada da literatura e muito bem estabelecida pelo nosso 

grupo (Barbosa e cols., 2000). O estabelecimento de culturas de longo termo, só foi 

possível em função do revestimento prévio das lamínulas de vidro e das garrafas 

plásticas com poli-ornitina e laminina, o que representou uma etapa crucial para 

manutenção das culturas, assegurando: (i) adesão ao substrato por longos períodos; 

(ii) contração espontânea dos miotubos; e, (iii) permanência da monocamada 

infectada por períodos de até dez dias. A laminina é uma proteína de matriz 

extracelular muito utilizada para cultivo de células musculares, auxiliando inclusive 

no alinhamento das células e sua diferenciação (Mechan, 1991).  A caracterização 

da miogênese mostrou a diferenciação das culturas, através do elevado número de 

miotubos formados in vitro e da expressão de fatores reguladores da miogênese 

como Myf5 e MyoD, ratificando o que tem sido descrito em outros sistemas (revisto 

em Yablonka-Reuveni e cols., 2008 e em Sterwart e Rittweger, 2006). Além disso, as 
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culturas se caracterizavam fenotipicamente por conter miotubos altamente 

diferenciados, de diversos tamanhos e calibres, que muitas vezes atravessam toda 

extensão da superfície plaqueada. Estes miotubos, que apresentavam cerca de 10 a 

20 núcleos, se contraíam espontaneamente, como documentado por vídeo 

microscopia.  

Modelos celulares in vitro empregados para o estudo da diferenciação de 

taquizoíta para bradizoíta de T. gondii têm sido estabelecidos, empregando 

geralmente linhagens celulares e condições de estresse que objetivam mimetizar a 

resposta imune do hospedeiro (Bohne, 1996). O desenvolvimento de bradizoítos in 

vitro, até o momento, tem sido apontado como um estímulo mediado por estresse 

que leva à adaptações metabólicas e morfológicas do parasito. Estas condições 

incluem tratamento com interferon gama (Bohne e cols., 1993), inibidores de 

mitocôndria (Bohne e cols., 1994), pH alcalino (Soête e cols., 1993), altas 

temperaturas (Soête e cols.,1994), estresse de nutrientes (Fox e cols., 2004) e 

drogas que limitam a multiplicação do parasito (Bohne e cols., 1993; Gross & Pohl, 

1996). Condições de estresse como pH alto, por exemplo, facilitam 

consideravelmente a análise do processo de cistogênese. Este sistema artificial, 

porém, pode não necessariamente refletir os requerimentos da estágio-conversão 

durante o curso natural da infecção a, tornando-se assim uma estratégia bastante 

questionável quando se investiga a conversão do parasito. O desenvolvimento de 

bradizoítos deve compartilhar aspectos comuns a processos de diferenciação de 

outros microorganismos, induzidos por estresse, como por exemplo, privação de 

nutrientes (Weiss e Kim, 2000). Sendo um parasito obrigatóriamente intracelular, é 

bem provável que a diferenciação do T. gondii dependa parcial ou 

predominantemente de fatores reguladores diferentes dos observados em 

organismos comensais ou de vida livre. Assim, descobertas recentes, apóiam a idéia 

de que a formação de bradizoítos deve ser fisiologicamente regulada por outros 

fatores que não o estresse (Payne e cols., 2003; Sinai e cols., 2004; Molestina e 

Sinai, 2005; Radke e cols.,  Radke e cols., 2006). Uma outra variável que deve ser 

considerada é o tipo de cepa do parasito, uma vez que cepas avirulentas do tipo II e 

III geralmente se diferenciam em altas  mais taxas do que as virulentas do tipo I 

(Bohne e cols., 1994; McHugh e cols.,1994; Radke e cols., 2005). Além disso, o 

estágio infectivo do Toxoplasma também deve ser crítico para a conversão do 

parasito, uma vez que uma alta freqüência de desenvolvimento de bradizoítos a 

partir de taquizoítos foi observada após inoculação de esporozoítos (Jerome e cols, 
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1998; Radke e cols., 2003).  Assim,  o desenho  experimental empregado na 

presente tese incluiu cepa do T. gondii tipo II avirulenta com alta capacidade de 

indução da conversão e formação de cistos e formas taquizoítos como estágio 

infectivo. 

Uma das questões também propostas na presente tese foi  esclarecer se, a 

variável “tipo celular” se somaria à variável “estresse aplicado”, provocando um 

diferencial na taxa de estágio-conversão e ainda, se o parasito responde 

diretamente ao estresse ou às mudanças na célula hospedeira provocadas por este 

estímulo.  Na verdade, parece existir um consenso de que seria uma combinação 

dos dois eventos, considerando-se que parasitos submetidos às condições de 

estresse, na ausência de célula hospedeira, também apresentam altas taxas de 

diferenciação quando comparados aos parasitos submetidos em condições normais 

de cultura (pH 7.2) (Yahiaoui e cols., 1999). Na nossa experiência e nas condições 

experimentais empregadas, a tentativa de manipulação do meio de cultura pela 

aplicação de diferentes valores de pH (7,6-8.2), visando induzir o estágio-conversão 

de T. gondii em células musculares, não obteve sucesso, diferentemente do que tem 

sido descrito em outros tipos celulares (Soête e cols., 1993, 1994). As células, 

principalmente CMEs, não suportavam tal agressão, sofrendo alteração morfológica, 

incompatível com o fenótipo das células controle, com destacamento da superfície 

plaqueada, inviabilizando a realização de experimentos variando o pH do meio. 

A estágio-conversão de T. gondii foi acompanhada por períodos de 4 h até 6 

dias pós-infecção. Uma das ferramentas utilizadas para acompanhamento da 

conversão taquizoíta-bradizoíta, foi a imunocitoquímica empregando anticorpos 

estágio específicos. Em estudos anteriores foi demonstrado por imunofluorescência 

e citoquímica ultra-estrutural, que o anticorpo CC2 marca a parede de cistos 

teciduais de camundongos em fase crônica da infecção, isto é, estruturas 

características de cistos teciduais maduros de Toxoplasma (Gross e cols., 1995; 

Ferguson, 2004). Apesar de ainda faltar um marcador antigênico definitivo para este 

tipo de cisto (Tomavo e Weiss, 2007), a predominância de marcação CC2 positiva 

(Fig. 3m-o) indica que se trata de vacúolos parasitóforos contendo bradizoítos 

maduros. Recentemente, demonstramos por abordagens ultra-estruturais que a 

cistogênese do T. gondii em CME se completa 96 h após infecção por bradizoítos, 

resultando na formação de parede cística (Guimarãres e cols., 2008). Se o tipo 

célula hospedeira é um fator determinante para a conversão taquizoíta-bradizoíta do 

parasito é ainda uma questão controversa. As CME  obviamente proporcionam um 
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ambiente propício que sustenta o desenvolvimento de bradizoítos e, pelo menos até 

um certo ponto, a maturação dos cistos teciduais, sem a necessidade de estresse 

exógeno. Desta forma, nós propomos que em contexto molecular e celular 

adequados, altos níveis de diferenciação para bradizoítos de T. gondii ocorra 

espontaneamente, particularmente em células musculares esqueléticas.  

Taquizoítos de Toxoplasma se mostraram capazes de infectar as células 

musculares como previamente descrito (Andrade e cols., 2001; Barbosa e cols., 

2005). T. gondii apresenta uma ativa invasão em virtualmente todos os tipos de 

células de mamíferos (Dobrowolski e Sibley, 1996) invasão esta, direcionada pelo 

glideosomo do parasito (Keely e Soldati, 2004). Após 24 h de infecção, CMEs 

apresentavam parasitos no interior de vacúolos  e marcados pelo anticorpo CC2. 

Vacúolos parcialmente marcados por CC2 indicaram que naquelas culturas, não 

houve sincronização do estágio-conversão, em concordância com a descrição em 

outros modelos celulares (Tomavo e cols., 1991; Bohne e cols., 1993b; Soête e 

cols., 1993; 1994; Weiss e cols., 1995). Além disso, em diferentes tipos celulares 

infectados com formas taquizoítas e/ou bradizoítas de T. gondii têm sido 

identificados dentro de um mesmo vacúolo parasitos expressando antígenos 

específicos para as duas formas infectivas. Assim, considerando-se que todos os 

parasitos dentro de um vacúolo parasitóforo sejam derivados de um único parasito, 

isso indica que o disparo da conversão taquizoíto↔bradizoíto não seja sincronizado, 

como já proposto por outros autores (Dardé e cols., 1989; Bohne e cols.,1993b; 

Soête e cols., 1993). Então, parasitos provenientes de uma população homogênea 

(cistos obtidos de cérebro ou taquizoítos obtidos da cavidade peritoneal) nas 

mesmas condições de cultura podem se desenvolver por diferentes vias, resultando 

em uma heterogeneidade de estágios na mesma célula e até mesmo em um único 

vacúolo parasitóforo. O percentual de vacúolos reativos para CC2 foi mantido nos 2° 

e 4° dias pós-infecção, aumentando ao longo da ciné tica e culminando no 6° dia com 

aproximadamente 50% de reatividade. A mesma cinética foi realizada com células 

de linhagem de mioblasto e mostraram também contribuir com um percentual de 

mais de 40% de estágio-conversão no 2° dia de infec ção. Ao longo do período de 

observação a partir do 3° dia ocorreu uma queda no número de bradizoítos 

intracelulares e progressivamente um aumento de taquizoítos, decorrente da 

reativação do processo de estágio-conversão, levando à re-diferenciação em 

taquizoítos. Como era previsto, os taquizoítos rapidamente se multiplicaram, 

estabelecendo o ciclo lítico do T. gondii e levando à lise das células hospedeiras. 
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Nessas condições, ocorreu a liberação tanto das formas taquizoítas quanto de 

bradizoítas. Eventualmente, foi possível verificar em algumas culturas que a 

diferenciação se manteve, chegando a atingir cerca de 64% de vacúolos contendo 

bradizoítos no 6° dia. Os resultados obtidos com li nhagem de fibroblasto foram 

acentuadamente diferentes, mostrando um percentual bem baixo após o primeiro dia 

de infecção, se mantendo assim ao longo do experimento, não atingindo 20% de 

reatividade no 6° dia. Os resultados descritos até o momento sugerem que durante a 

conversão in vitro taquizoíto ↔ bradizoíto de T. gondii, fatores intrínsecos físicos 

e/ou bioquímicos determinados pelo modelo celular, possam estabelecer o destino 

intracelular do parasito. Dessa forma, reproduziria o que ocorre no sistema in vivo, 

com o estabelecimento de cistos que levarão à fase crônica da doença, de 

fundamental importância para a sua manutenção no hospedeiro. A evidenciação de 

que a conversão para bradizoítos foi consideravelmente maior em CME do que em 

fibroblastos, reforça a idéia de que a célula hospedeira impacta drasticamente a 

diferenciação do T. gondii para o estágio de vida latente.  

Recentemente, Radke e cols. (2006) demonstraram um papel funcional do 

autoantígeno-1 humano de divisão celular (CDA-1) em bradizoítos em 

desenvolvimento em fibroblastos humanos. Enquanto isso, em CME, bradizoítos se 

desenvolveram espontaneamente, indicando que estas células proporcionam um 

nicho que promove o estágio-conversão do parasito. Isso nos permite especular que 

esta conversão pode ser dependente da expressão constitutiva de CDA-1. Esta é 

uma questão ainda em aberto, como sugerido por Radke e cols. (2006). Já que os 

miotubos aqui empregados são produtos da progressão do ciclo celular (Sabourin 

and Rudnicki, 2000), reguladores negativos do ciclo da célula hospedeira, como por 

exemplo, o CDA -1, são possíveis candidatos que poderiam promover um sinal para 

o comprometimento do desenvolvimento de bradizoítos de T. gondii em CMEs. Se, 

ou em que extensão o ambiente específico do músculo estriado (Wiendl e cols., 

2005) regula a persistência in vivo por longo tempo de cistos de T. gondii, é um 

ponto que necessita ser elucidado.   

Direcionar o processo da estágio-conversão  ao estresse nutricional ocasionado 

pela morte das células por apoptose ou qualquer outro mecanismo, não se aplica 

uma vez que: (i) o meio para cultura primária de músculo é muito mais rico em 

nutrientes quando comparado ao meio empregado para linhagens celulares; (ii) os 

eventos de estágio-conversão foram monitorados no mínimo em triplicata; (iii) as 

culturas eram checadas diariamente e o meio trocado a cada dois dias; (iv) apoptose 
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em células infectadas pelo T. gondii é inibida (revisto em Lüder e Gross., 2005), 

gerando assim a lei da vantagem para a sobrevivência do parasito, garantindo sua 

multiplicação e permanência por longo tempo no hospedeiro; (v)  a cistogênese in 

vitro pode ser acompanhada por até 31 dias em CME com excelente preservação 

celular (Guimarães e cols., 2008) 

  

Com base nos estudos iniciais de Bohne e cols (1993, 1994) e de Soête (1994) 

que utilizaram como a adição de drogas como estímulo para a diferenciação, existe 

o dogma de que este processo ocorre apenas em resposta a fatores exógenos. Em 

nossos estudos de estágio-conversão não foi utilizada qualquer manobra 

experimental de ordem física ou química e altos índices de diferenciação foram 

observados, o que favorece a hipótese de que a conversão espontânea, nas nossas 

condições de manutenção das culturas, advém de outros fatores que não a resposta 

a estresse exógeno. Alguns autores têm sugerido, a partir de ensaios com diferentes 

linhagens celulares, que o tipo celular não contribui de forma importante para a 

formação de bradizoítos (Dubey e cols, 1999; Lindsay e cols, 1991; McHugh e cols, 

1994). No entanto, é importante ressaltar que esta questão nunca foi comparada 

quantitativamente associado ainda, à falta de modelos celulares “naturais” onde de 

fato ocorre o processo de diferenciação do parasito desencadeando a cistogênese, 

por exemplo, o modelo de células musculares esqueléticas. O único artigo que 

levanta a questão da influência da célula hospedeira nesse processo foi de Jones e 

cols. (1986), utilizando cultura primária de astrócitos, sem contudo ser conclusivo, 

por falta de estratégias que pudessem apoiar essa hipótese. Assim, se há fatores 

intrínsecos da célula que possam direcionar o destino intracelular do parasito, esse é 

um processo inerente ao sistema biológico natural que não podemos controlar, nem 

mesmo no sistema in vivo. A obtenção da conversão espontânea de T. gondii em 

CME como descrita na presente tese, fortemente possibilita inferir que o tipo celular 

possa ser um dos fatores indutores desse processo, como deverá ser discutido 

melhor mais a frente.  

Os nossos dados mostraram que na presença de IFN-gama e LPS, as células 

musculares esqueléticas foram capazes de inibir a conversão de taquizoítas em 

bradizoítas. Inicialmente, acreditava-se que IFN-gama contribuísse para indução 

desta conversão, no entanto, descobriu-se que esta citocina atuava na inibição do 

estágio proliferativo do parasito e não no processo de estágio-conversão (Jones 

cols., 1975). Utilizando-se culturas primárias de astrócitos, Jones e cols. (1986) 
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reforçam que a presença de IFN-gama definitivamente não induz à formação de 

cistos em cultura, mas sim que esta citocina preveniu a lise celular pelas formas 

multiplicativas rápidas do Toxoplasma, permitindo desta forma a persistência do 

parasito em cultura por períodos mais longos. Apesar da imunidade humoral também 

ter um papel importante na infecção, a resposta celular IFN-dependente também é 

crucial na resistência do hospedeiro contra o parasito (Suzuki, 2002). O IFN-gama 

tem a capacidade de ativar macrófagos in vitro (Murray e cols., 1985; Black e cols., 

1987) e in vivo (McCabe e cols., 1984) e macrófagos humanos inibem ou matam o 

parasito (Nathan e cols., 1985; Black e cols, 1987), tendo um papel importantíssimo 

na defesa do hospedeiro (Suzuki e cols., 1988). Estudos mais aprofundados devem 

ser desenvolvidos para o entendimento desta participação desempenhada pelas 

CME ativadas por LPS, em presença de IFN-gama exógeno, inibindo a conversão do 

Toxoplasma. Interessante seria avaliar a atividade toxoplasmacida pela CME, 

quantificando a proliferação do parasito nestas condições. Além disso, avaliar a 

produção de IFN endógeno pela CME e o balanço desta citocina antes e depois da 

infecção em presença de IFN exógeno, seria um dos primeiros passos para inferir o 

papel desta citocina na proteção das células musculares, impedindo a conversão e, 

conseqüentemente, o estabelecimento de uma infecção crônica pelo parasito. 

Apesar dos nossos dados referentes a conversão do Toxoplasma em presença de 

IFN exógeno, serem ainda preliminares, eles apontam para sua modulação negativa 

sobre a célula muscular na conversão do parasito e reforçam ainda mais a nossa 

hipótese de que o intrigante processo de diferenciação não deve ser uma resposta a 

estresses exógenos, e sim diretamente relacionada à célula hospedeira. 

Os taquizoítos são os estágios do Toxoplasma mais extensivamente estudados 

e numerosos marcadores estão disponíveis. Como exemplo de moléculas 

especificamente expressas por taquizoítos podemos citar as isoenzimas ENO2 e 

LDH1, enquanto os bradizoítos expressam exclusivamente ENO1 e LDH2.  Um 

anticorpo adicional, além dos já citados, foi também CC2 que reconhece uma 

proteína da parede do cisto (Ferguson, 2004). Uma outra abordagem metodológica 

utilizada na presente tese foi a técnica de RT-PCR em tempo real nas CMEs para 

avaliação da expressão relativa de genes específicos para cada estágio do 

Toxoplasma. A técnica de RT-PCR em tempo real é o método mais adequado para 

detecção e quantificação de níveis de expressão gênica oferecendo alta 

sensibilidade e reprodutibilidade (Pfaffl e cols., 2001).  A expressão relativa dos 

genes ENO1 (específico de bradizoítos)  e ENO2 (específico de taquizoítos) foi 
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baseada na expressão relativa para o gene para tubulina, com o objetivo de se 

considerar o aumento de mRNA devido a multiplicação do parasito ao longo da 

cinética e/ou por qualquer diferença relativa a isolamento de mRNA de amostras 

individuais.  O gene ENO2 não apresentou grandes alterações durante a cinética de 

infecção. Em compensação, os níveis relativos a expressão do gene ENO1 

aumentou continuamente ao longo dos seis dias de infecção, o que ratifica os altos 

níveis de estágio-conversão espontânea observados nas CMEs por 

imunofluorescência.  

Cistos teciduais de T. gondii são preferencialmente encontrados no sistema 

nervoso central incluindo a retina e a musculatura esquelética de animais infectados 

(Dubey e col., 1998; Dzierszinski e cols., 2007). Um tropismo celular deste tipo deve 

resultar em parte de uma resposta antiparasítica inadequada ou reduzida nestes 

orgãos. O número de cistos no cérebro de camundongos depende da carga genética 

do MHC (Brown e McLeod, 1990), confirmando seu papel do MHC nos mecanismos 

de defesa imune na regulação do desenvolvimento dos cistos no cérebro. No 

entanto, fatores que determinam uma sobrevivência de longo termo do T. gondii no 

tecido muscular ainda não foi delineado.  Nossos dados sugerem que deva existir 

um fator de impacto considerável tipo célula-específico, pelo menos como pré-

requisito para a persistência do parasito, isto é, de bradizoítos na musculatura 

esquelética. Estudos mais aprofundados devem ser estabelecidos para se conhecer 

a extensão com que fatores imunológicos também regulam o número de cistos 

formados na musculatura esquelética. Em conclusão, células musculares 

esqueléticas proporcionam um nicho que dispara prontamente o desenvolvimento de 

bradizoítos sem a necessidade de estímulos de fatores de estresse externos. Nossa 

hipótese é que este fato explicaria, pelo menos em parte, a persistência preferencial 

nos tecidos de musculatura esquelética, in vivo. 

Esse modelo celular poderá contribuir para uma melhor compreensão da 

biologia celular e molecular da conversão e da cistogênese do Toxoplasma, 

fornecendo subsídios: (i) que possam direcionar vias alternativas para uma 

quimioterapia de pacientes com toxoplasmose e, (ii) que levem à interrupção de uma 

das principais vias de transmissão do parasito através da ingestão de carne crua ou 

mal cozida entre os humanos. 

O artigo de revisão intitulado “Stress-related and spontaneous stage 

differentiation of Toxoplasma gondii” (Anexo 2), teve como referência os 

experimentos empregando uma grande diversidade de tipos celulares, que 
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exploraram as condições de indução da diferenciação: (i) através da manutenção 

das culturas em pH alcalino, (ii) pela adição de citocinas às culturas, (iii) sob 

condições de estresse nutricional. Os dados foram tabulados, considerando-se as 

condições de estresses mais conhecidas e destacando, por outro lado, os contrastes 

resultantes do sucesso e da efetividade de cada sistema em formar bradizoítos in 

vitro. O principal foco da revisão foi discutir a questão do papel das células 

hospedeiras na contribuição ou na interferência do processo de diferenciação do 

parasito e finalmente resgatar a questão de que o tipo celular também possa ser um 

fator determinante importante neste intrigante processo. 
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VI. CONCLUSÕES 

 
• A expressão de proteínas músculo-específicas, tais como, Myf5, MyoD e 

desmina em  CME são coincidentes com os diferentes estágios da miogênese 

reproduzidos in vitro, a partir de mioblastos isolados de embriões de 

camundongos; 

• Altas taxas de diferenciação de taquizoítos-bradizoítos de T. gondii ocorrem 

espontaneamente em CMEs oriundas de cultura primária ou de linhagem 

celular indicando que a estágio-conversão do Toxoplasma ocorre 

independente de estímulos exógenos;  

• O aumento da expressão de ENO1 (uma enolase específica ao estágio 

bradizoíta do Toxoplasma) em culturas infectadas por taquizoítos de T. gondii 

em associação com a expressão de proteína bradizoíto específico por 

imunofluorescência corroboram a sugestão de que a estági-conversão 

espontânea ocorra em CME; 

• Células de linhagem de fibroblasto mostraram um baixo percentual de 

vacúolos contendo bradizoítos de Toxoplasma, a partir de infecção com 

taquizoítos indicando que o tipo celular é determinante para disparar a 

conversão em bradizoítos; 

• CMEs infectadas com taquizoítos de T. gondii e incubadas com IFN gama 

exógeno em presença de LPS não induziram a conversão dos parasitos em 

bradizoítos sugerindo que essa estratégia não se aplica em CME;  

• Em resumo, as evidências de que a diferenciação para bradizoítos a partir de 

taquizoítos não necessita de fatores externos de estresse em CME, sugere 

que: (i) a estágio-conversão do Toxoplasma não seja uma resposta a fatores 

de estresse, e sim esteja relacionada ao tipo celular em que o parasito se 

encontra para desenvolver seu ciclo, e que (ii) fatores intrínsecos inerentes do 

tipo celular podem ser um pré-requisito para a conversão e/ou persistência do 

parasito no tecido muscular. 
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