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RESUMO 

Tritrichomonas foetus e Trichomonas vaginalis são protistas parasitos do trato urogenital 

bovino e humano, respectivamente. T. vaginalis é o agente causador da tricomonose humana, 

a mais freqüente doença sexualmente transmissível não viral no mundo e tem sido associada 

ao maior risco de aquisição do vírus HIV em humanos. A infecção por T. foetus provoca perdas 

significantes na indústria pecuária mundial devido à infertilidade e ao aborto.  Muitos estudos 

indicam uma íntima associação entre tricomonadíneos e as células epiteliais do trato 

urogenital. No entanto, pouco é conhecido no que concerne a interação de tricomonas com 

células de tecidos mais profundos como fibroblastos e células musculares. O objetivo deste 

estudo também foi verificar se T. foetus e T. vaginalis ativam a liberação de citocinas em uma 

cultura de células epiteliais bovina. Estudos anteriores sobre interação parasito-célula 

hospedeira são controversos no que concerne a habilidade de T. foetus e T. vaginalis em 

interagir e danificar células de diferentes origens e espécies. Uma cultura primária de 

fibroblastos humanos de biópsias de abdômen foi obtida de cirurgia plástica. Os fibroblastos 

3T3 de camundongo e L6 de mioblastos de rato também foram cultivados como modelo de 

célula-alvo. Para verificar a resposta inflamatória induzida pelos parasitos, foi obtida uma 

cultura primária de células epiteliais de oviduto bovino e os sobrenadantes das interações 

foram coletados com 12 horas de interação. Para verificar se T. foetus era capaz de infectar 

células humanas, a interação de T. foetus com células epiteliais vaginais humanas coletadas 

com “swabs” foi realizada. As interações foram processadas para microscopia eletrônica de 

varredura e de transmissão.  O marcador de apoptose TUNEL, que detecta DNA fragmentado 

e o JC-1, que mede o potencial de membrana mitocondrial foram usados para observar se os 

parasitos induziram morte celular por apoptose nas células-alvo. O Ensaio colorimétrico cristal 

violeta foi realizado para analisar a citotoxicidade exercida pelos parasitos. Os resultados 

obtidos mostraram que T. vaginalis e T. foetus aderem e são citotóxicas a fibroblastos e às 

células musculares. Nas análises por JC-1 foi observado que os parasitos induziram morte 

celular por apoptose.  A interação de T. foetus com células vaginais humanas mostrou-se 

positiva, com vários parasitos fortemente aderidos. Foi encontrado um grande aumento na 

concentração da citocina IL-10 nos sobrenadantes de interação entre T. foetus e células 

epiteliais de oviduto bovino. No entanto, T. vaginalis induziu apenas um pequeno aumento na 

liberação de IL-10 após interação com as células bovinas. Ambos T. vaginalis e T. foetus foram 

capazes de interagir com fibroblastos e células musculares, indicando que a infecção é 

possível nos tecidos conjuntivos e musculares o que pode causar sérios riscos ao hospedeiro 

infectado. Além disso, a interação de T. foetus com células vaginais humanas mostrou que  a 

interação tricomonas-célula hospedeira não é espécie-específica. Embora a adesão e 

citotoxicidade dos parasitos não seja espécie-específica, parece que a resposta inflamatória da 

célula hospedeira depende de reconhecimento específico, como foi mostrado em nosso 

estudo, onde apenas T. foetus e mas não T. vaginalis induziu a liberação de IL-10 em células 

bovinas. 
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ABSTRACT 

Trichomonas vaginalis and Tritrichomonas foetus are parasitic protists of human and bovine  

urogenital tracts, respectively. T. vaginalis is the causative agent of human trichomoniasis, the 

most prevalent non-viral sexually transmitted disease worldwide and it has been associated to 

an increased risk for HIV-1 acquisition in humans. The infection by T. foetus provokes 

significant losses in beef industry worldwide due to infertility and abortion. Several studies have 

indicated intimate association between trichomonads and epithelial cells of the urogenital tract. 

However, little is known concerning the interaction of trichomonads with cells from deeper 

tissues such as fibroblasts and muscle cells. The aim of this study was also verify whether T. 

foetus and T. vaginalis activate cytokines release in a culture of bovine epithelial cells. Previous 

studies on parasite-host cell interaction are controversy concerning the ability of T. foetus and 

T. vaginalis to interact and damage cells of different origins and species. A primary culture of 

human fibroblasts from abdomen biopsies was obtained from plastic surgery. The 3T3 mice 

fibroblasts and L6 rat myoblasts, were also grown as models of target cells. To verify the 

inflammatory response induced by parasites, it was obtained a primary culture of bovine oviduct 

epithelial cells and the supernatant of interaction was collected within 12 hours. To verify 

whether T. foetus was able to infect human cells, the interaction of T. foetus with human vaginal 

epithelial cells collected with “swabs” was performed. The interactions were processed for 

scanning and transmission electron microscopy. The apoptosis marker TUNEL, which detects 

fragmented DNA and the JC-1, which measures the mitochondrial membrane potential were 

used to observe whether the parasites induced target cell death by apoptosis. The colorimetric 

assay violet crystal was performed to analyze the cytotoxicity exerted by the parasites.  The 

results obtained showed that T. vaginalis and T. foetus adhere to and are cytotoxic to fibroblasts 

and muscle cells. In the JC-1 analysis it was observed that the parasites induced cell death by 

apoptosis. The interaction of T. foetus with human vaginal cells was positive, with several 

parasites strongly adhered. It was found a large increase in the concentration of IL-10 cytokine 

in supernatants of the interaction between T. foetus and bovine oviduct epithelial cells. 

However, T. vaginalis induced only a small increase in the release of IL-10 after interaction with 

the bovine cells. Both T. vaginalis and T. foetus were able to interact with fibroblasts and 

muscle cells, indicating that could be possible the infection to the connective and muscle tissue 

causing serious risks to the infected host. Furthermore, the interaction of T. foetus with human 

vaginal cells showed that trichomonas-host cell interaction is not species-specific. Although the 

adhesion and cytotoxicity of parasites are not species-specific, it seems that the inflammatory 

response of the host cell depends on specific recognition, as was shown in our study where 

only T. foetus but not T. vaginalis induced release of IL-10 in bovine cells. 
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ABREVIATURAS 

 AIDS “Acquired Immunodeficiency Syndrome” – Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 
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 HIV “Human immunodeficiency virus” – Vírus da imunodeficiência humana 

 HPV “Human papiloma virus” – Vírus do papiloma humano 

 IGF 

 MDCK 

“Insulin-like growth factor” – Fator de crescimento semelhante à insulina 

“Madin-Darby Canine Kidney” – Células de rim de cachorro 

 mRNA “messenger Ribonucleic acid” –  Ácido ribonucléico mensageiro 

 NADH Nicotinamida adenina dinucleotídeo 

 PBS “Phosphate buffer saline” – Salina tamponada com fosfato 
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 RE 

 SDS 

Paraformaldeído 

Retículo Endoplasmático 

“Sodium dodecyl sulfate” – Dodecil sulfato de sódio 

 SFB Soro fetal bovino 

 TGF 

 TYM 

“Tumor growth factor” – Fator de crescimento tumoral 

“Tryptcase – Yeast extract – Maltose” 

 WGA 

 WHO 

“Wheat germ agglutinin” – Aglutinina de semente de trigo 

“World Health Organization” – Organização Mundial de Saúde  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1.  Tricomonadídeos 

Tritrichomonas foetus (Riedmüller, 1928) e Trichomonas vaginalis 

(Donné, 1836) são protistas parasitos extracelulares pertencentes ao Filo 

Parabasalia e à Família Trichomonadidea. Os tricomonadídeos (Figs. 1- 2) 

são organismos que se caracterizam pela presença de quatro a seis flagelos 

(um sempre recorrente), de um aparato parabasal, que corresponde ao 

complexo de Golgi com filamentos parabasais associados (Honigberg & 

Brugerolle, 1990) e do complexo pelta-axóstilo, que é formado por um sistema 

de microtúbulos (Benchimol et al., 1993). Além disso, esses organismos são 

amitocondriais, parte do metabolismo energético provém de organelas 

chamadas hidrogenossomos (Lindmark & Müller, 1973), não apresentam 

peroxissomos e possuem ribossomos 70S (Champney et al., 1992).  
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Figura 1. Esquema geral de T. foetus (a) e T. vaginalis (b) destacando as principais 
organelas e estruturas celulares. AF, flagelos anteriores; RF, flagelo recorrente; UM membrana 
ondulante; P, pelta; Ax, axóstilo; C, costa; H, hidrogenossomos; V, vacúolos; G, complexo de 
Golgi; N, núcleo; Nu, nucléolo; ER, retículo endoplasmático; S, filamento sigmóide; BB, 
corpúsculos basais; PF, filamento parabasal; L, Lisossomos; F, Filamento de ligação entre a 
costa e o flagelo recorrente. (Segundo Benchimol, M). 

 

Dentre os representantes desta família, encontram-se os patógenos 

Tetratrichomonas gallinarum (Martin & Robertson, 1991), parasito da cavidade 

bucal e do ceco de aves, Tritrichomonas muris (Grassé, 1926), parasito do trato 

intestinal de roedores, T. vaginalis, parasito do trato urogenital humano e T. 

foetus, parasito do trato urogenital de bovinos e, recentemente, encontrado 

também no trato intestinal de felinos e caninos (Tolbert & Gookin 2009). 

Apesar de ainda não estar claro o grau de parentesco entre as diversas 

espécies de tricomonadídeos, estudos moleculares de filogenia indicam que 
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esses organismos encontram-se entre os eucariotos mais primitivos 

(Viscogliosi et al., 1993). 

 T. foetus é o agente etiológico da tricomonose bovina uma doença 

sexualmente transmissível (DST) de ampla distribuição geográfica. A doença 

em vacas varia de uma suave vaginite até endometrite, aborto e infertilidade, 

provocando perdas econômicas consideráveis em todo mundo (Singh et al., 

2004; Anderson et al., 1996; Parsonson et al., 1976). 

T. vaginalis é responsável pela tricomonose humana, a DST não viral 

mais frequente no planeta (Van Der Pol, 2007). Estima-se que, anualmente, 

sejam infectadas entre 5 a 10 milhões de pessoas nos Estados Unidos e entre 

250 e 350 milhões em todo mundo (Fiori et al., 1996; WHO, 1995). Alguns 

autores relatam que a tricomonose humana pode estar associada à 

predisposição ao vírus da imunodeficiência adquirida (Laga et al., 1991, 1993; 

Wasserheit, 1992; Kissinger et al., 2009).  

Estes parasitos são eucariontes, unicelulares e reproduzem-se por 

divisão binária. Quando cultivados em meio axênico apresentam formato oval 

medindo em torno de 16 µm de comprimento e 6 µm de largura no eixo maior 

(Kirby 1951; Mattos et al., 1997). T. foetus possui três flagelos anteriores de 

tamanho aproximadamente semelhante e um flagelo recorrente que percorre 

todo o corpo celular, enquanto que a T. vaginalis apresenta quatro flagelos 

anteriores nas mesmas condições e um flagelo recorrente que se destaca do 

corpo celular antes da região posterior final do corpo do parasito (Fig.1) 

(Benchimol, 2004). 
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Além do formato oval (Fig. 2a), que é a mais comum em meios de 

cultura axênicos, as tricomonas podem ainda assumir duas outras morfologias 

distintas: a amebóide (Fig. 2b), mais freqüente quando o parasita interage com 

suas células-alvo e a de pseudocisto (Fig.2c-d), uma forma que surge em 

situações de estresse quando o parasito internaliza seus flagelos. Formas 

císticas verdadeiras não são encontradas em T. foetus nem T. vaginalis. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.  Visão geral de T. vaginalis (a) e após adesão em célula hospedeira (b.) T. foetus em 
pseudocisto (c-d) observados por microscopia eletrônica de varredura (a-c) e de transmissão 
(d). Note que nos pseudocistos os flagelos estão internalizados (F), e o parasito não possui 
uma parede cística. Na figura d, é vista uma célula em divisão, cujas organelas já se encontram 
duplicadas. N, núcleo; F, flagelo; H, hidrogenossomo; Ax, axóstilo; G, complexo de Golgi; C, 
costa. Barras Figs. a- b, 5 µm; Fig. C, 3µm; Fig. D, 1µm. (Figura c, Pereira-Neves et al., 2003; 
figura d, Cortesia: Pereira-Neves). 
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1.2. Epidemiologia e Importância Médica, Veterinária e Econômica 

A tricomonose humana é uma doença cosmopolita mundial, considerada 

atualmente a DST mais comum, superando os índices de gonorréia, AIDS e 

sífilis (WHO, 2001). Registros anteriores estimaram que cerca de 10% de toda 

a população sexualmente ativa já possuíram ou possuem este parasito. 

Esta doença tem implicações médicas, sociais e econômicas. As 

mulheres que se encontram infectadas durante a gravidez estão mais 

predispostas à ruptura prematura da placenta, parto prematuro e à gestação de 

bebês de baixo peso (Petrin et al.,1998). A infertilidade também pode ser 

relacionada à tricomonose (Grodstein et al., 1993). 

A Organização Mundial de saúde tem dado grande importância à 

tricomonose humana, por ser considerada de alto risco, uma vez que o parasito 

poderia ser um facilitador para a entrada de alguns vírus, como o HIV (Cohen 

et al., 1999; Moodley et al., 2002).  Além disso, associações entre a presença 

de tricomonas e uma maior incidência de câncer do colo uterino e à presença 

de HPV foram relatadas(Frost, 1962; Kharsany et al., 1993; Zhang & Begg, 

1994), aumentando ainda mais a importância deste parasito no âmbito da 

medicina humana. 

A contaminação por tricomonas ocorre em 98% dos casos por relação 

sexual, embora haja alguns poucos relatos de contágio através de material 

usado na higiene, como toalha, vaso sanitário e possibilidade de contágio 

mesmo em piscinas públicas (WHO, 2001; Pereira-Neves & Benchimol, 2008). 

A doença apresenta um período de incubação variável de 3, 7 e 21 dias após a 

contaminação. Em casos severos, a infecção se manifesta logo após a relação 

sexual. 
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Os sintomas clínicos da tricomonose são mais evidentes no sexo 

feminino, podendo variar desde o quadro assintomático à vaginite e baixa de 

fertilidade. Os homens apresentam geralmente quadros assintomáticos, uretrite 

ou prostatite. Embora casos assintomáticos sejam muito comuns em homens 

são mais raros nas mulheres. Há uma grande variação de sinais e sintomas, de 

acordo com a cepa isolada. Existem algumas cepas extremamente virulentas e 

outras com baixa virulência. As mulheres portadoras de cepas mais virulentas 

apresentam corrimento vaginal agudo, de cor amarelo-esverdeado, geralmente 

acompanhado de dor e prurido, irritação, inflamação e descamação do epitélio 

vaginal (Rein, 1990). No entanto, há casos em que nenhum destes sinais está 

presente. 

Em casos graves, a vulva se torna congesta, aumenta a vascularização 

ocorrendo a hiperplasia do epitélio cervical, podendo aparecer até 

complicações nas glândulas de Bartholin. A vagina torna-se avermelhada, 

sendo frequente a presença de diversas pontuações, conhecidas com colpitis 

macularis ou cérvice em morango (Heine & McGregor, 1993). Durante a 

menstruação ou na gravidez, esses sintomas tornam-se ainda mais fortes, pela 

presença de ferro e por flutuações hormonais (Ryu et al., 2001). 

Embora a maioria dos homens seja considerada portadores 

assintomáticos, eles podem apresentar uretrites purulentas e até prostatites, 

infertilidade e uretrite não-gonocócica. Existem fortes indícios de que o alto teor 

de zinco (Zn+2) encontrado no fluido espermático iniba a proliferação do 

parasito, criando um ambiente hostil às tricomonas (Khaw & Panosian, 1995). 

Este parece ser um dos fatores responsáveis pela curta duração da infecção 

nos homens ou mesmo para a explicação dos casos assintomáticos. 
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O diagnóstico não pode ser baseado apenas nos sintomas clínicos, pois 

estes podem variar bastante ou estar ausentes. Em muitos casos, para 

detectar o parasito, utiliza-se o exame ginecológico de rotina, por meios de 

“swabs” vaginais. A observação direta ao microscópio óptico traz dificuldades 

por conter uma mistura intensa do muco vaginal e bactérias. Outro método é o 

cultivo da amostra, onde se isola o organismo em cultura (McLellan et al., 

1982). Apesar de ser um método mais preciso, demora vários dias para 

fornecer um resultado eficiente. 

Atualmente, métodos mais rápidos e sensíveis são utilizados para 

detectar o parasito, mesmo quando em baixa quantidade. A imunofluorescência 

com anticorpos específicos é um desses métodos. No entanto, deve-se levar 

em consideração a heterogeneidade do parasito (Lisi et al., 1988). As técnicas 

de DNA recombinante, como hibridização in situ e PCR se mostraram bastante 

eficazes, mas precisam ser melhor avaliadas quanto a sua viabilidade 

econômica, pois ainda apresentam custo elevado. 

O tratamento de pacientes baseia-se no uso de derivados imidazólicos 

como os 5-nitroimidazóis. O mecanismo de ação destas drogas depende da 

redução anaeróbica do grupamento nitro pela ferredoxina oxirredutase nos 

hidrogenossomos, levando à formação de radicais livres que oxidam a 

molécula de DNA do parasito, com quebras simples ou duplas dessa molécula 

(Edwards, 1993). No entanto, têm-se observado casos de resistência a 

nitroimidazóis em tricomonas. 

A FDA (Food and Drug Administration), órgão que regula a circulação de 

medicamentos nos EUA, considera o metronidazol como droga aprovada para 

uso humano, porém, requer que a embalagem traga avisos em relação ao seu 
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potencial carcinogênico, teratogênico, mutagênico e da possibilidade de 

conduzir à esterilidade. 

A tricomonose bovina provoca graves prejuízos financeiros e 

econômicos nas Américas do Norte e Sul, bem como em outras regiões do 

mundo onde o controle sanitário é deficiente, com a prática de procriação 

natural (Honigberg, 1978; Alstad et al., 1984; BonDurant, 1997). As perdas 

econômicas com esta doença em gado de corte podem ser relacionadas com 

os custos com tratamento, sacrifício e reposição de animais infectados e o mais 

importante: queda na produção de terneiros pela demora no estabelecimento 

da prenhe (Anderson et al., 1996; BonDurant, 1997; Felleisen, 1999). 

A transmissão da tricomonose bovina é direta e se dá através do coito. A 

transmissão mecânica durante a inseminação artificial é rara. No macho, T. 

foetus se aloja na cavidade do prepúcio, podendo invadir a uretra e porções 

mais profundas do trato urogenital. O touro é portador assintomático não 

demonstrando claramente a infecção nem adquirindo naturalmente imunidade 

contra a mesma (Anderson et al., 1994) e assim passa a infectar várias vacas. 

Os touros mais velhos têm maiores riscos de adquirirem a doença e se se 

manterem portadores permanentes, uma vez que, com a idade, há aumento da 

profundidade das criptas prepuciais (Honigberg, 1978; Singh et al., 1999). 

Após a transmissão, o parasito encontra o epitélio vaginal ao qual se 

adere e inicia seu processo infeccioso. Como decorrência, surge a vaginite e, 

subsequentemente, os parasitos migram para o útero e possivelmente para o 

oviduto, ficando confinados às células epiteliais do endométrio e da placenta, 

quando a vaca está prenhe. No decorrer da gestação, se a vaca estiver 

contaminada, o parasito pode comprometer o desenvolvimento fetal. São 
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descritas várias consequências da tricomonose bovina, como o aborto e a 

esterilidade temporária e às vezes até mesmo esterilidade permanente, caso 

ocorra destruição da mucosa uterina (Anderson et al., 1996; BonDurant, 1997; 

Felleisen, 1999). A doença pode ser auto-limitante em vacas, que podem 

apresentar uma cura  espontânea da infecção (Singh et al., 1999). 

Na tricomonose felina, T. foetus coloniza e adere à superfície das células 

do íleo, ceco e cólon do intestino grosso dos gatos provocando diarréia crônica 

(Yaeger & Gookin, 2005; Stockdale et al., 2009). Esta doença ocorre, 

principalmente, em filhotes e gatos com menos de dois anos de idade 

(Stockdale et al., 2008; 2009). O mecanismo de transmissão da tricomose 

felina ainda não foi determinado. Existe apenas um relato na literatura 

mostrando uma infecção provocada por T. foetus no útero de um felino 

(Dahlgren et al., 2007).  

 

1.3. Morfologia 

1.3.1. Superfície Celular 

A superfície celular de tricomonas possui grande interesse em pesquisa, 

uma vez que é o ponto de contato com a célula hospedeira. 

A organização da membrana plasmática dos tricomonadídeos foi 

inicialmente descrita com base nos estudos de microscopia eletrônica de 

transmissão convencional (Simpson & White, 1964; Honigberg et al., 1971). 

Contudo, somente com o advento das técnicas de congelamento celular e 

criofratura foi possível obter detalhamento da ultraestrutura da membrana 

plasmática (Benchimol et al., 1981a; 1982a; 1992). 
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Diversos carboidratos, incluindo ácido siálico, manose, galactose, N-

acetil-glicosamina e N-acetil-galactosamina foram identificados na superfície 

deste parasito, bem como nas membranas de compartimentos intracelulares 

(Benchimol et al., 1981b, 1982b; Benchimol & Bernardino, 2002). 

1.3.2. Hidrogenossomos 

Os tricomonadídeos são desprovidos de mitocôndrias, mas possuem 

uma organela incomum e de grande importância: os hidrogenossomos. O 

termo hidrogenossomo foi proposto por Lindmark & Müller (1973) devido à 

atividade produtora de hidrogênio molecular da organela que oxida o piruvato 

ou o malato em ácidos orgânicos, resultando na síntese de ATP, fundamental 

para o metabolismo energético (Müller, 1993). Em tricomonas, os 

hidrogenossomos são organelas esféricas, com cerca de 0,3 µm de diâmetro, 

que se apresentam dispostos preferencialmente próximos ao axóstilo e à costa. 

Possuem dupla membrana e uma vesícula periférica, que é independente da 

dupla membrana e da matriz, formando um compartimento distinto (Benchimol 

et al., 1996a; 1996b; Benchimol, 2008). Através da técnica de microanálise por 

raios-X, identificou-se a presença de íons divalentes no interior desta vesícula, 

tais como os de cálcio, magnésio e zinco (Ribeiro et al., 2001), além de alto 

nível de fósforo, que provavelmente estaria sob a forma de pirofosfatos 

(Chapman et al., 1985). Ribeiro et al. (2001) relataram ainda a presença de 

cobalto e alumínio nesta vesícula. 

Uma série de similaridades foi observada entre os hidrogenossomos e 

as mitocôndrias, tanto em nível bioquímico como estrutural, sugerindo um grau 

de proximidade evolutiva entre as duas organelas. As principais semelhanças 

encontradas foram: (1) a produção de ATP pela degradação do piruvato 
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(Lindmark & Müller, 1973; Müller, 1993); (2) a dupla membrana (Benchimol & 

De Souza, 1983); (3) o mecanismo de biogênese, que ocorre por segmentação 

e bipartição (Benchimol et al., 1996b); (4) o seqüestro de íons cálcio (Ribeiro et 

al., 2001); (5) as enzimas envolvidas na formação de centros de ferro-enxofre 

(Carlton et al., 2007); (6) a cardiolipina, um lipídeo marcador de membrana 

mitocondrial interna e de bactérias (De Andrade Rosa et al., 2006); (7) a 

NADH-desidrogenase, uma enzima constituinte da cadeia transportadora de 

elétrons mitocondrial (Carlton et al., 2007); (8) e a única enzima do Ciclo de 

Krebs, a succinil- CoA sintetase. Além disso, verificou-se que os 

hidrogenossomos e as mitocôndrias possuem mecanismos de importação de 

proteínas muito similares (Dyall et al., 2000; Carlton et al., 2007), uma vez que 

foram encontradas em tricomonas várias chaperonas (Hsp70, Hsp60, Hsp10), 

responsáveis por esta translocação, com seqüências sinais similares às 

seqüências de importação para mitocôndrias (Bui et al., 1996; Carlton et al., 

2007).  

Várias diferenças, porém, foram constatadas entre ambas as organelas. 

Nos hidrogenossomos não foram encontrados: (1) citocromos, (2) a grande 

maioria das enzimas do ciclo de Krebs, (3) atividade de F1F0 ATPase, (4) 

material genético ou (5) ribossomos (Lloyd et al., 1979; Turner & Müller, 1983; 

Clemens & Johnson, 2000). Além disso, os hidrogenossomos possuem 

enzimas que as mitocôndrias não apresentam, como a hidrogenase (Bui & 

Johnson, 1996) e a piruvato-ferredoxina oxido-redutase (Hrdý & Müller, 1995), 

e não são sensíveis aos inibidores metabólicos de cadeia transportadora de 

elétrons, como o cianeto e a rotenona. A produção de ATP ocorre por 
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fosforilação ao nível de substrato e não por fosforilação oxidativa, como ocorre 

nas mitocôndrias. 

Diversas hipóteses foram levantadas com o intuito de se estabelecer 

graus de parentesco evolutivo entre mitocôndrias e hidrogenossomos. Alguns 

grupos acreditam na possibilidade dos hidrogenossomos e mitocôndrias terem 

evoluído de um ancestral comum a partir da mesma organela progenitora 

(Embley, 2006). Recentemente, o projeto genoma de tricomonas identificou 

alguns genes homólogos de proteínas transportadoras mitocondriais e 

proteínas mitocondriais solúveis (Carlton et al., 2007).  

1.3.3. Retículo Endoplasmático 

Assim como as células de eucariotos superiores, em T. vaginalis e T. 

foetus, o retículo endoplasmático (RE) é normalmente observado ao redor do 

núcleo e também formando a membrana externa do envelope nuclear (Queiroz 

et al., 1991; Benchimol, 2004). O RE também é encontrado em outros locais do 

citoplasma, como, próximo aos hidrogenossomos, podendo estar relacionado à 

formação das vesículas periféricas (Benchimol & De Souza, 1985; Benchimol et 

al., 1996b; Benchimol et al., 2000; Benchimol, 2008). Experimentos 

citoquímicos demonstraram a presença de cálcio no RE de T. foetus, sugerindo 

que o RE atue como reservatório deste íon (Benchimol et al., 1982c; De Souza 

& Benchimol, 1988). 

A vesiculação do RE durante a divisão celular, fenômeno comumente 

observado em células de eucariotos superiores, não foi constatado em 

tricomonadídeos. Sabe-se, porém, que, em tricomonas, algumas cisternas do 

retículo se alinham de modo paralelo com os microtúbulos do fuso mitótico, o 
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que poderia apresentar um recurso de doação ou sequestro de cálcio durante a 

divisão do parasito (Ribeiro et al., 2002b). 

1.3.4. Complexo de Golgi e Filamentos Parabasais 

Nos tricomonadídeos, o complexo de Golgi corresponde ao aparelho 

parabasal, formado pelas cisternas e filamentos parabasais (Benchimol, 2004). 

O aparelho parabasal fica localizado na região anterior, próximo ao núcleo. T. 

vaginalis e T. foetus possuem um único Golgi, que é muito desenvolvido, 

podendo alcançar cerca de 5 µm de comprimento, apresentando de 8 a 12 

cisternas (Benchimol et al., 2001). Estudos bioquímicos mostraram a presença 

das enzimas tiaminopirofosfatase e fosfatase ácida no Golgi de T. foetus 

(Queiroz et al., 1991). Experimentos utilizando a lectina WGA fluorescente 

evidenciaram a existência de resíduos de N-acetil-glicosamina nesta organela 

(Benchimol & Bernardino, 2002).  

Quanto ao processo de Golgicinese, ao contrário do que ocorre nas 

células de eucariotos superiores, onde há vesiculação durante a divisão celular, 

nos tricomonadídeos a organela permanece íntegra, apenas aumentando de 

tamanho por crescimento lateral e se dividindo em duas (Benchimol et al., 

2001). 

Os filamentos parabasais são estruturas cilíndricas e periódicas, 

formadas por bandas claras e escuras, são morfologicamente semelhantes à 

costa, embora sejam mais delgados que esta. Apresentam-se em número de 

três, sendo denominados filamentos parabasais 1, 2 e 3 (PF1, PF2 e PF3). O 

PF1 tem sua origem entre os corpúsculos basais do segundo e terceiro flagelos 

anteriores, o PF2, entre o terceiro flagelo anterior e o recorrente e o PF3 está 

localizado bem próximo ao filamento adjacente, aparecendo paralelamente ao 
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PF1 e PF2 (Honigberg et al., 1971; Lee et al., 2009). Acredita-se que os 

filamentos parabasais dêem suporte e mantenham o posicionamento do 

complexo de Golgi (Honigberg et al., 1971; Brugerolle & Viscogliosi, 1994). 

Tem sido sugerida a existência de conexões filamentosas comunicando a 

cisterna cis do Golgi com os filamentos parabasais (Benchimol et al., 2001). 

Como os filamentos parabasais parecem ser nucleados a partir dos 

corpúsculos basais (cinetossomos), existiria, portanto, a possibilidade de haver 

uma conexão entre o complexo de Golgi e os cinetossomos através de fibrilas 

(Benchimol et al., 2001). Esta hipótese explicaria a migração do complexo de 

Golgi que ocorre simultaneamente com a separação dos cinetossomos e dos 

flagelos durante a mitose de T. vaginalis e T. foetus.  

1.3.5. Vesículas e lisossomos 

A atividade endocítica dos tricomonadídeos tem sido observada com a 

utilização de diversos marcadores, como a peroxidase e várias proteínas 

conjugadas a ouro ou revestindo microesferas de poliestireno (albumina, 

lactoferrina, transferrina, lectinas) (Benchimol et al.,1986, 1990; Affonso et al., 

1994; 1997). 

O citoplasma das tricomonas possui várias vesículas de tamanhos 

distintos, que compõem o sistema endocítico da célula. T. foetus apresenta 

uma atividade endocítica muito intensa, embora esta aparente ser menor que a 

de T. vaginalis (Benchimol et al., 1990; Affonso et al., 1994). As vesículas 

podem ser observadas, em sua grande parte, constituindo o processo inicial da 

endocitose e, por este motivo, localizam-se logo abaixo da superfície celular 

ou, mais profundamente, no citoplasma (Affonso et al., 1997). 
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Sugeriu-se que as principais enzimas constituintes dos lisossomos de 

tricomonas seriam hidrolases ácidas e neutras (Queiroz et al., 1991). Portanto, 

a acidificação dos lisossomos sugere a presença de uma bomba de prótons 

nas membranas desta organela, tal como observado em eucariotos superiores. 

1.3.6. Citoesqueleto 

Dentre os principais componentes do citoesqueleto dos tricomonadídeos 

encontram-se: (1) o complexo pelta-axóstilo, formado por microtúbulos estáveis 

(Benchimol, 2005; Ribeiro et al., 2000; 2002a; 2002b;), (2) os flagelos (T. foetus 

possui três anteriores enquanto T. vaginalis possui quatro anteriores e ambos 

possuem um flagelo recorrente formando a membrana ondulante) (Honigberg 

et al., 1971);(3) os corpúsculos basais e seus filamentos associados, de onde 

emergem os flagelos e as demais estruturas relacionadas ao movimento do 

parasito (Honigberg et al., 1971; Ribeiro et al., 2000); (4) a costa, estrutura 

protéica estriada com função de sustentação da membrana ondulante 

(Honigberg et al., 1971) e (5) os filamentos parabasais (Brugerolle & 

Viscogliosi, 1994; Benchimol et al., 2001). Há diversas estruturas, como os 

filamentos sigmóides e os corpos infra e supra cinetossomal, que ainda têm 

suas funções desconhecidas. Em T. vaginalis e T. foetus pode-se também 

encontrar microtúbulos lábeis como os que formam o fuso mitótico (Ribeiro et 

al., 2000; 2002a). 

Estudos bioquímicos, moleculares e estruturais também constataram a 

presença de filamentos de actina no citoesqueleto de várias espécies de 

tricomonadídeos (Brugerolle et al., 1996; Bricheux & Brugerolle, 1997; Bricheux 

et al., 1998; 2000; Pereira-Neves & Benchimol, 2007). Estes microfilamentos 

são, preferencialmente, encontrados na região cortical e nos pseudópodes das 
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tricomonas quando realizam fagocitose ou quando em adesão ao substrato ou 

às células-alvo (Brugerolle et al., 1996; Pereira-Neves & Benchimol, 2007). Em 

tricomonas, os filamentos intermediários ainda não foram descritos. 

Estudos mostraram a modificação da morfologia do protozoário durante 

a atividade fagocítica ou quando aderido à célula hospedeira (Brugerolle et al., 

1996; Pereira-Neves & Benchimol, 2007; Midlej et al., 2009; Midlej & 

Benchimol, 2010). Desse modo, foi possível constatar uma reorganização do 

citoesqueleto (principalmente dos filamentos de actina), já que os parasitos 

apresentam uma forma oval em meio axênico e se transformam em amebóides 

quando ingerem alguma partícula ou interagem com células de mamíferos 

(Brugerolle et al., 1996; Pereira-Neves & Benchimol, 2007). Em T. foetus, 

observou-se também a reorganização do citoesqueleto durante a sua 

transformação em pseudocistos (Granger et al., 2000; Pereira-Neves et al., 

2003). 

Verificou-se que os flagelos anteriores possuem batimentos do tipo ciliar, 

enquanto o recorrente, batimentos do tipo flagelar (Monteiro-Leal et al., 1995). 

Isto faz com que o corpo do parasito gire em torno do seu próprio eixo. 

1.3.6.1.Complexo Pelta-Axostilar 

O axóstilo de tricomonadídeos é uma estrutura axial, formada por 

microtúbulos, com função de sustentação e participação na cariocinese. O 

complexo pelta-axostilar é formado pela pelta e pelo axóstilo e se apresentam 

como uma folha de microtúbulos, arrumados lado a lado, percorrendo, o 

axóstilo, o eixo longitudinal da célula, desde sua porção anterior até o extremo 

posterior da célula, onde termina como uma forma afilada (Honigberg et al., 

1971; Benchimol, 2004). A pelta se encontra numa posição mais anterior e 



17 

 

contígua ao axóstilo, sustentando as paredes do canal periflagelar, formando 

uma espécie de “colarinho” na região de emergência dos flagelos (Honigberg et 

al., 1971; Benchimol, 2004). 

1.3.6.2. Costa 

A costa é uma estrutura presente em todos os tricomonadídeos. Assim 

como as fibras parabasais, a costa é cilíndrica e formada por proteínas que 

apresentam uma periodicidade com bandas claras e escuras. Contudo a costa 

é maior e mais larga do que as fibras parabasais (Benchimol, 2004). 

A costa percorre o sentido ântero-posterior da região dorsal do parasito, 

estando sempre associada à membrana ondulante e ao flagelo recorrente, por 

meio de filamentos observados por freeze-etching (Benchimol et al., 1993). A 

costa possui origem entre os corpúsculos basais nº 2 e nº 3 (Honigberg et al., 

1971).  

1.3.6.3. Centrossomos e Fuso mitótico 

Os centrossomos dos tricomonadídeos são formados pelos corpúsculos 

basais e pelo atractóforo, que é um centro organizador de microtúbulos 

(Honigberg & Brugerolle, 1990).  

Durante a divisão celular, os atractóforos se tornam responsáveis pela 

nucleação dos microtúbulos que constituirão o fuso mitótico. Os 

tricomonadídeos apresentam um tipo de mitose muito peculiar chamado de 

pleuromitose, que é uma mitose fechada com fuso extranuclear (Brugerolle, 

1975; Ribeiro et al.,2000; 2002a). Neste tipo de mitose, o envoltório nuclear 

permanece íntegro durante todo o processo de divisão celular e não há 

formação da placa metafásica. O fuso mitótico extranuclear se dispõe 

lateralmente ao núcleo sendo formado por dois grupos de microtúbulos: os 
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microtúbulos de polo-a-polo e de polo-a-núcleo (Brugerolle, 1975; Ribeiro et 

al.,2000; 2002a).  

1.3.7. Núcleo e Divisão 

Os tricomonadídeos, quando não se encontram em divisão, apresentam 

um único núcleo localizado na região anterior da célula. O envoltório nuclear 

destes parasitos se apresenta como em eucariotos superiores. A porção mais 

externa está em continuação com o retículo enquanto a membrana interna se 

encontra voltada para a matriz nuclear. Inúmeros complexos de poros típicos 

estão distribuídos ao longo do envoltório (Benchimol et al., 1982a; Benchimol, 

2004). Contudo, as laminas nucleares ainda não foram detectadas. 

1.4. Interação-parasito hospedeiro 

Devido à alta incidência de tricomonas em diversas espécies animais, 

busca-se desvendar os mecanismos de interação parasito-hospedeiro. Até 

pouco tempo acreditava-se que as tricomonas não penetravam em tecidos 

mais profundos do aparelho genital, mantendo contato apenas à superfície da 

célula-hospedeira, sendo considerados parasitos não-invasivos. Porém, 

algumas mulheres que sofrem de tricomonose apresentam aftas no canal 

vaginal (Kassem & Majoud, 2006) o que nos leva a pensar que as tricomonas 

podem atingir mais de uma camada de células em um órgão. Além disso, um 

estudo recente que usou camundongos como modelo mostrou que a presença 

de T. vaginalis no aparelho genital murino causou alterações em células do 

tecido conjuntivo (Escario et al., 2009).  Estas conseqüências sugerem que os 

parasitos não só podem atingir tecidos mais profundos, mas também podem 

atingir regiões superiores do trato urogenital feminino, como útero e oviduto. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kassem%20HH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Majoud%20OA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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Sabendo-se que as mucosas do útero e oviduto são mais simples por não 

possuírem várias camadas de células epiteliais, os parasitos ali presentes 

conseguiriam ter mais facilidade para atingir a camada submucosa e muscular, 

provocando as sérias consequências supracitadas. Um antigo estudo relatou a 

presença de T. vaginalis em tratos urogenitais superiores corroborando a 

hipótese de que T. vaginalis não é um parasito exclusivamente vaginal (Aburel 

et al., 1957). Outro fato importante que ainda não foi esclarecido é a região do 

hospedeiro que as tricomonas têm preferência por colonizar, se são regiões 

queratinizadas, como na vagina normal, ou as regiões menos protegidas, com 

pouca ou nenhuma queratinização. Sabe-se que o parasito assume uma 

mudança drástica de forma após a adesão, tornando-se amebóide, sendo este 

considerado um sinal de virulência (Arroyo et al., 1993). Esta mudança de 

forma  poderia estar relacionada a uma maior superfície de adesão entre as 

duas células, estando as duas membranas em tão íntimo contato que parecem 

estar em continuidade em alguns pontos (Furtado & Benchimol, 1998). 

Para que se instale a tricomonose, o parasito deve primeiramente 

ultrapassar a barreira de muco para interagir com o epitélio vaginal (Alderete & 

Garza, 1988). Isso parece acontecer devido ao movimento flagelar e a ação de 

enzimas proteolíticas, chamadas mucinases, que vão digerir o muco até que os 

parasitos tenham alcançado as células epiteliais da vagina (Lehker & Sweeney, 

1999). Muitos pesquisadores acreditam que os danos provocados pelo parasito 

ocorram através de um processo dependente do contato com a célula 

hospedeira, sendo este um pré-requisito para a citotoxicidade (González-

Robles et al., 1995; Burgess et al.,1990; Singh et al., 2004). Até pouco tempo 

atrás se acreditava que proteases e outros produtos metabólicos seriam 
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liberados pelos parasitos no meio (Garber & Lemchuk-Favel, 1989; Pindak et 

al., 1993). Entretanto, através de experimentos de interação utilizando uma 

membrana permeável entre os parasitos e células hospedeiras, foi possível 

confirmar que o contato é necessário para que ocorra o efeito citotóxico (Gilbert 

et al., 2000). 

 Foi proposto que a adesão de T. vaginalis às células epiteliais seria 

mediada pelas adesinas (APs) denominadas AP65, AP51, AP33 e AP23. Estas 

adesinas reconheceriam proteínas específicas do hospedeiro através de uma 

interação tipo ligante-receptor (Arroyo & Alderete, 1992; Arroyo et al., 1993). 

Porém, o fato de as adesinas serem consideradas ligantes exclusivos do 

processo de adesão nas células epiteliais vaginais recebeu críticas. Foi 

demonstrado que estas proteínas  também são capazes de se ligar a diferentes 

tipos celulares, como eritrócitos de diferentes espécies, Mycoplasma hominis e 

linhagens celulares como células Vero, CHO e HeLa (Addis et al., 2000), 

sugerindo assim, que a especificidade da adesão desse parasito ao epitélio 

vaginal não ocorreria por estas adesinas. 

Em relação a T. foetus, acredita-se que estruturas imunogênicas, 

importantes na adesão deste parasito às células epiteliais, estariam localizadas 

em um componente do complexo da adesina Tf190 (Shaia et al., 1998). 

Observou-se também a ação mediadora de laminina e fibronectina no processo 

de interação com T. foetus. Em experimentos utilizando partículas de 

poliestireno revestidas com diferentes tipos de proteínas e utilizando a 

linhagem celular MDCK, foi observado  que a adesão do parasito foi 

intensificada pela laminina (Silva Filho & De Souza, 1988). 
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Há também evidências de a adesão ser mediada por glicoconjugados. 

Em testes de inibição com açúcares competidores, observou-se uma 

diminuição significativa da adesão de T. foetus e T. vaginalis (Bonilha et al., 

1995). Outro fator interessante é a ocorrência de uma alternância de expressão 

de uma glicoproteína altamente imunogênica denominada P270, na superfície 

celular de T. vaginalis (Alderete et al., 1988; Engbring et al., 1996). Um estudo 

relatou a grande quantidade de lipofosfoglicanos presentes na membrana de T. 

vaginalis e T. foetus (Singh et al., 1994), e como estas moléculas foram 

encontradas em quantidade significativa, os autores afirmaram que estas 

seriam importantes para a biologia do parasito. Os lipofosfoglicanos induziriam 

a ativação de proteínas envolvidas na transcrição de genes codificadores de 

citocinas nas células vaginais humanas. Além disso, os autores também 

verificaram a presença de citocinas liberadas durante a interação de 

lipofosfoglicanos de tricomonas com células vaginais humanas (Fichorova et 

al., 2006). Admite-se que, durante a interação, as tricomonas reconhecem 

molecularmente o ambiente vaginal e manipulam estas informações a seu 

favor, utilizando neste processo moléculas envolvidas com a transdução de 

sinais, adesão à célula epitelial, interação com a matriz extracelular e com a 

citotoxicidade (Silva Filho et al., 1989). No ambiente onde o parasito se 

encontra ocorrem intensas mudanças hormonais, o que é de grande 

importância, pois há indícios do aumento da adesão de tricomonas em 

interação com células MDCK, sob ação do estrogênio (Silva-Filho & Bonilha, 

1992). 

Outra classe de moléculas que estaria diretamente ligada com o 

processo de adesão é representada por cisteíno-proteases (Arroyo & Alderete, 
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1989), tal como  uma de 30 kDa (CP-30)  mediando processos citotóxicos de T. 

foetus em células epiteliais vaginais bovinas (Singh et al., 1999) e de T. 

vaginalis em células HeLa e epiteliais vaginais humanas (Mendonza-Lopes et 

al., 2000). Esta cisteíno-protease estaria relacionada ao processo de apoptose 

tanto das células vaginais bovinas (Singh et al., 2004) quanto às do endométrio 

bovino (Singh et al., 2005). Há evidências de que esta proteína agiria de 

maneira estratégica na modulação deste evento celular pelo fato de estar 

envolvida na degradação de proteínas da matriz extracelular, como a laminina 

e a fibronectina. A CP-30 potencializaria o processo de citotoxidade do 

parasito, sendo constatada a sua ligação com as proteínas de matriz (Silva-

Filho & De Souza, 1988; Benchimol et al., 1990; Crouch & Alderete, 1999, e 

esta ligação aumentaria quando os parasitos são tratados com alta 

concentração dos íons ferro e cálcio (Crouch  et al., 2001). Sendo assim, as 

tricomonas assumiriam um caráter mais invasivo, provocando a esfoliação das 

camadas mais superficiais e tendo acesso à camadas mais profundas. 

Dependendo da virulência da cepa, ainda pode ocorrer a ruptura do epitélio e 

de suas junções, atingindo a lâmina basal e causando infecções múltiplas 

(Krieger et al., 1985; Gault et al., 1995). Neste ambiente há uma baixa tensão 

de oxigênio conferindo sucesso à infecção, visto que o parasito é microaerófilo. 

Embora a importância das cisteíno-proteases tenha sido demonstrada in 

vitro, seu papel parece ser relevante também in vivo (Felleisen, 1999). Foi 

observado que algumas cisteíno-proteases de T. foetus são capazes de clivar 

as imunoglobulinas IgG1 e IgG2 bovinas, que podem matar o parasito in vitro 

(Corbeil, 1994; De Azevedo & De Souza, 1992; 1996), e também são capazes 

de atuar contra a resposta imunológica do hospedeiro, internalizando seus 
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anticorpos após sua ligação (Granger & Wardwood, 1996). Trabalhos 

anteriores relatam que T. vaginalis não apresentam toxicidade a células 

vaginais bovinas (Singh et al., 2004) e o contrário também se aplicaria para T. 

foetus em relação às células vaginais humanas (Lockwood et al., 1984; Gilbert 

et al., 2000). Experimentos em que se adicionaram extratos purificados de 

CP30 de T. foetus em células vaginais humanas, não foi observada indução de 

apoptose, o mesmo com T. vaginalis em células vaginais bovinas (Singh et al., 

2004). Esses autores afirmaram haver uma interação espécie-específica entre 

os parasitos e seus hospedeiros, divulgando que  T. vaginalis não seria capaz 

de infectar células epiteliais do trato reprodutivo bovino e vice-versa. 

Outra fonte importante de discussão é se as células hospedeiras quando 

na presença de tricomonas desencadeariam algum tipo de resposta, com o 

intuito de evitar o progresso do parasito. O conhecimento acerca da 

imunopatogênese da tricomonose e os mecanismos moleculares explorados 

por tricomonas com o intuito de evitar o sistema imune ainda são muito 

escassos. Estudos anteriores mostraram que mulheres tricomonas-positivas 

apresentavam níveis aumentados da citocina IL-1  e neutrófilos quando 

comparados com mulheres sem esta infecção (Cauci & Culhane, 2007). Níveis 

aumentados de IL-8 na região cervical também foram encontrados em 

mulheres grávidas infectadas (Simhan et al., 2007).  As respostas inflamatórias 

à T. vaginalis e T. foetus em modelos in vitro foi feita com lipofosfoglicanos 

destes parasitos com células epiteliais vaginais e cervicais, onde os autores 

encontraram um aumento da expressão da citocina IL-8 (Bastida-Corcuera et 

al.,2005; Fichorova et al., 2006), Além disso, em outro estudo foi feita a 
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interação com trofozoítos de T. vaginalis e células HeLa onde a citocina IL-8 

também foi secretada, e foi visto um aumento da transcrição de TNF-alfa e a 

participação de TLR2, 4 e 9, importantes receptores envolvidos na cascata de 

reconhecimento de patógenos (Chang et al., 2006). Experimentos de interação 

também foram realizados com macrófagos e neutrófilos, tipos celulares 

constituintes do sistema imunológico, onde foi vista também a liberação das 

citocinas IL-8 e IL-10 (Chang et al.,2006; Ryu et al., 2004; Shaio et al., 1995).  

 

1.4.6. Modelos Experimentais 

Os primeiros estudos sobre interação de tricomonas com possíveis 

hospedeiros foram realizados com fragmentos de fetos e embriões de galinha 

(Hogue, 1943). Mas os estudos sobre interação de tricomonas com células 

hospedeiras têm evoluído junto com o aperfeiçoamento de técnicas de cultura 

de células. A partir do momento em que linhagens celulares passaram a ser 

cultivadas in vitro, a interação com tricomonas passou a ser estudada mais 

facilmente.  

Nos últimos anos, muitos avanços foram alcançados no entendimento da 

interação entre os tricomonadídeos e as células hospedeiras. No entanto, os 

estudos que proporcionaram estes avanços, não empregaram células 

comumente usadas pelos parasitos in vivo, que seriam o alvo natural. Foram 

utilizadas linhagens celulares como a MDCK (Mardin-Darby Canine Kidney) 

(González-Robles et al., 1995), células HeLa (adenocarcinoma cervical 

humano) (Alderete  et al., 1995; Krieger, 1990), células McCoy de camundongo 

(Brasseur & Savel, 1982), células Vero provenientes de rim de macaco 
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(Alderete & Pearlman, 1984; Burguess  et al., 1990), células RK-13 de rim de 

coelhos (Heath, 1981), testículos de babuínos (Alderete & Pearlman, 1984), 

células aminióticas humanas – WISH (Honigberg, 1989) e células CHO - ovário 

de hamster chinês (Krieger  et al., 1985), para estudar o efeito citotóxico da 

tricomonas e os danos causados pelo parasito.  

Culturas de células epiteliais vaginais humanas e bovinas, bem como 

células obtidas de esfoliação por raspagem de células vaginais bovinas têm 

sido utilizadas com objetivos similares (Gilbert et al., 2000; Singh et al., 1999; 

Sommer et al.,2005; Corbeil et al., 1989). Recentemente, células epiteliais de 

útero bovino foram utilizadas como modelo de interação com T. foetus, nas 

quais foi observado que o parasito se estabelece e é citotóxico (Singh et al., 

2005). Entretanto, existem poucos estudos relacionados a infecções por 

tricomonas em partes mais profundas do trato reprodutivo. A infecção dos 

parasitos começa pela adesão à vagina, causando a vaginite e alguns autores 

relatam que as tricomonas seriam capazes de se moverem até o útero e o 

oviduto (Singh et al., 2004), uma vez que estudos in vivo demonstraram a 

presença do parasito nesses dois órgãos (Parsonson et al., 1976). Estudos 

comparando a interação de tricomonas com fibroblastos humanos e células 

epiteliais mostraram que os parasitos apresentam aderência e citotoxidade 

reduzidas quando fibroblastos foram utilizados como células-alvo. Gilbert e 

colaboradores (2000) realizaram a interação de T. vaginalis com fibroblastos 

obtidos de vagina humana e concluíram que os parasitos apenas aderiam à 

monocamada, mas não provocavam sua destruição. Logo, esses estudos in 

vitro mostraram que tricomonas seria um parasito restrito aos tecidos epiteliais, 
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não tendo sucesso em interações com células constituintes do tecido 

conjuntivo. Em virtude das controvérsias que existem acerca do conhecimento 

sobre a interação tricomonas-célula hospedeira é de suma importância verificar 

se as tricomonas têm a infecção restrita aos tecidos epiteliais ou se estes 

parasitos são capazes de infectar células de tecidos conjuntivos e musculares. 
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1.5. Objetivos 

1.5.6. Geral 

 Comparar o comportamento de Tritrichomonas foetus e 

Trichomonas vaginalis frente a células que constituem o tecido 

epitelial, conjuntivo e muscular. 

 

1.5.7. Específicos 

 Induzir a interação dos parasitos T. vaginalis e T. foetus com células 

epiteliais de oviduto bovino, fibroblastos de duas origens (humanos 

e 3T3) e mioblastos de ratos  

 Verificar se há processo de citoadesão e citotoxidade com ambas 

tricomonas frente aos fibroblastos e células musculares 

 Verificar se no processo de interação com ambas tricomonas-

epitélio há a liberação de citocinas 

 Caracterizar se ambas tricomonas induzem morte celular nos 

fibroblastos  e células musculares 

 Verificar se as tricomonas aderem em fragmentos de vagina bovina 

queratinizados 

 Verificar se as tricomonas têm preferência por superfícies 

revestidas ou não por queratina 

 Observar se a viabilidade da célula hospedeira seria imprescindível 

no momento da interação 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Cultivo in vitro de tricomonadídeos 

A cepa K de T. foetus foi isolada na década de 70, pelo Dr. Hélio Guida 

(Embrapa, Rio de Janeiro, Brasil), da cavidade prepucial de um touro 

naturalmente infectado do estado do Rio de Janeiro, Brasil. A cepa JT de T. 

vaginalis foi isolada no Hospital Universitário da Universidade Federal do Rio 

de Janeiro, Brasil e tem sido mantida em cultura desde 1980. Os trofozoítos, 

tanto T. foetus K, como T. vaginalis JT foram cultivados axenicamente em 

tubos de vidro de 8 mL contendo 7 mL de meio TYM (Diamond, 1957) 

acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor (60°C por 1 hora). 

As culturas foram mantidas em estufa a 37°C por 24 horas e o meio foi trocado 

após este período que corresponde à fase logarítmica de crescimento. 

O meio TYM utilizado foi composto de 22 mg/ml de triptose, 11 mg/ml de 

extrato de levedura, 5,6 mg/ml de maltose, 1 mg/ml de L-cisteína, 0,2 mg/ml de 

ácido ascórbico, 0,9 mg/ml de fosfato de potássio monobásico e 0,9 mg/ml de 

fosfato de potássio dibásico. Após adicionar os componentes acima, o pH foi 

ajustado para 6,2 e o meio, autoclavado a 120°C por 20 minutos. 

Todas as observações de células vivas foram realizadas por microscopia 

óptica de contraste de fase utilizando microscópio óptico invertido Axiovert, 

Zeiss. 
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2.2. Cultura primária de células epiteliais de oviduto bovino e obtenção de 

explantes vaginais bovinos 

Ovidutos de vacas foram removidos inteiros em um abatedouro 

comercial, imersos em PBS estéril contendo 0,05 g/l de sulfato de gentamicina 

e transportados para o laboratório em até duas horas. As fímbrias foram 

removidas, e os istmos e as ampolas foram usados para a realização dos 

experimentos. 

Os istmos e as ampolas dos ovidutos foram usados como fonte de 

células epiteliais tal como descrito previamente (Joshi, 1988; Walter, 1995, 

Midlej et al., 2009, Midlej & Benchimol 2010). A região luminal do órgão foi 

lavada com PBS gelado, o epitélio foi gentilmente pressionado com uma haste 

metálica e lavado novamente a fim de serem obtidas as células isoladas. 

Células ciliadas e não-ciliadas (células secretoras) foram obtidas após várias 

lavagens e transferidas para o meio de cultura 199 (M-5017, Sigma, USA). 

As células dos ovidutos foram mantidas em meio 199 (SIGMA) e 

suplementado com penicilina e estreptomicina (0,08 mg/ml cada) em garrafas 

de 25 cm², incubadas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2 em ar. O 

epitélio se estabeleceu em uma semana de cultivo. Os fibroblastos e células 

epiteliais foram separados por tripsinização diferencial (Gilbert et al., 2000). O 

purificado de células epiteliais foi determinado usando um anticorpo 

monoclonal anti-multicitoqueratina contra fibroblastos humanos (IC004, Dako, 

Dinamarca). 
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Para os testes de viabilidade, as células foram cultivadas em placas de 

24 poços, e os experimentos foram realizados quando uma confluência de 70-

80% das células foi alcançada. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias. 

A proliferação foi controlada por microscópia óptica. Para o crescimento das 

células foram usadas garrafas plásticas e/ou lamínulas de vidro (12 mm de 

diâmetro). Explantes vaginais bovinos medindo 2 cm de diâmetro foram obtidos 

de vaginas retiradas de vacas nos matadouros e transportadas para o 

laboratório. Os explantes foram retirados e colocados em placas de 35 mm e 

os parasitos adicionados para interação com T. vaginalis e T. foetus por até 4 

dias.  

2.3. Cultivo da linhagem 3T3 de fibroblastos de camundongo   

A linhagem celular de fibroblastos 3T3 de camundongo foi criada por 

Todaro e Green (1962) a partir de culturas primárias de fibroblastos de 

embriões murinos. Estas células foram plaqueadas na proporção de 3 x105 

células por poço e atingiram uma alta capacidade proliferativa sendo chamada 

de linhagem celular 3T3. Os fibroblastos 3T3 foram retirados do Banco de 

Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e mantidos em laboratório com meio DMEM 

suplementado de soro fetal bovino a 10%. O cultivo foi realizado em garrafas 

de 25 cm² e as células foram incubadas em estufa úmida com 5% de CO2 a 

37ºC.  

Para os testes de viabilidade, as células foram cultivadas em placas de 

24 poços, e os experimentos, realizados quando atingida uma confluência de 

70-80%. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias. A proliferação foi 

controlada por um microscópio óptico invertido. Garrafas plásticas e/ou 
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lamínulas de vidro (12 mm de diâmetro) foram utilizadas para o crescimento 

das células. 

2.4.  Cultivo da linhagem de células epiteliais MDCK 

 A cultura da linhagem de células epiteliais MDCK foi escolhida pelo fato 

de a literatura já ter obtido resultados satisfatórios para o estudo da interação 

parasito-célula hospedeira com as MDCKs. As células foram cultivadas em 

meio DMEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino em estufa úmida em 

uma atmosfera de 5% de CO2 até atingirem uma confluência de 

aproximadamente 70%. Com este tipo celular foram realizadas interações onde 

as MDCKs, após atingirem a confluência acima, foram fixadas em uma solução 

de etanol a 90% por 15 minutos. Posteriormente, foram feitas diversas 

lavagens para a retirada de todo o etanol e em seguida, foi feita a interação 

com as tricomonas. O objetivo deste procedimento foi verificar se as 

tricomonas só interagiriam com células vivas ou se seriam capazes de aderir às 

células hospedeiras inertes.  

2.5. Cultura primária de fibroblastos humanos 

 Fibroblastos humanos foram doados pelo Dr. Radovan Borojevic 

(Universidade Federal do Rio de Janeiro), a partir de biópsias retiradas em 

cirurgias no mesmo hospital, seguindo as normas éticas. Os fibroblastos foram 

obtidos de pele retirada do abdômen. Depois de coletadas, as amostras foram 

colocadas em meio DMEM (D5546, SIGMA, USA) suplementado com soro 

fresco humano e com o antibiótico gentamicina. O material foi cortado em 

pequenos fragmentos, colocado em garrafas de 25 cm2 e  incubado em estufa 
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com 5% de CO2 por até 10 passagens. No momento em que as células 

atingiram a confluência de 70 % foram realizados diversos ensaios de interação 

com o intuito de verificar se as tricomonas poderiam infectar células de outros 

tecidos, além do epitelial, tal como os fibroblastos presentes no tecido 

conjuntivo. A citoadesão e a citotoxicidade dos parasitos foi estudada por 

microscopia eletrônica, ensaios colorimétricos e imunofluorescência para 

detecção de morte celular. 

2.6. Cultivo da linhagem L6 muscular esquelética de ratos 

A linhagem muscular esquelética L6 foi obtida do Banco de Células do 

Rio de Janeiro (BCRJ) e mantida em laboratório com meio DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino. Esta linhagem teve origem a 

partir de fragmentos musculares do quadríceps de fêmur de ratos.  As células 

L6 se fusionam em cultura quando atingem uma confluência de 

aproximadamente 70%. O cultivo foi realizado em garrafas de 25 cm² e as 

células foram incubadas em estufa úmida com 5% de CO2 a 37ºC.  

Para os testes de viabilidade, as células foram cultivadas em placas de 

24 poços e os experimentos, realizados quando uma confluência de 70-80% 

das células foi alcançada. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias. A 

proliferação foi controlada por um microscópio óptico invertido. Foram usadas 

garrafas plásticas e/ou lamínulas de vidro (12 mm de diâmetro) revestidas com 

gelatina a 0.05% para o crescimento das células. 
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2.7. Experimentos de interação 

2.7.1. Experimentos de co-incubação e ensaios de adesão 

Em todos os experimentos onde se realizaram a interação de T. foetus e 

T. vaginalis com células hospedeiras, a proporção de células foi de 5:1, 

enquanto que  a proporção dos volumes de meio de cultura foi mantida em 

meio TYM a 25% e   meio DMEM ou 199 a 75%. A citoadesão foi confirmada 

através de sucessivas lavagens da cultura após exposição das células aos 

parasitos. Nos experimentos controles, as células hospedeiras foram utilizadas 

sem a presença  de tricomonas. O processo de interação foi seguido em 

microscópia óptica.  

2.7.2. Ensaios de citotoxicidade 

As células-hospedeiras foram aderidas em placas de cultura de 24 

poços em meio DMEM e mantidas até formar uma monocamada confluente (2 

x 105 células). Os parasitos foram adicionados na proporção mencionada 

acima e incubados por diferentes tempos a 37°C. Para os experimentos 

controles, os parasitos não foram adicionados. Ao final dos períodos de 

incubação, as células que restaram aderidas foram fixadas com 

paraformaldeído (PF) a 2%, lavadas em PBS e coradas com cristal violeta a 

0,13% (Alderete & Pearlman, 1984). O material corado foi subsequentemente 

lavado em água destilada e as placas mantidas ao ar para secar. Após a 

secagem total das placas o material restante ainda corado foi solubilizado com 

SDS a 1% e etanol a 50%. A intensidade desta coloração foi lida em um 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 570 nm. A citotoxicidade foi 
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calculada como 1- (E/C), onde E representa as medidas das amostras 

experimentais e C, as amostras controles. 

2.7.3. Detecção de Citocinas 

 Nosso objetivo foi verificar se as células hospedeiras secretariam 

citocinas em resposta à infecção por tricomonas. Para verificar os níveis 

extracelulares de mediadores pró-inflamatórios, os sobrenadantes das 

interações da cultura epitelial de oviduto com tricomonas foram avaliados, 

comparando os controles não infectados ou infectados por 12 horas. Os 

sobrenadantes recolhidos foram centrifugados e estocados a -20ºC. Para as 

dosagens posteriores, foi utilizado o kit de ELISA OptEIA (BD) para a detecção 

de IL-10 e IL-8, e o kit R&D para a detecção de IL-1β, TNF-α e TGF-β, 

conforme o protocolo dos fabricantes. As leituras foram feitas em leitor de 

ELISA (BIO-RAD), em 450 nm de absorbância. 

2.8. Análise da perda do potencial de membrana mitocondrial por 

fluorescência 

As interações dos parasitos com células hospedeiras foram testadas 

com o marcador JC-1 (5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolyl-

carbocyanine iodide, Molecular Probes, USA) após até 12 horas de interação. 

Este teste foi usado para medir as mudanças no potencial de membrana 

mitocondrial das células hospedeiras após a infecção pelos parasitos. O JC-1 

tem a propriedade de entrar seletivamente nas mitocôndrias e, de acordo com 

a magnitude do potencial de membrana mitocondrial, seu estado oligomérico 

se altera e a fluorescência pode passar da cor vermelha para a cor verde. A 
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taxa de intensidade de fluorescência vermelha:verde do JC-1 fornece um perfil 

do potencial de membrana mitocondrial, no qual uma alta taxa de potencial é 

observada com fluorescência vermelha e uma baixa taxa em fluorescência 

verde (Reers et al., 1991). 

As células infectadas com os parasitos foram incubadas com 5 µg/ml do 

JC-1 a 37°C, por 1 hora. As análises microscópicas das imagens fluorescentes 

foram realizadas usando o equipamento mencionado acima, com filtros 

apropriados: a emissão vermelha do JC-1 foi lida a 546 nm, enquanto a 

emissão verde, em 520 nm. As amostras foram observadas em um microscópio 

de fluorescência (Axiphot II – Zeiss-Alemanha). As imagens foram adquiridas 

usando uma câmera CCD em tempo real Zeiss Axiocam MRc5 (Zeiss - 

Alemanha). 

2.9. TUNEL 

 Para analisar se houve fragmentação da cromatina nas células 

hospedeiras após interação das tricomonas, utilizamos o método do TUNEL 

(Terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP Nick-end labeling) com 

o teste “In Situ Cell Death Detection Kit” (Roche Diagnostics, Meylan, França). 

Os parasitos foram incubados com as células hospedeiras por 12 horas, 

fixadas à temperatura ambiente em PF a 2% (v/v), em tampão fosfato 0,1 M 

(pH 7,2) e subsequentemente lavadas em PBS. Logo após, as células foram 

permeabilizadas com Nonidet-40 a 3% (Sigma, St. Louis, USA) por 40 minutos. 

As amostras foram embebidas em cloreto de amônio 50 mM e albumina bovina 

a 3% (BSA) em PBS por 30 minutos. A marcação foi analisada de acordo com 

as instruções do fabricante. Controles positivos foram tratados com DNase I 
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(Sigma, St.Louis, MO) por 10 minutos à temperatura ambiente, enquanto os 

controles negativos foram marcados com o fluorocromo (recipiente 2 do kit), 

que não possui o terminal da enzima transferase. As amostras foram 

observadas em um microscópio de fluorescência (Axiphot II – Zeiss, 

Alemanha). As imagens foram adquiridas usando uma câmera CCD em tempo 

real C5985-10 (Hamamatsu, Japão). 

2.10. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

No processamento de rotina para microscopia eletrônica de varredura, 

as amostras coletadas após diversos tempos de interação foram fixadas em 

glutaraldeído a 2,5% em tampão fosfato de sódio 0,1M pH 7,2 por 2 horas, à 

temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas em PBS e pós-fixadas por 

30 minutos em OsO4 a 1% em tampão fosfato de sódio 0,1M pH 7,2. A seguir, 

as células foram lavadas em PBS e desidratadas em porcentagens crescentes 

de etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100% por duas vezes) em etapas de 

15 minutos cada. As células foram secas pelo método de ponto-crítico e, em 

seguida, montadas em suportes metálicos apropriados. A metalização foi feita 

com ouro na espessura de 25 nm.  As amostras foram observadas no 

microscópio eletrônico de varredura Jeol 5800. 

2.11. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

A interação de tricomonas com fibroblastos e células musculares foi 

realizada em garrafas de poliestireno de 25 cm². Após o tempo de interação, 

que variou de 3h até 12h, as interações foram fixadas em glutaraldeído a 2,5% 

em tampão cacodilato de sódio 0,1M por, no mínimo, 2 horas, à temperatura 
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ambiente. Em seguida, as células foram retiradas das garrafas pelo método de 

raspagem com o auxílio do Rubber policeman.  Posteriormente, foram lavadas 

em PBS e pós-fixadas por 30 minutos em de OsO4, a 1% contendo CaCl2 a 5 

µM e ferricianeto de potássio a 0,8% em tampão cacodilato 0,1M pH 7,2. Em 

seguida, as células foram desidratadas em graus crescentes de acetona (70%, 

90% e 100% duas vezes) em etapas de 15 minutos. Por último, o material foi 

infiltrado e incluído em resina epoxy (Epon), por 72 horas. Após a 

polimerização, os blocos de resina foram cortados no ultramicrótomo, obtendo-

se cortes ultrafinos prateados e coletados em grades de cobre de 300 mesh. 

As grades contendo os cortes foram contrastadas com acetato de uranila a 5% 

por 30 minutos e citrato de chumbo a 10% por 10 minutos para posterior 

observação ao microscópio eletrônico de transmissão Jeol 1210. 

2.12. Interação de tricomonas com queratina de epiderme humana  

 Com o intuito de testar se os parasitos interagiriam com queratina, 

lamínulas foram imersas em 5 µg/mL de queratina epidérmica humana (Sigma, 

USA) diluída em água destilada. As lamínulas foram revestidas e colocadas em 

estufa a 37 ºC por 1 hora. Depois de toda água evaporada, os parasitos foram 

adicionados a lamínulas recobertas com queratina e o tempo de interação foi 

de 1 hora. As amostras foram processadas para MEV como descrito no item 

2.9. A interação dos parasitos com queratina em suspensão também foi 

realizada por 1 hora e o material foi processado para microscopia eletrônica de 

transmissão, conforme mencionado no item 2.11. Para confirmar que as 

partículas aderidas e endocitadas pelos parasitos eram de queratina, foi 

realizada imunofluorescência com anticorpo primário monoclonal anti-
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citoqueratina (Sigma, USA). O anticorpo secundário fluorescente utilizado foi o 

anti-camundongo (anti-mouse) conjugado com o fluoróforo Alexa Fluor 488 

(Molecular Probes, USA), diluído 1:100. 

2.13. Ensaios de espécie-especificidade 

 Para verificar se a interação era espécie-específica, foram obtidos 

explantes vaginais de vacas em matadouros e T. vaginalis foram 

imediatamente adicionados. Após 48 horas de interação os explantes foram 

processados para MEV como descrito no item 2.10. O contrário foi feito para T. 

foetus, células vaginais humanas foram obtidas a partir de raspagem vaginal 

com swabs de doadoras saudáveis. As células isoladas foram lavadas com 

PBS pH 7,2, e postas em interação por 20 minutos e processadas para MEV. 

3. Resultados 

3.1. Interação de tricomonadídeos com fibroblastos humanos 

 No intuito de investigar os efeitos citotóxicos dos tricomonadídeos 

em células que constituem tecidos mais profundos do trato reprodutivo, um 

sistema de cultura primária de fibroblastos humanos foi desenvolvido. Depois 

de aderidas, as células exibiram morfologia e crescimento característicos, com 

a formação de uma monocamada achatada não confluente (Fig. 3a). Os 

fibroblastos apresentaram projeções fibrosas, que partiam da periferia das 

células (Fig. 3b). Os experimentos de interação foram feitos nas concentrações 

de 5:1 parasitos:células alvo, em intervalos de tempos variáveis entre 1 hora e 

6 horas. Experimentos de co-incubação dos fibroblastos com os 

tricomonadídeos demonstraram que T. vaginalis e T. foetus foram capazes de 
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aderir à monocamada (Figs. 3c-d), porém de modos distintos.  Enquanto T. 

vaginalis assumiu uma morfologia amebóide, propiciando assim um aumento 

da superfície de contato com a célula hospedeira (Fig. 3e), T. foetus aderiu 

preferencialmente pelo axóstilo (Fig. 3f).  Os ensaios de citotoxicidade foram 

realizados com o intuito de analisar e quantificar a capacidade dos parasitos 

em arrancar as os fibroblastos humanos aderidos do substrato. Como mostrado 

na figura 4, ambos parasitos danificaram a monocamada de fibroblastos 

rapidamente, sendo que T. foetus destruiu quase 60% dos fibroblastos 

humanos enquanto que T. vaginalis destruiu a quase totalidade das células 

alvo em apenas 6 horas.  

O ensaio de viabilidade mitocondrial foi realizado através do teste do JC-

1. Na Figura 5a está representada a imagem de DIC dos fibroblastos humanos 

controle, sem a adição dos parasitos, onde se nota que os fibroblastos 

apresentaram corpo alongado. A fluorescência do marcador JC-1 varia de 

acordo com o potencial de membrana mitocondrial. Por exemplo, se o potencial 

de membrana da organela for mantido, as mitocôndrias marcadas fluorescem 

vermelho, como visto na fluorescência do controle (Fig. 5b), e não fluorescem 

verde (Fig 5c). No caso de as mitocôndrias perderem seu potencial de 

membrana, irão emitir fluorescência verde e perderão a fluorescência 

vermelha.  T. vaginalis foram colocadas em interação com os fibroblastos 

humanos por 6h e pôde-se observar o arredondamento celular resultante da 

retração dos fibroblastos após interação com T. vaginalis (Fig. 5d)  e a perda 

da fluorescência vermelha das células hospedeiras quando os parasitos 

estavam presentes (Fig. 5e) e o aparecimento da fluorescência verde (Fig. 5f), 
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o mesmo aconteceu na interação com T. foetus representada na imagem em 

DIC (Fig. 5g) que induziu a perda da marcação vermelha nas mitocôndrias dos 

fibroblastos humanos (Fig. 5h), e o aparecimento da fluorescência verde (Fig. 

5i). O ensaio de viabilidade, JC-1, sugere que T. vaginalis e T. foetus induziram 

os fibroblastos humanos a uma morte celular por apoptose. 
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Figura 3. Microscopia eletrônica de varredura da interação de T. vaginalis e T. foetus com 

fibroblastos humanos por 3 horas. Nos controles (a-b) os parasitos não foram adicionados. 

Na figura (a) nota-se a formação de uma monocamada não confluente, típica de fibroblastos. 

É possível observar um alto número de filopódios emitidos por estas células (b, setas). Após 

3 horas de interação, T. vaginalis (c) e T. foetus (d) aderiram aos fibroblastos humanos. Na 

figura (e) observa-se que T. vaginalis apresenta projeções (cabeças de setas) de sua 

membrana em direção à célula alvo. A adesão de T. foetus ocorre pelo axóstilo (f, seta). 
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Figura 4. Gráfico exibindo a citotoxicidade exercida por T. foetus e T. vaginalis quando em 

interação com a cultura primária de fibroblastos humanos. Foi realizado ensaio de 

espectrofotometria usando a técnica do cristal violeta. Os danos causados nas monocamadas de 

fibroblastos foram observados depois da incubação com os parasitos. Note que ambos os 

parasitos apresentaram alta citotoxicidade mesmo em tempos curtos. Note que T. vaginalis foi 

mais citotóxica que T. foetus destruindo quase 100% da monocamada em 6h. 1- (E/C), onde E 

representa as medidas das amostras experimentais e C as amostras controle. 
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Figura 5. Análise do potencial de membrana mitocondrial durante a interação de T. vaginalis e T. 

foetus com fibroblastos humanos, usando o marcador fluorescente JC-1. Os fibroblastos humanos 

controle estão representados por DIC em a. A fluorescência vermelha define a existência do 

potencial de membrana, como encontrado em b e a ausência da fluorecência verde confirmou que 

os fibroblastos controle não perderam seu potencial de membrana mitocondrial c. A infecção por T. 

vaginalis (d) promoveu a perda do potencial de membrana mitocondrial dos fibroblastos humanos 

após 6 horas de interação, como visto a ausência da fluorescência vermelha (e) e presença da 

fluorescência verde (f). A interação com T. foetus (g) também induziu a perda da fluorescência 

vermelha (h) note o aparecimento da fluorescência verde (i), indicando a morte celular por apoptose 

dos fibroblastos humanos na presença dos parasitos. Barra, 20 µm. 
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3.2. Interação de tricomonadídeos com fibroblastos 3T3 de camundongo 

 Ainda existem controvérsias a respeito da habilidade das 

tricomonas de interagir com monocamadas de diferentes espécies. Alguns 

autores acreditam que a interação seja espécie-específica, ou seja, T. vaginalis 

só apresentariam citotoxicidade em células humanas e T. foetus em células 

bovinas. Assim, neste trabalho foi realizada a interação dos parasitos com a 

linhagem 3T3 de fibroblastos de camundongo, com o objetivo de comparar os 

resultados obtidos na interação de fibroblastos humanos. Por microscopia 

eletrônica de varredura, os fibroblastos murinos controle apresentaram uma 

monocamada não confluente, algumas vezes com a superfície lisa (Fig. 6a) e 

outras com microvilos (Fig. 6b). Foi possível observar durante a interação, a 

adesão de T. vaginalis, mesmo quando o parasito encontrava-se em divisão 

(Fig. 6c). Na interação com T. foetus, os parasitos aderiram preferencialmente 

pela parte posterior e já foi possível observar alterações  morfológicas  como  

retração  celular  e  blebbings (Fig. 6d).  

Com o objetivo de observar se os parasitos induziriam morte celular das 

células hospedeiras, foi utilizado o marcador JC-1. O ensaio foi feito em 12 

horas na presença ou ausência dos parasitos e pôde-se observar que o 

controle apresentou células viáveis (Figs. 7a-c). Foi observado que a infecção 

provocou a perda do potencial mitocondrial com T. vaginalis (Figs. 7d-f) e T. 

foetus (Figs. 7g-i). A atividade de endonucleases na interação também foi 

avaliada pela técnica do TUNEL. A atividade do marcador foi testada no 

controle positivo com DNase onde pode se notar marcação (Figs. 8a,b). Não foi 

observada marcação do TUNEL no controle (Figs. 8c,d). Nos ensaios de 

interação com T. vaginalis, a linhagem 3T3 sofreu morte celular por apoptose 
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após 12 horas de infecção, indicada pela marcação positiva do TUNEL (Figs. 

8e,f). Não foi possível notar marcação positiva para TUNEL na interação com 

T. foetus (Figs. 8g,h). O ensaio de citotoxicidade realizado mostrou que apenas 

T. vaginalis apresentou citotoxicidade, enquanto T. foetus mostrou ser pouco 

agressiva à linhagem 3T3 (Fig. 9). 
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Figura 6. Microscopia eletrônica de varredura da interação de T. vaginalis e T. foetus com 
fibroblastos de camundongo por 12 horas. Nos controles (a, b) os parasitos não foram 
adicionados. Em (a) é possível notar a formação de uma monocamada não confluente, típica 
de fibroblastos,Em b foi observada a formação de microvilos (setas). Após 12 horas de 
interação, T. vaginalis (c) e T. foetus (d) aderiram aos fibroblastos murinos. Na figura (c) foi 
notado que T. vaginalis se manteve aderida mesmo quando estava em divisão. A adesão de 
T. foetus ocorreu pela parte posterior e já foi possível observar a retração da célula alvo e 
“blebbings” de membrana (d,*). 
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Figura 7. Análise do potencial de membrana mitocondrial durante a interação de T. vaginalis e T. foetus 

com fibroblastos 3T3 de camundongo, usando o marcador fluorescente JC-1. Os fibroblastos de 

camundongos controle estão representados por DIC em a. A fluorescência vermelha define a existência do 

potencial de membrana, como encontrado em b e a ausência da fluorecência verde confirmou que os 

fibroblastos controle não perderam seu potencial de membrana mitocondrial, c. A infecção por T. vaginalis 

(d) promoveu a perda do potencial de membrana mitocondrial dos fibroblastos de camundongo após 12 

horas de interação, como visto a ausência da fluorescência vermelha (e) e presença da fluorescência 

verde (f). A interação com T. foetus (g) também induziu a perda da fluorescência vermelha (h) note o 

aparecimento da fluorescência verde (i), indicando a morte celular por apoptose dos fibroblastos de 

camundongo na presença dos parasitos.  
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Figura 8. Interação de fibroblastos murinos com T. vaginalis e T. foetus por um 

período de 12 horas. Após este período, os parasitos e fibroblastos 3T3 são 

observados por microscopia óptica em DIC (painéis do lado esquerdo), e por 

fluorescência quando foram marcados com TUNEL (painéis do lado direito). Em a-b 

são observados fibroblastos tratados com DNase I, sem exposição aos parasitos. 

Na linha c-d, os fibroblastos murinos controle sem infecção com parasitos. A 

marcação no núcleo das células hospedeiras foi observada quando estas foram co-

incubadas com T. vaginalis (linha e-f). No entanto, quando as T. foetus (linha g-h) 

foram co-incubadas com as células alvo, não se observou marcação.  

.  
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Figura 9. Gráfico mostrando a citotoxicidade exercida por T. foetus e T. vaginalis na 

linhagem 3T3 de fibroblastos usando a técnica do cristal violeta. Note que somente T. 

vaginalis (♦) apresentou citotoxicidade enquanto que T. foetus (■) foi muito pouco agressiva 

à monocamada. 1- (E/C), onde E representa as medidas das amostras experimentais e C as 

amostras controle. 

 

3.3. Interação de tricomonadídeos com células musculares 

No intuito de investigar os efeitos citotóxicos dos tricomonadídeos em 

células que constituem o tecido muscular, foi obtida uma cultura da linhagem 

L6 de mioblastos de camundongo. Depois de aderidas, as células ficaram 

alongadas e justapostas (Figs. 10 a-b). Quando atingida a confluência 

desejada, os parasitos foram adicionados e após 6 horas de incubação 

estavam aderidos à monocamada que, com este tempo de interação, já 
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apresentava sinais de destruição tanto com T. vaginalis (Fig. 10c) quanto com 

T. foetus (Fig. 10e). T. vaginalis induziu aberturas na monocamada e aderiu ao 

substrato (Fig. 10c) enquanto que T. foetus, se manteve aderida sobre as 

células musculares (Fig. 10e). Em maior aumento foi possível observar a 

retração da monocamada com os parasitos aderidos (Figs. 10d e 10f). Além 

disso, os mioblastos submetidos à interação com T. foetus apresentaram a 

formação de filopódios (Fig. 10f). Para acompanhar com mais detalhamento os 

efeitos dos parasitos sobre as células musculares, a interação acima descrita 

foi processada para microscopia eletrônica de transmissão. Quando houve 

interação com T. vaginalis foi possível observar o parasito aderido à célula 

muscular (Fig. 11a) tendo se notado que a célula alvo apresentou sinais de 

morte celular, como vacuolização do citoplasma e condensação da cromatina 

(Fig. 11b). Já na figura 11c, na interação com T. foetus, o parasito foi flagrado 

aderido à célula muscular e há evidências dele estar “beliscando” a superfície 

da mesma (Fig. 11c), fato que é melhor observado na figura 11d. Para 

confirmar a morte celular causada pelos parasitos, foi utilizado o marcador de 

potencial mitocondrial JC-1. T. vaginalis e T. foetus foram colocados em 

interação com os mioblastos por 6h e pôde-se observar a perda do potencial de 

membrana mitocondrial das células hospedeiras quando os parasitos estavam 

presentes (Figs. 12d-i). Nos controles, quando os parasitos não estavam 

presentes, as mitocôndrias ficaram marcadas na cor vermelha (Fig. 12b). O 

ensaio de viabilidade com JC-1 confirmou que T. vaginalis e T. foetus 

induziram a morte das células musculares. Por fim, para quantificar o potencial 

citotóxico das tricomonas aqui testadas sobre as células musculares, foram 

realizados ensaios de citotoxicidade. Como mostrado na figura 13, ambos 
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parasitos danificaram a monocamada muscular rapidamente, sendo que T. 

foetus destruiu quase 60% da monocamada muscular, enquanto que T. 

vaginalis destruiu quase a totalidade das células alvo em apenas 24 horas.  
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Figura 10. Microscopia eletrônica de varredura da interação de T. vaginalis e T. foetus com 

células musculares por 6 horas. Nos controles (a- b) os parasitos não foram adicionados. Em 

(a) nota-se a formação de células alongadas e justapostas. Em maior aumento, é possível 

observar o contato íntimo entre as células (b). Após 6 horas de interação, T. vaginalis (c) e T. 

foetus (e) aderiram à monocamada de células musculares e provocaram a abertura de 

espaços entre as células musculares. Nas figuras (d,  f) observa-se em maior aumento vários 

parasitos aderidos e a monocamada retraída.  T. vaginalis (d) e T.foetus (f). 
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Figura 11. Microscopia eletrônica de transmissão da interação de T. vaginalis (TV) (a-b) e T. foetus (TF) (c- d) 

com células musculares (CM). Em (a) pode-se observar a adesão de T. vaginalis (TV) à célula-alvo muscular 

(CM).  Nota-se uma célula muscular com sinais de apoptose, como condensação da cromatina (b, Cr) e intensa 

vacuolização citoplasmática (b, *). Na interação com T. foetus, o parasito foi visto aderido simultaneamente a até 

três células musculares (c); em uma delas parece que o parasito retira um pedaço da membrana (c, setas). Em d, 

detalhes do parasito endocitando um pedaço da membrana da célula hospedeira (cabeças de seta). 
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Figura 12. Análise do potencial de membrana mitocondrial durante a interação de T. vaginalis e T. 

foetus com células musculares, usando o marcador fluorescente JC-1. A fluorescência verde indica a 

perda do potencial de membrana e a fluorescência vermelha define a existência do potencial de 

membrana. A infecção por tricomonas promoveu a perda do potencial de membrana mitocondrial dos 

mioblastos após 6 horas de interação com ambos parasitos. Nas figuras a-c, células musculares-

controle, na ausência de parasitos. As células-alvo foram infectadas com T. vaginalis (d-f) e T. foetus 

(g-i). Note a intensa marcação verde quando os parasitos estão presentes.  
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Figura 13: Gráfico exibindo a citotoxicidade exercida por T. foetus e T. vaginalis quando em 

interação com a cultura L6 de células musculares. Foi realizado ensaio de 

espectrofotometria usando a técnica do cristal violeta. Os danos causados nas 

monocamadas de mioblastos foram observados depois da incubação com os parasitos. 

Note que ambos parasitos apresentaram citotoxicidade. Note que as T. vaginalis foram mais 

citotóxicas que as T. foetus, destruindo quase 100% da monocamada em 24h. 1- (E/C), 

onde E representa as medidas das amostras experimentais e C as amostras controle. 

 

3.4. Interação de tricomonadídeos com diversos modelos celulares 

 Com o intuito de adicionar mais elementos ao conhecimento sobre a 

interação de tricomonas com células-hospedeiras, realizamos diversos ensaios 

de interação com células de organismos diferentes daqueles que T. vaginalis e 

T. foetus são conhecidos por provocar doenças. Recentemente, nosso grupo 

publicou um estudo mostrando que T. vaginalis pode interagir e ser mais 

citotóxica do que T. foetus em células epiteliais de oviduto bovino (Midlej et 

al.,2009). Para complementar este trabalho, que tem como objetivo 

desmistificar a idéia de que a interação seja espécie-específica, foi realizada a 

interação de T. foetus com células vaginais humanas, obtidas a partir da 

raspagem do epitélio vaginal de doadoras saudáveis. Por microscopia 

eletrônica de varredura foi possível observar que T. foetus interagiu com as 

células epiteliais vaginais humanas (Fig. 14). Apesar do nosso grupo já ter 

publicado a interação de T. vaginalis com células epiteliais de oviduto bovino, 
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um órgão encontrado na parte superior do trato genital bovino, foi feita 

interação de T. vaginalis com explantes retirados de vagina bovina. Os 

explantes foram co-incubados com T. vaginalis por até 3 dias e, 

surpreendentemente, não foi encontrado nenhum parasito aderido ao explante 

vaginal bovino. Devido à alta queratinização desse explante, supusemos que 

isto poderia ter impedido a adesão do parasito. Para verificar se as tricomonas 

teriam problemas de adesão à queratina foi realizada a interação com 

fragmentos de queratina, isolados da epiderme humana. Diferentemente do 

que foi encontrado na interação com explantes vaginais bovinos, ambas T. 

vaginalis e T. foetus aderiram aos fragmentos de queratina contrariando a idéia 

inicial de que a queratina impediria a interação (Fig. 15). Além da adesão, 

evidenciada por MEV, o material foi processado para MET, e a adesão de T. 

foetus foi novamente observada (Fig. 16a). Além disso, foi encontrado material 

endocitado dentro de vacúolos em T. foetus (Fig. 16b). A endocitose de 

queratina foi evidenciada na interação por T. vaginalis (Fig. 16c) e foram 

observados vacúolos com material endocitado (Fig. 16d). Para confirmar se os 

fragmentos aderidos aos parasitos bem como se os vacúolos endocíticos 

continham realmente queratina, foi feita imunofluorescência utilizando anticorpo 

anti-queratina.  Nas imunomarcações foi encontrado resultado positivo para 

queratina, no qual T. vaginalis apresentou diversos fragmentos aderidos à 

superfície (Figs. 17a-c). Além disso, um pequeno fragmento de queratina foi 

visto endocitado (visão detalhada, Figs. 17a-c).  A interação com T. foetus 

também mostrou que os fragmentos aderidos à membrana do parasito eram de 

queratina (Figs. 17c-d).  
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Outra dúvida presente baseia-se no fato de a viabilidade da célula 

hospedeira ser crucial para que haja interação. Como modelo de célula 

hospedeira foi utilizado a linhagem celular MDCK tratado com etanol 90% e 

posteriormente lavado por sete vezes com PBS para a retirada de todo etanol. 

Foi visto que os parasitos aderiram à monocamada, porém não conseguiram 

arrancá-la do substrato em que estava aderido. O ensaio de citotoxicidade 

também foi feito, porém a monocamada manteve-se intacta após a interação. 
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Figura 14. Micrografia eletrônica de varredura de T. foetus em interação com células 

vaginais humanas. Foi possível observar os parasitos (verde) fortemente aderidos à 

superfície das células vaginais (vermelho). Imagem colorida no programa Adobe 

Photoshop CS3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Micrografia eletrônica de varredura da interação de tricomonas com fragmentos de 

queratina obtidos da epiderme humana. Note que tanto T. vaginalis (a) quanto T. foetus (b) aderiram 

à queratina. 

 



59 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Interação de T. foetus (a-b) e T. vaginalis (c-d) com fragmentos de queratina por MET. A adesão 

de T. foetus (TF) a um fragmento de queratina (Q) é observada em (a) e vacúolos com material endocitado 

são encontrados em (b).  Nota-se que T. vaginalis também endocita os fragmentos de queratina (Q) em (c) 

e apresenta vacúolos com material endocitado (d). 
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Figura 17. Interação de T. vaginalis (a-c) e T. foetus (d-f) com queratina marcada com o anticorpo 

monoclonal anti-queratina. Nota-se que os fragmentos aderidos a T. vaginalis (b-c) e T. foetus (e-f) 

possuem marcação positiva para queratina. Ainda é possível observar que um pedaço queratinizado é 

endocitado por T. vaginalis (a-c, visão detalhada, cabeças de seta).  
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3.5. Secreção de citocinas na interação de tricomonas com células 

epiteliais de oviduto bovino 

A atividade de T. vaginalis e T. foetus em estimular respostas imunes foi 

analisada com medidas de liberação de citocinas em uma cultura primária de 

células epiteliais de oviduto bovino. Estas células foram escolhidas como 

modelo de célula- alvo por ter apresentado um grande número de células 

secretoras, tal como em um estudo anterior (Midlej et al., 2009). Para medir as 

citocinas liberadas tricomonas foram adicionadas a uma cultura epitelial por 12 

horas e o sobrenadante coletado para a análise da possível liberação das 

citocinas IL-8, IL-10, TNF- , TGF-  e IL-1 . A interação com T. vaginalis 

mostrou um leve aumento na liberação de IL-10 em comparação com o 

controle (Fig. 18). Interessantemente, na interação com T. foetus houve um 

aumento de quase nove vezes na liberação de IL-10 em comparação com o 

controle. Já os ensaios para detecção das citocinas IL-8, TNF- , TGF-  e IL-1  

não apresentaram resultados positivos com ambos os parasitos e nem quando 

foi realizado o controle positivo com LPS bacteriano. O LPS é um antígeno não 

específico, presente nas bactérias, altamente reativo que é constantemente 

utilizado como controle positivo, em análises de detecção de moléculas 

inflamatórias, pois se trata de um potente ativador de liberação de moléculas 

inflamatórias em várias células hospedeiras.  
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Figura 18. Detecção da citocina IL-10 em sobrenadantes de 

experimentos controles e quando interação com T. vaginalis e T. 

foetus. Foi observado um leve aumento na liberação de citocinas 

quando T. vaginalis esteve presente. Diferentemente de T. 

vaginalis, os sobrenadantes de T. foetus apresentaram uma 

quantidade quase 9 vezes maior de citocinas. 
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4. Discussão 

 No presente trabalho, foi investigada a capacidade de T. vaginalis e T. 

foetus aderirem e infectarem células hospedeiras de diferentes origens. Os 

tipos celulares que podem ser infectados por tricomonas ainda não foram 

totalmente esclarecidos e os ensaios experimentais realizados até hoje 

utilizaram células epiteliais como modelo. 

4.1. Tricomonas interagem com fibroblastos humanos e de camundongo 

  A tricomonose humana e bovina pode desencadear inúmeros sintomas 

que acreditamos que sejam conseqüência de danos causados a tecidos mais 

profundos que o epitelial, como os tecidos conjuntivos e musculares. A camada 

epitelial vaginal é bem espessa o que dificultaria o acesso dos parasitos aos 

tecidos mais profundos. No entanto, se os parasitos são capazes de alcançar o 

trato genital superior (Aburel et al., 1957), como útero e ovidutos, que são 

compostos por uma camada epitelial única, esta barreira é mais simples de ser 

rompida propiciando  aos parasitos penetrar  em tecidos conjuntivos e 

musculares mais facilmente. 

 Estudos anteriores in vitro realizaram interação de uma cultura primária 

de fibroblastos humanos com tricomonas e concluíram que houve adesão, 

porém citotoxicidade reduzida (Alderete & Garza, 1985; Gilbert et al., 2000). 

Um estudo recente usou camundongos para fazer ensaios de infecção in vivo e 

observou que T. vaginalis causava alterações em células do tecido conjuntivo 

(Escario et al., 2009). No presente trabalho, foi obtida uma cultura primária de 

fibroblastos humanos e o mesmo ensaio de citotoxicidade com o cristal violeta 
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que foi utilizado por Alderete e colaboradores em tricomonas no ano de 1985 

foi realizado, porém diferentemente do encontrado no estudo anterior, nosso 

grupo demonstrou uma alta citotoxicidade dos tricomonadídeos à monocamada 

de fibroblastos humanos, que foram destruídos eficientemente. Talvez a 

divergência de resultados encontrada em nosso trabalho e nos de Alderete e 

colaboradores (1985) e Gilbert e colaboradores (2000), tenha ocorrido devido 

às cepas utilizadas, pois atualmente sabe-se que diferentes cepas podem se 

comportar de maneiras distintas (Jesus et al. 2004). Além do ensaio de 

citotoxicidade que relatou a capacidade de T. foetus e T. vaginalis em arrancar 

as células hospedeiras do substrato, foi observado que os parasitos induziram 

o processo de morte celular, confirmado pela técnica do JC-1 que mede a 

viabilidade mitocondrial. Depois de constatada a capacidade dos parasitos 

interagirem com a cultura primária de fibroblastos humanos, a citotoxicidade 

das tricomonas foi comparada quando se utilizoua linhagem 3T3 de fibroblastos 

de camundongo. Sinais de morte celular foram observados por MEV, como 

retração celular e “blebbings” de membrana. O marcador fluorescente JC-1 

também mostrou que os parasitos foram capazes de induzir a morte de células 

da linhagem 3T3 de fibroblastos. Comparativamente, ambas T. vaginalis e T. 

foetus foram menos citotóxicas à linhagem 3T3 do que à cultura primária de 

fibroblastos humanos. No ensaio de citotoxicidade realizado, T. foetus tiveram 

citotoxicidade muito reduzida, em tempos de até 48 horas de interação. Como 

visto na técnica do TUNEL que detecta DNA fragmentado nas células 

hospedeiras, apenas T. vaginalis induziu apoptose na linhagem 3T3, em 12 

horas. A menor agressividade dos parasitos pode ser atribuída ao fato dos 

fibroblastos 3T3 serem uma linhagem modificada geneticamente o que poderia 
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tê-la tornado mais resistente ao ataque dos parasitos. A interação foi realizada 

também com a linhagem L6 de mioblastos de ratos, pois se sabe que a 

camada muscular uterina é muito importante no processo de gestação e caso 

as tricomonas estejam presentes neste tecido, as consequências se tornam 

muito graves. As análises de MEV mostraram parasitos aderidos e redução do 

contato íntimo entre as células hospedeiras. As interações processadas para 

MET mostraram mioblastos com sinais morfológicos de morte celular e o 

momento em que T. foetus “belisca” a membrana da célula hospedeira.  Assim 

como comprovado com os fibroblastos, a citotoxicidade exercida pelos 

parasitos nas células musculares foi confirmada pelos ensaios JC-1 e cristal 

violeta. Logo, é possível que as consequências que mulheres grávidas sofrem, 

tais como partos prematuros e infertilidade poderiam ser desencadeadas por 

danos na camada submucosa ou até mesmo a muscular do trato genital, já que 

os parasitos conseguem interagir com qualquer célula destes tecidos.  

4.2.  Interação de tricomonas com monocamadas de diversas origens 

 O presente estudo utilizou células oriundas de diversos tecidos como 

modelo para interação, sendo elas: explantes vaginais bovinos, células 

vaginais humanas, células queratinizadas da epiderme humana e a linhagem 

epitelial MDCK. O objetivo das interações foi estudar o reconhecimento e 

adesão de T. foetus e T. vaginalis a células de mamíferos. A primeira dúvida 

esclarecida foi o fato da adesão e reconhecimento não serem espécie-

especificos. Foi verificado se T. foetus poderia interagir com células vaginais 

humanas e pôde-se observar o parasito bovino aderido a esse tipo celular. Em 

um trabalho anterior os pesquisadores interagiram T. foetus com uma 
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monocamada epitelial vaginal humana (Singh, et al., 2000) e não observaram 

citotoxicidade de T. foetus  a estas células. É possível que a discordância 

encontrada neste trabalho seja pelo fato de T. foetus ter menor agressividade 

quando comparada com T. vaginalis, que é capaz de arrancar uma 

monocamada aderida ao substrato rapidamente.  Além de se tratar de um 

parasito que induz uma morte “silenciosa” e “limpa” por apoptose das células 

hospedeiras (Singh et al., 2004; Midlej et al., 2009). Os ensaios utilizados por 

Singh (2000) analisaram a capacidade de disrupção de T. foetus e a inibição da 

proliferação das células hospedeiras mas não a indução de apoptose em 

células humanas.  A adesão e citotoxicidade de T. vaginalis em células de 

outros organismos já foi amplamente estudada e recentemente nosso grupo 

mostrou que T. vaginalis foi até mais citotóxica do que T. foetus quando em 

interação com células bovinas in vitro (Midlej & Benchimol, 2010). Tentamos 

verificar o dano que T. vaginalis provocaria em explantes vaginais bovinos, mas 

não conseguimos encontrar parasitos interagindo com os explantes, 

diferententemente do resultado encontrado no artigo supracitado, que utilizou 

células isoladas de oviduto bovino. Supusemos que o explante altamente 

queratinizado atrapalharia a adesão dos parasitos às células bovinas e assim, 

realizamos experimentos de interação utilizando frações de queratina 

epidérmica humana quando verificamos que tanto T. foetus e T. vaginalis 

interagem fortemente à queratina sendo capazes de até endocitar frações 

epidérmicas queratinizadas. Além disso, um estudo anterior havia demonstrado 

que T. foetus tem preferência pelas células queratinizadas vaginais 

bovinas(Corbeil et al., 1989). Logo, com base nos resultados analisados, 

supõe-se ter havido algum fator desconhecido que atrapalhou a adesão dos 
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parasitos ao explante vaginal, talvez o parasito tenha preferência por colonizar 

uma região já fragilizada do tecido.  

 Outra dúvida é se a viabilidade das células hospedeiras seria 

imprescindível para a interação. Isso responderia se na interação in vivo as 

tricomonas somente interagem com as células viáveis do trato urogenital ou se 

ocorre uma colonização irrestrita dos tecidos infectados. A linhagem MDCK foi 

fixada com etanol antes da interação, lavada diversas vezes com PBS e, 

posteriormente, os parasitos foram adicionados. Quando a adesão dos 

parasitos à monocamada foi confirmada, ensaios de citotoxicidade com cristal 

violeta foram realizados para verificar se os parasitos iriam arrancar a 

monocamada aderida ao substrato. Ambos os parasitos não apresentaram 

citotoxicidade à monocamada de células fixadas com etanol, apesar de serem 

capazes de aderir. Confirmando um trabalho anterior (Alderete et al., 1988) que 

interagiu T. vaginalis com monocamadas de células mortas por fixação com 

glutaraldeído e relatou que houve uma adesão ligeiramente maior quando se 

usou células hospedeiras fixadas do que a adesão a uma monocamada de 

células vivas (Alderete et al., 1988).  

4.3. As tricomonas induzem a secreção de citocinas em células 

hospedeiras 

 Muito tem se pesquisado sobre as respostas pró-inflamatórias induzidas 

por protozoários parasitos. Estudos in vitro de interação com T. vaginalis 

revelaram a liberação de IL-8 em neutrófilos humanos (Ryu et al., 2004) e 

monócitos (Shaio et al., 1995). Além disso, estes estudos observaram que a 

liberação de citocinas era dependente do fator de transcrição NF-κB. As 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14977935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7558293


68 

 

citocinas IL-2 e IFN-ɣ  também foram liberadas por linfócitos murinos infectados 

por T. vaginalis (Kirch et al 2004) e  macrófagos humanos  secretaram TNF-α, 

IL-1β, and IL-6 na presença dos parasitos (Han et al. 2009). É notório que as 

células de defesa supracitadas podem secretar diversas citocinas com o intuito 

de promover uma resposta inflamatória, no entanto sabe-se também que para 

que ocorra uma infecção deve existir uma sinalização por parte do tecido para 

que as células de defesa cheguem até o local em que invasor está presente, 

para que promovam a defesa do organismo. Devido a este fato, foi levantada a 

hipótese de que as células epiteliais também poderiam secretar citocinas para 

chamar o primeiro grupo de células do sistema imune.  Com isso, no presente 

estudo, foram feitos ensaios in vitro de interação de células epiteliais de oviduto 

bovino com tricomonas, para a detecção de citocinas liberadas nos 

sobrenadantes de interação. Este modelo de cultura primária foi escolhido por 

apresentar um bom número de células secretoras (Midlej et al., 2009). Foi 

encontrado um pequeno aumento na liberação de IL-10 quando a interação foi 

feita com T. vaginalis. Interessantemente, uma maior quantidade de citocinas 

IL-10 esteve presente nos sobrenadantes das interações com T. foetus. Níveis 

aumentados de IL-10 já foram encontrados previamente em células dendríticas 

infectadas com T. vaginalis (Scott et al., 2005) e com macrófagos (Ryu et al., 

2009) IL-10 é uma importante citocina antinflamatória secretada por uma 

grande variedade de células de defesa, tais como macrófagos, monócitos, 

linfócitos B células dendríticas e linfócitos T. A IL-10 possui efeitos 

imunomodulatórios e sua presença causa a supressão da liberação de 

citocinas como IFN-γ, TNF- ,  IL-1  e IL-8 (Moore et al., 2001).  No presente 

estudo não foram encontrados níveis consideráveis das citocinas IL-8, TNF- , 
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TGF-  e IL-1 . Uma hipótese levantada seria que a liberação destas citocinas 

possa ter sido suprimida pela presença de IL-10.   Além disso, em um estudo 

anterior não se detectou a presença de TNF- α em sobrenadantes após a 

interação de T. vaginalis com células humanas (Fichorova et al., 2006). A 

presença de IL-10 na interação com tricomonas poderia interferir no organismo 

hospedeiro na resolução da infecção, já que a presença desta citocina leva a 

uma diminuição drástica no número de células de defesa imunológica como as 

células dendríticas maduras (Atfeld et al., 2010). Interessantemente, esta 

citocina também é liberada por células de defesa infectadas quando há 

infecção pelo vírus HIV, diminuindo o número de células dendríticas maduras e 

facilitando a infecção viral (Alter et al., 2010). Este dado é relevante porque 

vários estudos mostram que indivíduos com tricomonas estão mais propensos 

a adquirir o HIV e umas das hipóteses para a maior propensão a este vírus 

seria a presença de IL-10 que ativada pelas tricomonas dificultaria o combate 

ao vírus.  Nos experimentos com células bovinas apenas T. foetus induziu a 

liberação de IL-10, um dado semelhante foi encontrado por Fichorova e 

colaboradores (2006) que relatou que a liberação de citocinas é espécie-

específica, quando apenas os lipofosfoglicanos de T. vaginalis induziram a 

liberação de IL-8 em células humanas e que T. foetus não induziu tal resposta. 

Portanto, com base nos resultados encontrados até aqui, a liberação de 

citocinas parece não ocorrer quando os parasitos bovinos são incubados com 

células humanas e o mesmo ocorre com o parasito humano em interação com 

células bovinas. Desta forma, nossos ensaios podem levar à conclusão de que 

a resposta das células hospedeiras à presença dos parasitos pode ser espécie-
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específica, necessitando de um reconhecimento para a liberação de moléculas 

inflamatórias. 
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5. Conclusões 

 T. vaginalis e T. foetus foram capazes de aderir e provocar morte 

celular nas culturas tanto de fibroblastos humanos como nos de 

camundongo e também nas células musculares, sugerindo que a 

infecção possa atingir tecidos não epiteliais 

 Não há espécie-especificidade de T. foetus, uma vez que foi 

observado que estas células interagiram com células vaginais 

humanas  

 A presença de queratina não impede a adesão de T. foetus e T. 

vaginalis em células epiteliais 

 A viabilidade das células hospedeiras não é imprescindível 

durante a interação, visto que ambos os parasitos interagem com 

monocamadas de células mortas 

 Há necessidade de um reconhecimento específico por parte das 

células hospedeiras em relação à produção de citocinas, uma vez 

que as células bovinas somente produziram IL-10 na presença de 

T. foetus e não do parasito humano T. vaginalis. 
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