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INSTITUTO OSWALDO CRUZ  
PAPEL DA EXPOSIÇÃO DA FOSFATIDILSERINA NA INFECÇÃO E DESTINO INTRACELULAR 

DO Toxoplasma gondii EM CÉLULAS MUSCULARES ESQUELÉTICAS  
 

RESUMO 
 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 
Rafael Figueira Soares 

 
 A fosfatidilserina (PS) é conhecida por seu papel na regulação da apoptose e 
interferir em várias vias de sinalização celular. Por meio da exposição da PS, as 
células apoptóticas são internalizadas de forma eficiente por fagócitos, prevenindo 
uma resposta inflamatória. Assim, durante a evolução, alguns protozoários se 
utilizaram do processo chamado de “mimetismo apoptótico” para a evasão do 
sistema imune do hospedeiro. O Toxoplasma gondii é um protozoário parasito 
intracelular obrigatório e agente etiológico da toxoplasmose. Em taquizoítos de T. 
gondii da cepa RH, cepa do tipo I, virulenta, cerca de 50% dos parasitos expressam 
PS na sua superfície. No presente trabalho foram empregadas formas bradizoítas e 
taquizoítas de cepa ME49, a fim de elucidar a participação das subpopulações de T. 
gondii, PS positivas e negativas, na infecção de células musculares esqueléticas e 
seu papel no desenvolvimento da cistogênese, in vitro. Para essas análises os 
parasitos (cistos, taquizoítos e bradizoítos) incubados com anexina-FITIC foram 
analisados por técnicas de citometria de fluxo e microscopia de fluorescência. A 
parede cística e o interior dos cistos teciduais de T. gondii foram positivos para 
anexina, enquanto os taquizoítos e bradizoítos apresentaram subpopulações que 
expõem ou não PS em sua membrana. A infecção de células hospedeiras por essas 
subpopulações de parasitos foi testada e quantificada em culturas de células 
musculares esqueléticas. As infecções e proliferação dos parasitos foram maiores 
na população total de taquizoítos em comparação com as suas subpopulações. Em 
infecções com bradizoítos utilizando  população total e PS+ não se observou 
diferenças significativas, enquanto a infecção da subpopulação PS- foi 
significantemente menor. Quanto ao desenvolvimento da cistogênese, a infecção 
com taquizoítos não gerou a formação de cistos teciduais, enquanto células 
infectadas com bradizoítos da população total e da PS+ foram capazes de alta 
indução da cistogênese comparada à população PS-. Esses dados evidenciam a 
participação da exposição de PS em infecções pelo T. gondii e seu destino 
intracelular, mostrando que a exposição de PS é um fator importante que favorece o 
encistamento espontâneo em células musculares esqueléticas quando as  culturas 
foram infectadas com bradizoítos.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ  
ROLE OF PHOSPHATIDYLSERINE EXPOSE ON THE  INFECTION  AND FATE OF Toxoplasma 

gondii IN SKELETAL MUSCLE CELLS  

ABSTRACT 
MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITÁRIA  

 
Rafael Figueira Soares 

 

              Phosphatidylserine (PS) is known for its role in regulating apoptosis and 
interferes with several cellular signaling pathways. Apoptotic cells, which exposure  
PS, are internalized efficiently by phagocytes, preventing an inflammatory response. 
Thus, during evolution, some protozoa use the process called "apoptotic mimicry" for 
evasion of the host immune system. Toxoplasma gondii is an obligate intracellular 
protozoan parasite and the causative agent of toxoplasmosis. In tachyzoites of T. 
gondii RH strain, type I virulent, about 50% of the parasites have PS on their surface. 
In the present work bradyzoites and tachyzoites forms of ME49 strain, type II 
avirulent, were employed in order to elucidate the involvement of subpopulations of 
T. gondii expressing positive and negative PS, during infection of skeletal muscle 
cells and its role in the development of cystogenesis, in vitro. For these assays, 

parasites (cysts, tachyzoites and bradyzoites) were incubated with annexin-FITIC 
and analyzed by flow cytometry and fluorescence microscopy. Cyst wall and the 
matrix of tissue cysts were positive for annexin, while tachyzoites and bradyzoites 
showed subpopulations exposing or not PS on their surface. The able of infection 
and proliferation of parasites were highest in the total population of tachyzoites 
compared with their subpopulations. In infections with bradyzoites was observed that 
total and PS+ populations showed no significant differences, while the PS- was 
significantly lower. Regarding the development of cystogenesis, infection with 
tachyzoites did not generate the formation of tissue cysts while bradyzoites, total 
population and PS+ were capable of inducing high cystogenesis compared to 
population PS-. These data show the involvement of PS exposure in infections with 
T. gondii and its intracellular fate, showing that exposure of PS is an important factor 

favoring the spontaneous encystment in skeletal muscle cells when the cell cultures 
were infected with bradyzoites. 
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1. Introdução 

 

1.1 Toxoplasma gondii  

O Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1909) é um protozoário parasito 

intracelular obrigatório pertencente ao Filo Apicomplexa, à Classe Sporozoea, à 

Subclasse Coccidia, à Ordem Eucoccidiorida, à Família Sarcocystidae e à Sub-

família Toxoplasmatinae (Levine e cols, 1980; Current e cols, 1990; Cavalier-Smith, 

1993). É o agente etiológico da toxoplasmose, descrito inicialmente por Nicolle e 

Manceaux em 1909, em um roedor encontrado na Tunísia. No Brasil, no mesmo 

ano, Splendore identificou o parasito em um coelho. Ambos os pesquisadores 

ressaltaram as semelhanças de T. gondii com Leishmania, tanto que Nicolle e 

Manceaux inicialmente propuseram chamar o seu novo parasito, de Leishmania 

gondi (revisto em McGovern e Wilson, 2013). O nome da espécie é oriundo do 

roedor norte africano o Ctenodactylus gundi, de onde foi isolado, e o gênero do 

grego toxon (arco) e plasma (forma) devido ao seu formato encurvado e crescente 

(Dubey, 2008; De Souza e cols., 2010). Após a década de 1930, o T. gondii foi 

encontrado em vários outros hospedeiros, especialmente em espécies aviárias 

(Dubey, 2008), Sabin em 1939 identificou que se tratava de uma só espécie. 

Quanto a sua estrutura, o T. gondii se caracteriza por possuir um complexo 

apical composto de organelas secretórias especializadas como róptrias e 

micronemas e de elementos do citoesqueleto, como anéis polares e o conóide. Além 

das organelas típicas dos eucariotos, o parasito ainda apresenta estruturas 

exclusivas dos Apicomplexas, como grânulos densos, grânulos de amilopectina 

(quase ausentes em taquizoítos) e apicoplasto (Fig. 1.1) (revisto em De Souza e 

cols., 2010). 
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Figura 1.1 Morfologia ultraestrutural de taquizoíto  de Toxoplasma gondii. Esquema 

mostra as principais estruturas e organelas que identificam o parasito. (De Souza e cols, 2010).   

 

O ciclo de vida do T. gondii é complexo (item 1.2), pois o parasito transita entre 

os hospedeiros definitivos e os intermediários envolvendo três estágios infectivos: 

taquizoíto, bradizoíto e esporozoíto, cada um desempenhando diferentes funções 

biológicas: a) Taquizoíto - forma proliferativa do parasito, pois se multiplica 

rapidamente por endodiogenia (Dubey e Jones, 2008). Célula polarizada alongada, 

semilunar, medindo aproximadamente 6 µm x 2 µm e apresenta região anterior 

afilada e a posterior arredondada (De Souza e cols., 2010), caracterizando a fase 

aguda da infecção; b) Bradizoíto - estágio presente no interior dos cistos, encontrado 

nos tecidos (Dubey e Jones, 2008). Os cistos teciduais presentes no cérebro são 

esferoidais e raramente atingem um diâmetro maior que 70 mm, enquanto os cistos 

intramusculares são alongados e podem apresentar até 100 mm de comprimento 

contendo centenas de bradizoítos no seu interior que medem cerca de 7 µm x 1.5 

µm (Dubey e cols, 1998). Multiplicam-se mais lentamente, caracterizando a fase 

crônica da infecção (Dubey, 2008); c) Esporozoíto – forma infectiva produzida pelos 

hospedeiros definitivos (felídeos) durante o ciclo sexuado do parasito, encontrado no 

interior de oocistos e mede cerca de 6-8 µm x 2 µm (Dubey e cols., 1998). 
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1.2 Ciclo de vida e transmissão  

O ciclo de vida do T. gondii apresenta uma fase sexuada e outra assexuada. 

(Fig. 1.2) A fase sexuada ocorre exclusivamente nos felídeos, enquanto a 

assexuada ocorre em aves e na maioria dos mamíferos de sangue quente, incluindo 

os felinos e o homem. Seu ciclo de vida completo só foi descoberto em 1970, 

quando foi constatado que os felinos eram o seu hospedeiro definitivo e que 

eliminavam através de suas fezes um estágio resistente no ambiente (oocistos) 

(Hutchinson e cols., 1971; revisto posteriormente por Dubey e cols., 1998 e 

Ferguson, 2009). 

 

Fig. 1.2  Ciclo de vida do  T. gondii: Ciclo biológico ilustrado do Toxoplasma gondii mostrando as 
vias de transmissão entre os hospedeiros intermediários e definitivos (Moura e cols., 2009). 
 
 

1.2.1 Fase Sexuada  

A fase sexuada ocorre exclusivamente no intestino dos hospedeiros definitivos, 

membros da família Felidae. Os felinos, por meio do carnivorismo, se infectam 

principalmente ingerindo cistos teciduais de T. gondii presentes na carne de 

roedores e aves infectadas ou oocistos presentes no ambiente.  O período pré-

patente (intervalo de tempo para eliminar oocistos após a infecção inicial) e a 

frequência da liberação de oocistos dependem da forma infectante envolvida 

(Dubey, 1996). Após a ingestão de uma dessas formas infectantes, sob a ação 
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enizmática dos sucos gástrico e intestinal, ocorre o rompimento da parede dos cistos 

teciduais ou oocistos, liberando bradizoítos ou esporozoítos, respectivamente, no 

intestino do hospedeiro, que penetram nas células epiteliais do intestino e iniciam o 

desenvolvimento de várias gerações de T. gondii (Dubey e Frenkel, 1972). Ocorrem 

cinco estágios enteroepiteliais ou esquizontes distintos de T. gondii (Tipos: A, B, C, 

D e E) que culminam com a produção dos macrogametas e microgametas, gametas 

femininos e masculinos, respectivamente (Dubey, 1998). Da fusão desses gametas 

resulta a formação de um zigoto diplóide (oocisto). A célula epitelial sofrerá 

rompimento, liberando os oocistos imaturos no ambiente, com as fezes do felino, 

contaminando o ar, a água, o solo e os alimentos, constituindo então, importantes 

fontes de infecção de mamíferos e aves. Esses oocistos levam de 1-21 dias para se 

tornarem infectivos e o oocisto tem no seu interior dois esporocistos contendo quatro 

esporozoítos cada (Dubey e cols., 1998; revisto em Ferguson, 2009) (Fig.1.2) 

 

1.2.2 Fase assexuada  

Nos hospedeiros intermediários logo após a ingestão de cistos teciduais ou 

oocistos, no interior das células da lâmina própria do intestino ocorre a diferenciação 

dos bradizoítos e esporozoítos em taquizoítos, que se multiplicam por endodiogenia 

rápida, rompem essas células e alcançam a linfa e a circulação sanguínea 

distribuindo esses parasitos para diversos órgãos, infectando qualquer célula 

nucleada, onde segue sua multiplicação intracelular rápida (revisto em Jones e 

Dubey, 2012). 

Fatores relacionados, principalmente, à resposta imunológica do hospedeiro 

levam a uma mudança no ritmo de multiplicação dos taquizoítos e ocorre a 

diferenciação em bradizoítos, cujo processo de endodiogenia ocorre de forma mais 

lenta. Estes são encontrados no interior de cistos, caracterizando a fase crônica da 

infecção (Dubey e Frenkel, 1998; revisto em Weiss e Kim, 2000). A infecção incide 

preferencialmente, no sistema nervoso central, musculaturas esquelética e cardíaca, 

entretanto, também pode ocorrer mais raramente em vísceras, como pulmão, fígado 

e rins (Tenter e cols., 2000; Skariah e cols., 2010; Cenci-Goga e cols., 2011). A 

transmissão assim se dá principalmente pela ingestão de carne crua ou mal passada 

contendo os cistos (revisto em Jones e Dubey, 2012).  
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O T. gondii também pode ser transmitido pela via transplacentária ao feto 

durante a infecção aguda de fêmeas no período de gestação (Kawazoe, 2005; 

revisto em Kravetz, 2013 e em Halonen e Weiss, 2013).  

 

1.3 Toxoplasmose  

A infecção toxoplásmica apresenta duas fases de infecção: aguda e crônica. A 

fase aguda se caracteriza pela presença predominante de formas taquizoítas, que 

apresentam crescimento rápido, replicam dentro de células com um ciclo celular de 6 

a 8 h (in vitro), até sua saída da célula hospedeira para infectar células vizinhas, o 

que gera a ativação da resposta inflamatória pelo hospedeiro. É responsável pela 

transmissão congênita, uma vez que o taquizoíto consegue ultrapassar a barreira 

placentária e infectar o embrião. Nos animais infectados, taquizoítos diferenciam em 

bradizoítos e formam cistos nos tecidos, que aparecem entre 7 a 10 dias após a 

infecção. Esses cistos contém bradizoítos e são encontrados predominantemente no 

sistema nervoso central e do tecido muscular, onde eles podem residir por toda vida 

do hospedeiro, sem gerar resposta inflamatória. O desenvolvimento destes cistos 

nos tecidos caracteriza a fase crônica da doença (revisto em Jones e Dubey, 2012). 

Os indivíduos imunocompetentes raramente apresentam sintomas durante a 

infecção pelo T. gondii. Porém, em pacientes imunocomprometidos, o parasito pode, 

quando há a reativação dos cistos, causar neurotoxoplasmose ou toxoplasmose 

encefálica, entre outros agravos (Lalibert e Carruthers, 2008; Dubey e Jones, 2008). 

Além disso, miosites quer por infecção recente ou reativação dos cistos teciduais, 

também se manifestam, comprometendo a homeostase do tecido muscular 

(Hassene e cols., 2008). No caso da transmissão vertical, a mãe pode ser infectada 

durante a gravidez, sendo geralmente mais grave quando a infecção ocorre no 

primeiro trimestre. Esse tipo de infecção pode acarretar más formações congênitas 

no feto, levando ao aborto espontâneo, e à hidro ou microcefalia ou calcificações 

cerebrais. E ainda, patologias se desenvolvem após o nascimento da criança, como 

a toxoplasmose ocular que pode levar à cegueira (revisto em Carlier e cols., 2012 e 

em Kravetz, 2013). 

 

1.4 Interação T. gondii – célula hospedeira  
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1.4.1 Ciclo lítico: adesão, invasão e egresso  

Como uma das características biológicas intrínsecas do T. gondii é ser um 

parasito intracelular obrigatório, a invasão celular é um evento crítico para o sucesso 

do estabelecimento da infecção. Os parasitos do filo Apicomplexa apresentam uma 

estratégia comum de locomoção que depende do substrato, essa estratégia de 

locomoção é conhecida como mobilidade por deslizamento (“gliding”), usada para a 

migração entre tecidos e para a invasão da célula hospedeira (Sibley e cols., 1998; 

Barragan e cols., 2005; Heintzelman, 2006). Além disso, o processo de entrada é 

altamente orquestrado e dirigido pela maquinaria de actina-miosina do parasito 

(Dobrowolski e cols., 1997). Assim, parasitos que conseguem vencer essas barreiras 

biológicas integram os patógenos de maior importância para o homem, sob o ponto 

de vista patológico (Barragan e Sibley, 2003; Sibley, 2004). 

Todas as etapas da interação T. gondii-célula hospedeira são mediadas 

molecularmente pelo parasito, utilizando um processo de multi etapas que depende 

da secreção regulada das adesinas (proteínas produzidas nos micronemas, as MIC) 

como ilustrado na figura 1.3. Esse processo adesivo à superfície da célula 

desencadeia a formação de complexos juncionais (JM) que são depois translocados 

ao longo do eixo do parasito, induzindo assim a invasão do parasito na célula por 

penetração ativa (Carruthers e cols., 1999; Jewett e Sibley, 2003; revisto em 

Carruthers e Boothroyd, 2007). A coordenação dessas atividades exige um controle 

cronometrado para a liberação de proteínas de superfície que medeiam a adesão e 

a invasão (Alexander e cols., 2005; Shen e Sibley, 2012; revisto em Cowper e cols., 

2012; Mueller e cols., 2013). A conclusão da invasão celular exige que as interações 

moleculares estabelecidas durante a interação, em última instância sejam desfeitas. 

Então, esse desenlace se dá por meio da clivagem proteolítica das proteínas 

adesivas ao longo da membrana do corpo do parasito (Buguliskis e cols., 2010). 

Os eventos da invasão do T. gondii na célula hospedeira envolvem algumas 

particularidades: (1) a penetração ativa do parasito (15 - 17 segundos) ocorre via 

polo anterior (conóide) que em contato com a superfície da célula hospedeira 

desencadeia a invaginação da membrana celular; (2) estabelecimento de um 

vacúolo parasitóforo (VP) não fusogênico, nicho no qual o parasito vai permanecer 

durante todo o seu ciclo intracelular (Sibley e cols, 1985; Mordue e cols 1999); (3) 
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extensa modificação da membrana do vacúolo parasitóforo para a aquisição de 

nutrientes; (4) proliferação intracelular por endodiogenia e, (5) conversão de 

taquizoíto para bradizoíto e o estabelecimento da cistogênese e/ou o egresso dos 

taquizoítos da célula hospedeira.  

 

Fig. 1.3. Modelo integrado de invasão do Toxoplasma gondii em células hospedeiras  e 
apresenta sete etapas: 1) A fixação inicial (pode ser reversível) envolve o reconhecimento de 
receptores de superfície por SAGs. Esta interação precede a 2) adesão apical inicial, com  a secreção 
das MICs dependentes de cálcio (vermelho, em forma de T) e a sua acumulação na superfície apical. 
3) A JM (verde e anel vermelho) é formada pela liberação de proteínas RON (verde), que associam-
se com derivados de micronemas AMA1 (círculos vermelhos) durante ou após secreção. Estas 
proteínas criam uma ligação íntima de < 6 nm, sob a forma de um pequeno anel. 4) A seguir, ROPs 
(dourada) são secretadas no citoplasma da célula hospedeira na região onde irá ocorrer a invasão. 5) 
Algumas ROP’s permanecem associadas a pequenas vesículas que se fundem com o MPV (se forma 
durante a invasão do parasito); 5) O parasito penetra ativamente na célula por movimentos que o 
puxam (setas laterais) através de MICs transmembranares e/ou através do anel AMA1-RON. 6) A 
invaginação membrana plasmática da célula hospedeira então se forma para criar o VP; 5) As 
proteases ROM (roxo) são responsáveis pelo derramamento das MICs da extremidade posterior. 6) 
Durante a invasão, o VP atravessa o citoesqueleto do hospedeiro (laranja), provavelmente 
envolvendo algum tipo de ancoramento às moléculas do citoesqueleto. Considerando que o parasito 
realiza as etapas 2-5 em 15-20 segundos, as etapas finais fechamento e separação (6-7), exigem 1-2 
min para completar a entrada do parasito. 7) O encerramento envolve fissão do MVP e a membrana 
plasmática hospedeiro e esta etapa pode ser facilitada pelo complexo MJ residual. O inset mostra um 
taquizoíto para ilustrar seus compartimentos e estruturas (adaptado de Carruthers e Boothroyd, 
2007). 

  

Durante a secreção coordenada das róptrias e micronemas foi identificado um 

complexo de quatro proteínas: TgAMA1, RON2, RON4 e a Ts4705. Pelo menos 

duas destas proteínas, a TgAMA1 e a RON4 interagem no processo de entrada do 
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parasito na célula hospedeira, localizando-se na junção móvel, onde as membranas 

do T. gondii e do hospedeiro ficam em íntimo contato (Alexander e cols., 2005). A 

JM serve para excluir proteínas da membrana plasmática da célula hospedeira, 

dando início à formação da membrana do vacúolo parasitóforo (Mordue e cols., 

1999; Lebrun e cols., 2005; revisto em Carruthers e Boothroyd, 2007). Outras 

proteínas das róptrias são inseridas na MVP, contribuindo para sua formação 

durante a invasão da célula hospedeira pelo Toxoplasma (Boothroyd e Dubremetz, 

2008; Shen e Sibley, 2012; revisto em Cowper e cols., 2012; Mueller e cols., 2013). 

Durante o processo de multiplicação do parasito, ocorre um aumento 

significativo da MVP. Alguns autores atribuem este aumento à incorporação de 

moléculas da célula hospedeira, provenientes de organelas associadas, como o 

retículo endoplasmático e mitocôndria (Melo e de Souza, 1997; Gomes e cols., 

2014). Acredita-se que a RPO2 proteína produzida pelas róptrias, seja a responsável 

pela associação das mitocôndrias com a MVP (Sinai e Joiner, 2001). 

Vários estudos sugerem que as proteínas dos grânulos densos participem na 

modificação do VP, de sua membrana e da sua interação com o citosol da célula 

hospedeira. Essas proteínas são secretadas logo após os parasitos invadirem as 

células (Brossier e Sibley, 2005). Tem sido demonstrado que estariam diretamente 

envolvidas no amadurecimento deste vacúolo (Cesbron-Delauw e cols., 2008) e 

mais recentemente, atuando no egresso do parasito (Okada e cols., 2013). No 

espaço intravacuolar, por exemplo, é formada uma rede de nanotúbulos que pode 

estar funcionando como uma via de intercâmbio de moléculas entre o citoplasma da 

célula hospedeira e o protozoário (Sibley e cols., 1995). As proteínas GRA2, GRA3 e 

GRA6 possuem um papel fundamental na formação dos nanotúbulos, sendo a 

GRA2 e GRA3 envolvidas na organização de vesículas que após alongamento 

darão origem à rede intravacuolar madura, e a GRA6 na estabilização da membrana 

tubular desta rede (Mercier e cols., 2002, 2005). A GRA7 encontrada na MVP está 

sendo relacionada com a formação de “condutos tubulares”. Esses túbulos, 

derivados da invaginação da MVP, estariam atuando na entrega de lipídios, através 

do espaço vacuolar para o parasito (Coppens e cols., 2006).  

A formação e desenvolvimento do VP, bem como a modificação de sua 

membrana, envolvem moléculas de ambas as células (parasito e célula hospedeira) 
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atuando na proteção do T. gondii contra a ação de radicais livres, variações de pH, 

osmolaridade e evitando também, os mecanismos de defesa do hospedeiro 

(Pacheco-Soares e De Souza, 1998; Laliberté e Carruthers 2008; Sinai, 2008). Outra 

vantagem é que este vacúolo, diferentemente dos fagossomos não se funde com os 

compartimentos da via endocítica (Joiner e cols., 1990; Mordue e cols., 1999; Sinai, 

2008). O vacúolo parasitóforo fornece ao T. gondii ambiente protegido para seu 

crescimento e desenvolvimento (Sibley e cols., 1985; Mordue e cols., 1999). 

O egresso do parasito que caracteriza o ciclo lítico do T. gondii é um processo 

rápido (menos de 60 segundos) (revisto em Black e Boothroyd, 2000). Esse 

processo requer que os parasitos atravessem a membrana do vacúolo parasitóforo 

(MVP), o citosol, a malha do citoesqueleto da célula hospedeira e finalmente a 

membrana plasmática, para atingir o espaço extracelular (Caldas e cols., 2010; Shen 

e Sibley, 2012; revisto em Peng e cols., 2011; Cowper e cols., 2012). Em recente 

revisão feita por Blackman e Carruthers (2013) eles discutem o papel de moléculas 

efetoras que medeiam o rompimento das membranas que envolvem o parasito 

intracelular e a maneira como a membrana se rompe, levando finalmente à liberação 

das formas invasivas do parasito.  

Ainda não foram desvendados os genes responsáveis pelo egresso do 

parasito, nem os eventos específicos e sinais que levam este parasito a evadir da 

célula hospedeira. Especula-se que o egresso envolva as mesmas moléculas e os 

mesmos mecanismos utilizados pelo protozoário durante a invasão dessas células, 

permitindo que este se mova rapidamente da célula lesada para uma nova célula, se 

expondo pouco ao ambiente extracelular (Hoff e Carruthers, 2002). Em culturas de 

células, o egresso do T. gondii ocorre após cinco ou seis divisões ou 

aproximadamente em 48 - 72 horas. O egresso não é sincronizado e estando fora da 

célula hospedeira, os parasitos podem imediatamente invadir células vizinhas para 

começar um novo ciclo de replicação. Durante os processos de invasão e egresso 

do T. gondii da célula hospedeira, ocorrem alguns eventos, tais como: aumento na 

concentração de Ca+2, diminuição na concentração de K+, ação da TgCDPKI 

(proteína quinase com domínio semelhante à calmodulina), motilidade, extrusão do 

conóide e constrição com formação da JM (Hoff e Carruthers, 2002).  
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O cálcio é um íon sinalizador envolvido em muitos processos fisiológicos das 

células eucariotas. No T. gondii o incremento da concentração de cálcio está 

associado às mudanças morfológicas, a secreção de proteínas envolvidas na 

invasão celular e ao rápido egresso das células hospedeiras. Experimentos com 

ionóforo A23187 mostram que a invasão e o egresso estão relacionados com o fluxo 

de Ca+2. O tratamento com A23187 induz a rápida evasão dos parasitos 

intracelulares do vacúolo parasitóforo, estimulando a secreção das proteínas dos 

micronemas e atua também na mobilização dos estoques internos de Ca+2 do 

parasito como mitocôndrias, retículo endoplasmático, grânulos densos e 

acidocalcisoma (Moreno e Zhong, 1996; Carruthers e Sibley, 1999; Monteiro e cols., 

2001), promovendo o aumento do deslizamento e a extrusão do conóide, processos 

esses sensíveis ao Ca+2. Assim como no egresso natural, parasitos expostos ao 

ionóforo tornam-se móveis e mudam sua morfologia antes do egresso, sugerindo 

que este é um processo ativo que requer a participação do citoesqueleto e da 

maquinaria móvel do protozoário (Black e Boothroyd, 2000). Experimentos com 

quelante de cálcio revelaram que o egresso ocorre, mesmo quando todo o cálcio da 

célula hospedeira e do vacúolo é depletado, sugerindo que o parasito utilize seus 

próprios reservatórios de Ca+2 neste processo (Black e Boothroyd, 2000; Moudy e 

cols., 2001). 

Durante todo o processo de interação, o T. gondii regula a célula hospedeira 

por meio das modulações morfológica, fisiológica, imunológica e genética.  Após a 

invasão e desenvolvimento, as células hospedeiras são moduladas para manter um 

equilíbrio delicado entre a facilitação e eliminação da infecção. 

 

 

1.4.2 Cistogênese  

Os mecanismos que induzem ao encistamento tecidual ou a reativação da 

infecção pelo T. gondii ainda não são conhecidos. Culturas celulares têm sido 

empregadas para reproduzir a cistogênese in vitro (Hoff e cols., 1977; Jones e cols., 

1986; Dardé e cols., 1989; Lindsay e cols., 1991; McHugh e cols., 1993; Lindsay e 

cols., 1993; Ricard e cols., 1999; Guimarães e cols., 2008, 2009; revisto em Ferreira-

da-Silva e cols., 2008; Ferreira-da-Silva e cols., 2009a, b; Paredes-Santos e cols., 
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2013; De Muno e cols., 2014). A maioria destes estudos empregada linhagens 

celulares e utilizam condições de estresse como pH alcalino, drogas, altas 

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

1996, Ferreira-da-Silva e cols., 2008) e possibilitam a análise da interconversão 

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

Dubremetz, 1996; Lane  cols., 1996; Guimarães e cols., 2008; Ferreira-da-Silva e 

cols., 2009a, b).  

O processo da cistogênese do Toxoplasma implica em: (i) alterações na 

superfície do parasito, (ii) alterações no seu  metabolismo e, (iii) indução de genes 

associados à resposta de estresse (revisto em Bohne e cols., 1999). Os antígenos 

de superfície SAG1 e SAG2 desaparecem ao longo da diferenciação, não sendo 

muito clara a função biológica destas alterações na expressão de moléculas de 

superfície do parasito. A mudança da forma replicativa rápida dos taquizoítos, que 

requer alto consumo de energia, para bradizoítos que se multiplicam lentamente 

também é acompanhada por uma alteração no metabolismo do parasito, ocorrendo 

um armazenamento de energia sob a forma de grânulos de amilopectina, numerosos 

em bradizoítos e muitas vezes ausentes em taquizoítos (revisto em Bohne e cols., 

1999).  

Muito embora a geração do conhecimento da biologia do T. gondii e da 

toxoplasmose tenha envolvido nas últimas três décadas muitos grupos de pesquisa, 

o percentual de estudos que concentram a atenção na cistogênese e cistos teciduais 

é relativamente muito baixo. Essa lacuna existe, apesar da sua importância na 

disseminação, persistência da infecção e do seu papel como parasito oportunista 

durante a imunossupressão do hospedeiro, com a reativação de cistos teciduais e 

agravamento do quadro clínico de pacientes com HIV, transplantados, portadores de 

tumores malignos, entre outras formas de imunossupressão. Os ensaios 

experimentais in vitro analisam na sua grande maioria linhagens celulares das mais 

diversas origens. O emprego de culturas primárias de células envolvidas na infecção 

crônica de T. gondii principalmente, os tecidos neurais e musculares, têm recebido 

pouca atenção (Frenkel, 1990; Lindsay e cols., 1991; McHugh e cols., 1993; Barbosa 

e cols., 2005; Guimarães e cols., 2008, 2009; revisto em Ferreira-da-Silva e cols., 

2008; Ferreira-da-Silva e cols., 2009a, b; Gomes e cols., 2011; 2014; Takács e cols., 

2012).  
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Em função desses parâmetros, o presente trabalho utilizou: (a) célula muscular 

esquelética (uma das células de eleição para o encistamento do parasito in vivo), a 

partir de cultura primária de embriões de camundongos e linhagens celulares de 

músculo esquelético, como modelo de estudo da interação do T. gondii, com ênfase 

na cistogênese.  

 

1.5 Tecido muscular esquelético 

1.5.1 Miogênese  

O tecido muscular é formado a partir dos somitos, que são células originadas 

do mesoderma paraxial. Durante o desenvolvimento embrionário, ocorre uma 

cascata de eventos que regulam as células progenitoras da linhagem miogênica por 

sinais positivos e negativos dos tecidos que as circundam, tais como, o tubo neural, 

notocorda e ectoderme dorsal e lateral (Dubinska-Magiera e cols., 2014). Assim, a 

partir dos somitos, algumas células precursoras miogênicas migram para os tecidos 

conjuntivos adjacentes, onde se diferenciam em mioblastos, interrompendo o ciclo 

celular. A partir daí, sintetizam proteínas músculo-específicas, se fusionam para 

formar os miotubos primários e secundários e a subsequente constituição das fibras 

musculares (revisto em Pownall e cols., 2002; Pourquié, 2003; revisto em Chargé e 

Rudnicki, 2004; Sanger e cols., 2006). 

A diferenciação das células progenitoras do tecido muscular esquelético e a 

especificação para linhagens miogênicas é controlada por fatores básicos de 

transcrição hélice-alça-hélice (bHLH) que induzem a expressão de fatores 

reguladores da miogênese (MRFs) que, juntamente com as proteínas da família 

MEF-2 (“Myocyte Enhancer Factor 2”), mantém o programa de transcrição 

miogênica. A rede de regulação transcricional de células embrionárias tem os quatro 

fatores de regulação miogênica os MRFs: Myf5, MyoD, MRF4 e MyoG (miogenina) 

(revisto em Moncaut e cols., 2013). 

A expressão das proteínas MRFs durante o desenvolvimento do músculo 

esquelético está sob rigoroso controle temporal e espacial. Por exemplo, a 

expressão de MyoD e Myf-5 são fatores primários e agem na determinação de 

precursores miogênicos, enquanto MyoG e MRF-4 são fatores de diferenciação que 

agem na formação terminal das fibras musculares. Além do grupo gênico MyoD, os 
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fatores de transcrição MEF2 desempenham papel importante na ativação do gene 

muscular (Pownall e cols., 2002; Pourquié, 2003; Berkes e Tapscoot, 2005). Estudos 

tem demonstrado que a dinâmica dos Myf5 se expressa antes da indução de destino 

miogênico das células precursoras e, com base nas informações obtidas de 

camundongos nulos para Myf5, hoje se considera este ser um fator determinante. 

Da mesma forma, a expressão de MyoD numa base de Myf5 impulsiona as células 

da linhagem miogênica, embora com um atraso em algumas populações (Tajbakhsh 

e cols., 1997). As expressões de MRF4 e MyoG são mais tardias e foram 

tradicionalmente classificadas como genes envolvidos no processo de diferenciação. 

No entanto, se sabe que MRF4 é expressa ao mesmo tempo que se não antes, e 

que, na ausência de Myf5 e MyoD, a MRF4 é capaz de induzir miogênese, indicando 

que MRF4 deveria ser reclassificada como tendo ambas as atividades de ativadores 

e de diferenciação (Summerbell e cols., 2002; Kassar-Duchossoy e cols., 2004). 

Esses fatores (MRFs) formam um núcleo da cascata de transcrição que leva ao 

fenótipo do músculo esquelético e, por conseguinte, neste campo algumas questões 

fundamentais têm sido investigadas, de como esses genes são ativados no início da 

miogenêse no embrião e como que as proteínas codificadas funcionam para induzir 

o programa de diferenciação e subsequente organogênese (revisto em Moncaut e 

cols., 2013). 

 As células musculares tem um papel de fundamental importância como 

modelo celular de estudo, tendo em vista que estão envolvidas na fase crônica da 

infecção toxoplásmica. Ocorrendo uma imunossupressão, os cistos teciduais, 

presentes principalmente nas células musculares do hospedeiro, são reativados, se 

rompendo e liberando os bradizoítos que irão infectar novas células, reproduzindo 

um novo ciclo da fase aguda da doença (Wang e cols., 2011).  

 

 

1.5.2  Cultura Primária de Células Musculares Esque léticas  

O cultivo primário de células musculares esqueléticas em monocamadas teve 

início na década de 60 utilizando embriões de pinto (Konigsberg, 1963; revisto em 

Yaffe,1973). Células musculares esqueléticas (CME) são cultivadas de uma grande 

variedade de espécies de insetos, aves e de mamíferos. Culturas primárias de 
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tecidos embrionários são obtidas por dissociações mecânicas, enzimáticas ou pela 

conjugação de ambas as técnicas (Konigsberg e cols., 1978) e cultivadas em meio 

suplementado com soro (soro de cavalo, fetal bovino, extrato embrionário). Esses 

agentes são indutores da atividade mitótica, facilitam a adesão celular às superfícies 

e são estimuladores da fusão de membranas (De Haan, 1965; De Lucca, 1966). A 

adição de cálcio no meio de cultura é fundamental para o início do processo de 

fusão celular (Shainberg e cols., 1969).  

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

três tipos celulares mononucleados: fibroblastos, mioblastos e miofibroblastos. 

Algumas manobras são utilizadas ao longo do cultivo objetivando enriquecer a 

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

morfofuncionais característicos da miogênese esquelética é: mioblastos, mioblastos 

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

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

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

dos miócitos. O processo de fusão é dependente da composição do meio e da 

densidade celular (Linkhart e cols., 1981). 

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

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

período de multiplicação in vitro requerem uma mudança de concentração de soro 

em seu meio e para que ocorra o disparo da diferenciação miogênica e consequente 

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

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

nosso grupo durante o estudo da interação do T. gondii-célula hospedeira e que está 

sendo utilizado na presente dissertação, baseia-se em dados iniciais in vivo, os 

quais demonstraram que a cistogênese é prevalente nos tecidos neurais e 

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

1980; Dubey, 1988; Frenkel, 1990). Além disso, esta escolha se justifica: (i) pela 

importância das CME como uma das células alvo, onde o parasito se aloja durante a 

fase crônica da doença (Remington e Cavanaugh, 1965), (ii) pelos relatos de 

toxoplasmose muscular esquelética em pacientes com HIV (Gherardi e cols., 1992); 

(iii) pelos nossos recentes resultados, demonstrando a ocorrência de cistogênese 
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espontânea na célula muscular esquelética (Guimarães e cols., 2003; Guimarães e 

cols., 2008; revisto em Ferreira-da-Silva e cols., 2008; Ferreira-da-Silva e cols., 

2009a, b), (v) pelo músculo infectado representar uma das principais vias de 

transmissão da infecção nos humanos, durante a ingestão de carne crua ou mal 

cozida.  

  

1.6 Fosfatidilserina 

1.6.1 Identificação, biossíntese, degradação e dist ribuição celular  

Fosfatidilserina (PS), um glicerofosfolipídio, é um importante constituinte das 

membranas das células eucariotas. Sua estrutura foi elucidada por Folch em 1941 e 

subsequentemente confirmada por síntese química (Baer e Maurukas, 1955). É um 

fosfolipídio ácido (aniônico) com três grupos ionizáveis: a porção fosfato, o grupo 

amino e o grupo carboxi (Fig. 1.4). A porção fosfato polar está na posição sn-3 da 

estrutura do glicerol, assim a molécula de serina ligada ao fosfato confere a PS 

carga negativa sob condições fisiológicas, diferente dos lipídios mais abundantes, 

como fosfatidilcolina (PC) e fosfatidiletanolamina (PE) (Kay e Grinstein, 2013). 

 
Fig. 1.4 Estrutura molecular da fosfoditilserina. Retirado da Internet em 08/02/2004. Fonte: 

http://trade.indiamart.com/details.mp?offer=1981492088 
 

Em células de mamíferos, a síntese de PS pode ocorrer por duas vias 

enzimáticas: a primeira onde a PS sintase 1 (PSS1) troca a colina da PC por uma 

serina, e a segunda onde a enzima sintase 2 (PSS2) pode trocar etanolamina da PE 

pela serina. Essas duas vias de síntese são parcialmente redundantes, pois 

experimentos como camundongos sem PSS1 ou PSS2 sobrevivem, enquanto os 
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duplo nocaute para PSS1 e PSS2 é letal, indicando que o PS é um fosfolípido 

essencial para sobrevivência de mamíferos (Bergo e cols., 2002; Arikketh e cols., 

2008).  

A distribuição intracelular da PS não é homogênea e a sua maior concentração 

na célula está na membrana plasmática, representando cerca de 12% do total dos 

fosfolipídios. Um aspecto importante da PS é a sua tendência de ser distribuída de 

forma assimétrica entre os folhetos das membranas. Especialmente evidente no 

plasmalema, onde praticamente toda a PS está no folheto interno em células 

saudáveis (Boon e Smith, 2002; Fairn e cols., 2011; Kay e cols., 2012).  

O retículo endoplasmático (RE) é o principal local de síntese de lipídios, e em 

mamíferos tanto PSS1 e PSS2 são localizadas e ativas em áreas especializadas do 

RE, que são conhecidas como membranas associadas à mitocôndria (MAM) devido 

à sua estreita relação e tendência a serem isoladas junto com as mitocôndrias 

(Vance e Steenbergen, 2005; revisto em Vance e Tasseva, 2013). Apesar de ser 

produzida no RE, a PS não é particularmente abundante neste compartimento 

(cerca de 1%), sugerindo que o transporte seletivo ou remoção de PS deva ocorrer. 

As MAM são enriquecidas em várias atividades de enzimas biossintéticas de lipídios 

e se tornam de forma reversível, ancoradas às mitocôndrias. Em células de 

mamíferos, a formação desses locais de contato entre as MAM e mitocôndrias 

parece ser necessária para eventos celulares chave, incluindo o transporte de cálcio 

do RE para as mitocôndrias, a importação da fosfatidilserina em mitocôndrias do RE 

para a descarboxilação da fosfatidiletanolamina, a formação de autofagossomas, a 

regulação da morfologia, dinâmica e funções das mitocôndrias, e sobrevivência 

celular. Tendo em vista o envolvimento aparente de MAM em vários processos 

celulares fundamentais, estudos recentes indicam que o contato deficiente entre 

MAM e mitocôndrias pode estar por trás da patologia de diversas doenças 

neurodegenerativas humanas, incluindo a doença de Alzheimer. Além disso, as 

MAM têm sido implicadas na modulação da homeostase da glicose e na resistência 

à insulina, bem como em certas infecções virais (Vace, 2013). A degradação de PS 

se dá principalmente por descarboxilação do grupo principal de PS para produzir PE, 

uma reação mediada pela enzima descarboxilase PS (PSD) (Leventis e cols, 2010). 
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1.6.2 Funções biológicas e detecção de células apop tóticas  

Além da sua função como um componente de membranas celulares e como 

um precursor de outros fosfolípidios, a PS é um co-factor essencial que se liga e 

ativa um grande número de proteínas, especialmente aquelas com atividades de 

sinalização. A fosfatidilserina no folheto citosólico de endossomas e lisossomas 

permite que esses compartimentos se liguem a proteínas com domínios de ligação à 

fosfatidilserina específicos, incluindo vários de vias de sinalização e fusogênica 

importantes. Além disso, a elevada concentração de sítios aniônicos conferindo 

acumulação de carga negativa na sua superfície induz à ligação de proteínas poli-

catiônicas, cujo efeito é que certas proteínas são re-direcionadas de uma membrana 

alvo para outra, envolvendo outras enzimas, tais como Na+/K+ATPase e 

esfingomielinase neutra (Kay e Grinstein, 2013). Fosfatidilserina não está envolvida 

na sinalização celular por meio da formação de metabolitos, como é o caso do 

fosfatidilinositol (Vance, 2008). 

Fosfatidilserina é conhecida por ter um papel importante na regulação da 

apoptose (morte celular programada) em resposta a certos estímulos dependentes 

de cálcio. A distribuição normal do lípídio no folheto interno da bicamada é então 

interrompida, devido à estimulação de enzimas, tais como flippases ou scramblase, 

que podem mover fosfatidilserina (flip-flop) em ambos os sentidos através da 

membrana, e a inibição de translocases aminofosfolipídio, que devolve o lipídio para 

o lado interior da membrana (Figura 1.5). Após transferência para o folheto exterior 

da célula, acredita-se que um receptor na superfície de macrófagos e células 

relacionadas com a limpeza reconheça a fosfatidilserina e facilite a remoção das 

células apoptóticas e os seus conteúdos potencialmente tóxicos ou imunogênicos de 

uma forma não inflamatória. Este processo é essencial para o desenvolvimento do 

pulmão e do cérebro, e também relevante para situações clínicas em que a 

apoptose desempenha um papel importante, tais como o câncer, a auto-imunidade 

crônica e infecções (Buckland e Wilton, 2000; Chaurio e cols., 2009). 
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Fig. 1.5 . Mudanças controladas por transportadores de fosfolipídios entre os folhetos intracellular e 
extracellular da membrana celular criando forte assimetria de carga. Reproduzido com modificações 
de Zwaal e cols. (2005) e Demchenko (2012). 
 

O processo de apoptose é muitas vezes acompanhado pela geração de 

espécies reativas de oxigénio, que provocam a oxidação rápida de ácidos graxos em 

fosfatidilserina, antes deste lipídio ser exteriorizado. Além disso, quantidades de 

fosfatidilserina circulam por um mecanismo semelhante ao da superfície de linfócitos 

T que expressam baixos níveis da enzima transmembranar tirosina fosfatase. Esta 

mudança na distribuição atua então, como um mecanismo de sinalização para 

modular as atividades de várias proteínas da membrana (Chaurio e cols., 2009).  

A proteína anexina V liga-se com elevada especificidade à fosfatidilserina e é 

utilizada como uma sonda para detectar células apoptóticas (Koopman e cols., 

1994). A anexina V funciona bem para a detecção de PS presente no folheto 

exofacial da membrana plasmática, no entanto, a utilidade para a visualização de PS 

intracelular em células vivas é limitado, devido à sua exigência de elevadas 

concentrações de cálcio (Andree e cols., 1990; Fadok e cols., 2000; revisto em 

Demchenko, 2012). 
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Fig. 1.6. O princípio do método de detecção de apoptose com anexina V. Com o auxílio de íons Ca2+, 
a proteína interage com alta afinidade com cabeças de PS expostas na superfície da membrana. A 
anexina V pode ser marcada com corante fluorescente que permite visualizar sua marcação em 
células com PS exposto. Reproduzido com modificações de Demchenko (2012) 
 

1.6.3 Fosfatidilserina em patógenos e interação com célul as hospedeiras  

Os lipídios não são apenas usados pelos patógenos como fonte de nutrientes, 

mas também são fatores importantes para a patogênese, pois permitem que o 

patógeno silencie respostas imunes, manipule processos de invasão e cause a 

doença. Em muitos casos, estes lípidos são sintetizados pelo patógeno (Ehrt e 

Schnappinger, 2007). 

Por meio da exposição da fosfatidilserina, as células apoptóticas são 

internalizadas de forma eficiente por fagócitos, prevenindo uma resposta 

inflamatória. Assim, através da evolução, bactérias e alguns parasitos, tais como 

formas amastigotas e promastigotas metacíclicos de Leishmania amazonensis e 

promastigostas de Trypanosoma cruzi, passaram a utilizar o processo chamado de 

“mimetismo apoptótico” para a evasão do sistema imune do hospedeiro, que é 

necessário para a infecção de novas células de mamíferos (Wanderley e Barcinski, 

2010). 

Quando há o reconhecimento da fosfatidilserina pelos macrófagos, via receptor 

de fosfatidilserina (PSR), ocorre a secreção de TGF-β e síntese de IL-10 é induzida, 

enquanto a produção de óxido nítrico é inibida (Balanco e cols., 2001).  

Excitação 

Emissão 
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Um modelo bem estudado é Leishmania amazonensis, onde formas 

amastigotas purificadas de lesões de camundongos expõem PS na superfície, mas 

permanecem viáveis, sem perder a infectividade. Essas formas são capazes de se 

replicar em macrófagos após a infecção, sugerindo que não estão morrendo por 

apoptose. No entanto, assim como ocorre durante o reconhecimento de células 

apoptóticas, o fenótipo anti-inflamatório é induzido (Balanco e cols., 2001). 

A internalização de amastigotas que expõem PS ocorre por processo de 

macropinocitose, assim como é observado em células apoptóticas. A quantidade de 

PS exposta na superfície das amastigotas é diretamente proporcional a ativação da 

macropinocitose, a indução da produção de TGF-β e IL-10 e a inibição da síntese de 

NO. A reversão destes processos foi observada pelo bloqueio do reconhecimento de 

PS pela incubação com Anexina V (Wanderley e cols., 2006). 

Ainda em Leishmania foi observada variação na exposição de PS na superfície 

das amastigotas, de acordo com o perfil genético do camundongo infectado. Quando 

os parasitos são isolados de lesões de camundongos BALB/c (suscetíveis à 

leishmaniose), as amastigotas expõem mais PS do que quando isoladas de 

camundongos C57BL/6 (resistentes à doença). A quantidade de PS exposta na 

superfície do parasito é diretamente relacionada com sua infectividade (Wanderley e 

cols., 2006). Experimentos com diferentes formas evolutivas do T. cruzi apontaram 

que apenas as formas infectivas deste parasito, as tripomastigotas, expõem PS na 

sua superfície. O reconhecimento da PS em tripomastigotas por macrófagos, 

também se mostrou relacionado à inibição da produção de NO (DaMatta e cols., 

2006). 

 

1.6.4 Comportamento de subpopulações PS + e PS - em T. gondii 

Em experimentos com taquizoítos de T. gondii da cepa RH, purificados do 

peritônio de camundongos, foi observada a exposição da PS na superfície de 

aproximadamente 50% dos parasitos. A exposição de PS nesse modelo mostrou a 

existência de um fator de virulência importante durante a infecção, que resulta em 

mecanismos de evasão da ativação macrofágica, com inibição da produção de NO e 

aumento da produção de TGF-β pelos macrófagos (Seabra e cols., 2004).  
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Dos Santos e colaboradores em 2011 isolaram subpopulações de taquizoítos 

da cepa RH e analisaram os mecanismos de entrada, permanência e inibição de NO 

em macrófagos murinos, além da patologia e sobrevivência em camundongos 

suíços. Assim, observou-se que o índice de infecção em macrófagos foi semelhante 

para ambas subpopulações, porém, menor quando comparado com a população 

total de parasitos. O índice de crescimento em macrófagos foi maior na população 

total, intermediário em PS+ e menor em PS-. Quanto à produção de NO, a 

subpopulação PS+ e a população total conseguiram inibi-la, enquanto a PS- não foi 

capaz de impedir o desenvolvimento de uma resposta inflamatória. Notou-se 

também que os PS+ foram capazes de invadir os macrófagos por penetração ativa, 

demonstrado pelo tamanho apertado do vacúolo parasitóforo, enquanto os PS- 

entravam por fagocitose, fato sugerido pelo aparecimento de um vacúolo mais largo.  

Os ensaios in vivo realizados pelo mesmo grupo demonstraram que 

camundongos infectados com a subpopulação PS- apresentaram sinais claros de 

inflamação e consequentemente uma morte mais rápida do que camundongos 

infectados pela população total. Apesar da subpopulação PS+ não apresentar sinal 

de inflamação em animais, foi verificada uma carga parasitária intensa, sugerindo 

assim, que é importante que as duas subpopulações estejam juntas para haver o 

sucesso de infecção, sem que ocorra a morte do hospedeiro. 

Aliando o ineditismo do emprego de células musculares esqueléticas, como 

modelo do estudo da toxoplasmose experimental, com a avaliação da interação de 

subpopulações de T. gondii (positiva e negativa para exposição de fosfatidilserina) o 

desafio é empregar formas bradizoítas e taquizoítas de uma cepa tipo II, avirulenta, 

nesta infecção. A proposta é elucidar se a exposição de fosfatidilserina influencia na 

interação do parasito em CME e no desenvolvimento da cistogênese, in vitro. 

1.7 Justificativa 

Com base nestes dados, nosso interesse foi estender esses estudos, avaliando 

subpopulações da cepa avirulenta de T. gondii ME-49, com destaque para as formas 

bradizoítas, a forma infectante natural da toxoplasmose, através do consumo de 

carne crua ou mal passada e como modelo celular a célula muscular esquelética, 

onde ocorre espontaneamente a cistogênese de T. gondii (Guimarães e cols., 2008, 

2009, Ferreira-da-Silva e cols., 2008). O emprego do músculo esquelético como 
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modelo de estudo da toxoplasmose, permite o entendimento da biologia do parasito 

na fase crônica da doença; e com potencial para fornecer subsídios que possam 

intervir nesta via de disseminação da doença, pela ingestão de carne contaminada. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Estudar a interação de subpopulações de taquizoítos e bradizoítos de T. gondii 

(positiva e negativa para fosfatidilserina) da cepa ME-49  células musculares 

esqueléticas e C2C12 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

1. Analisar a exposição de PS em cistos, taquizoítos e bradizoítos da cepa ME-

49 de T. gondii; 

 

2. Analisar o processo de adesão e invasão de taquizoítos e bradizoítos de T. 

gondii em cultura primária de células musculares esqueléticas e em C2C12 

infectadas com sub-populações (positiva e negativa para fosfatidilserina); 

 

3. Analisar o destino intracelular dessas sub-populações de taquizoítos e 

bradizoítos de T. gondii em células musculares esqueléticas, visando monitorar a 

cistogênese, in vitro. 
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3. Materiais e Métodos 

Os experimentos foram executados de acordo com as orientações 

estabelecidas pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais, da Fundação Oswaldo 

Cruz, Resolução 242/99 por meio da licença CEUA LW 10-10 e sob as regras 

internacionais de cuidados na manipulação de animais e agentes patogênicos. Os 

animais foram cedidos pelo Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL) 

da Fundação Oswaldo Cruz 

 

3.1. Manutenção e diferenciação de linhagem de mioblasto de camundongo 

(C2C12).  

A linhagem C2C12 utilizada neste trabalho foi obtida do Banco de Células do 

Rio de Janeiro (UFRJ) e trata-se de um subclone da linhagem celular de mioblastos 

C2, células derivadas de células-satélite de músculo esquelético de camundongo da 

linhagem C3H. Estas células foram cultivadas no meio DMEM- F12 (“Dulbecco's 

Modified Eagle Medium”) (Cultilab,) contendo 10% de soro fetal bovino (SFBCultilab) 

e 1% de solução de antibiótico, contendo penicilina G, sulfato de estreptomicina e 

anfotericina B (Sigma Aldrich) e mantidas em estufa a 37ºC, numa atmosfera 

contendo 5% de CO2. A partir do monitoramento do crescimento e quando a 

monocamada celular atingiu a confluência de 80%, foi feito o subcultivo com 

lavagem em tampão fosfato (PBS) (NaCl 140 mM; KCl 2,5 mM; Na2HPO4 8 mM; 

KH2PO 1,4 mM; pH 7.4) e em solução de dissociação contendo 0,05% tripsina e 

0,01% de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), diluído em PBS, pH 7.0. A 

solução contendo as células isoladas foi centrifugada a 1000 rpm e posteriormente 

as células foram ressuspensas em meio DMEM. A viabilidade das células foi 

avaliada por contagem com corante vital, Azul de Trypan a 0,4% em PBS. Células 

com viabilidade maior que 95% foram utilizadas nos experimentos. Após o 

plaqueamento dos mioblastos em placas de 24 poços (0,05 x 106 células/poço) ou 

em garrafas de 25 cm3 (1 x 106 células/garrafa) eles foram mantidos em meio de 

cultivo DMEM - F12 suplementado com 10% bovino (SFB) e 1% de antibiótico 

(Sigma Aldrich). Para o estabelecimento da miogênese, o meio de cultivo foi trocado 

por DMEM-F12 suplementado com 1% SFB. 
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3.2. Cultura primária de células do músculo esquelético 

Culturas primárias de células do músculo esquelético (CME) foram obtidas a 

partir de músculos da coxa de fetos de camundongos albinos Swiss-Webster de 18-

21 dias de idade. As fêmeas foram eutanasiadas em câmara mortuária contendo 

dióxido de carbono (CO2), seguido do deslocamento cervical. A cavidade abdominal 

foi aberta, com auxílio de material cirúrgico estéril e o útero foi removido. Os fetos 

foram separados de suas placentas e transferidos para placa de Petri contendo 

solução de Ringer (154 mM NaCl, 56 mM KCl, 17 mM Na2HPO4 em solução 

aquosa), pH 7.0. Os fetos ainda sob o efeito do CO2 foram decapitados, suas coxas 

retiradas dos membros posteriores e mantidas em solução de Ringer no gelo. O 

tecido muscular foi isolado dissecando-se as coxas com a retirada da pele e dos 

tecidos ósseo e cartilaginoso, sendo fragmentado em lâmina escavada utilizando 

bisturi. Os fragmentos foram lavados por 5 min com solução de Ringer, para 

remoção das hemácias sobre uma placa agitadora aquecida a 37ºC, seguida da 

lavagem por duas vezes em PBS. Os tecidos foram incubados por 7 min com 

tripsina 0,05% e 0,01% de EDTA diluídos em tampão fosfato, pH 7.2 (PBS). Após 

cada ciclo de dissociação, a digestão enzimática era interrompida pela transferência 

das células em suspenção para tubos de 15 mL contendo 2 mL de meio DMEM F12, 

com adição de 10% de SFB a 4°C. A morfologia, a viabilidade e o número de células 

foram monitorados por microscopia de contraste de fase, após cada etapa de 

dissociação. A amostra foi centrifugada a 1000 rpm por 7 min, ressuspensa em meio  

DMEM suplementado com 10% soro de cavalo, 5% SFB, 2% extrato de embrião de 

pinto e 1% solução de antibiótico (Sigma Aldrich). Em seguida, para obtenção de 

culturas ricas em mioblastos, as células foram incubadas por 30 min a 37°C em 

atmosfera com 5% de CO2, numa superfície previamente revestida com 0,02% de 

gelatina, com o objetivo de se obter a adesão inicial de fibroblastos. Após esta pré-

incubação, o sobrenadante contendo as células não aderentes (mioblastos) foram 

centrifugadas a 1000 rpm por 7 min. Após a centrifugação, o sedimento enriquecido 

com mioblastos, foi quantificado em câmara de Neubauer e as células semeadas em 

superfícies revestidas com 0,02% de gelatina (placas de cultura de 24 poços, ou em 

placas de Petri de 60 mm). As culturas foram mantidas a 37°C por 2-5 dias para 

obter as fibras musculares e o meio de cultivo foi renovado a cada dois dias 

(Barbosa e cols., 2000). 
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3.3. Obtenção de cistos teciduais de T. gondii 

Camundongos da linhagem C57BL/6 pesando 12-18 gramas foram infectados 

com cerca de 50 cistos teciduais da cepa ME49 (cepa cedida pelo Dr. Ricardo T. 

Gazzinelli, Laboratório de Imunopatologia, Instituto René Rachou, Belo Horizonte, 

MG, Brasil). Após 6 a 12 semanas do inóculo, os camundongos foram eutanasiados 

em câmara de CO2, seguido do deslocamento cervical, e os cérebros coletados por 

método cirúrgico e lavados três vezes em PBS para remoção de hemácias. Os 

cérebros então foram fragmentados com o auxílio de uma tesoura cirúrgica e em 

seguida, macerados em PBS por meio de sucessivas passagens dos fragmentos em 

agulhas de diferentes calibres (18-23 G). A seguir, 20 µl da suspensão total 

contendo cistos foram colocados entre lâmina e lamínula (24 x 32 mm) e o número 

total de cistos foi determinado em toda área da lamínula no microscópio de luz, 

utilizando-se ocular e objetiva de 10X.  Após a quantificação novos animais eram 

infectados para a manutenção da cepa em camundongos  ou os cistos foram 

utilizados para os ensaios experimentais, in vitro. 

Visando a purificação dos cistos isolados do cérebro para posterior obtenção 

de bradizoítos (método descrito no item 3.5), após a maceração dos fragmentos, a 

suspensão tecidual (contendo os cistos) foi filtrada utilizando-se uma peneira de aço 

inox com malha de 60 "mesh" (“cell dissociation sieve-tissue grinder kit”, Sigma 

Aldrich) para remoção de pequenos fragmentos de tecido e de debris celulares. 

Após este procedimento, a suspensão já semi purificada foi ressuspensa em PBS e 

centrifugada a 400 g durante 10 min. O sobrenadante foi desprezado, e o sedimento 

ressuspenso em meio DMEM F12 com 25% de Dextran, a uma concentração de 

cerca de um cérebro por 2,5 mL de solução final. Após centrifugação a 2200 g por 

10 min, a fração localizada no fundo do tubo contendo os cistos, foi recuperada e as 

demais frações, principalmente a superior, contendo debris celulares foram 

descartadas.  

 

3.4. Obtenção de bradizoítos de T. gondii  

Cisto purificados foram adicionados à uma solução aquosa de pepsina ácida 

contendo 0,052% de pepsina, 1,4% de ácido clorídrico e 1% de cloreto de sódio 
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diluída na proporção pepsina ácida:cistos de 1:5 (v/v) por 30 min a 37°C, sob 

agitação. A seguir, a atividade enzimática foi neutralizada em uma solução final de 

0,1% carbonato de sódio em PBS. Imediatamente após a neutralização, adicionou-

se meio DEMEM F12 as amostras que foram centrifugadas a 250 g por 10 min e 

ressuspensas no mesmo meio. Uma alíquota da suspensão de parasitos foi 

colocada em câmara de Neubauer para determinação do número de parasitos 

isolados. A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de exclusão com Azul de 

Trypan. Após a quantificação, os parasitos foram imediatamente usados nos 

experimentos de interação T. gondii-célula hospedeira.  

 

3.5. Obtenção de taquizoítos de T. gondii. 

Taquizoítos da cepa ME49 do T. gondii foram mantidos por meio de passagens 

em culturas celulares de célula epitelial (células Vero, isoladas a partir do rim de um 

macaco verde Africano adulto normal e células B16-F10, isolada a partir de 

melanoma espontâneo de camundongos Mus musculus, C57BL/6J) e coletados com 

o rompimento das células por meio de sucessivas passagens com agulhas de 18-23 

G de calibre, em meio de cultura DMEM F12, pH 7.2, após 6 a 9 dias pós-infecção. A 

suspensão de parasitos obtida foi centrifugada a 250 gpor 7 min a temperatura 

ambiente para remover as células e debris celulares e o sobrenadante, que 

contendo os parasitos, foi coletado e centrifugado a 400 g por 10 min. O pellet obtido 

foi lavado 2 ou 3 vezes com solução salina, pH 7.2 e ressuspenso em solução 

tampão de cálcio, quantificados em câmara de Neubauer e a viabilidade celular foi 

avaliada pelo teste de exclusão com Azul de Trypan.  

 

3.6. Análise por citometria de fluxo da exposição de PS por taquizoítos e 

bradizoítos de T. gondii. 

Bradizoítos, taquizoítos e cistos de T. gondii foram lavados com tampão de 

ligação de anexina-V (10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2, pH7.2) e 

incubados com anexina-V conjugada a FITC (0.1, 1 e 4 Rg ml-1) e iodeto de 

propidium (10 Rg ml-1) no mesmo tampão por 20 min a temperatura ambiente. Os 

controles foram feitos com parasitos mortos por calor ou pela incubação dos 



28 

 

 

parasitos em tampão de anexina sem Ca2+ acrescido de 5 mM de EGTA. Após 

incubação, os parasitos foram analisados no citômetro de fluxo BD Xcalibur da 

Universidade Estadual da Zona Oeste, ou Citômetro de fluxo FACScan - BD 

Biosciences da Plataforma de Citometria de Fluxo do Instituto Oswaldo Cruz. As 

análises em histograma e gráfico de pontos foram realizadas no programa WinMDI 

2.8 para PC. 

 

3.7. Isolamento das subpopulações de T. gondii. 

Após coleta e purificação dos parasitos, cerca de 1 x 108 taquizoítos ou 6 x 107  

bradizoítos mantidos em suspenção em tampão de ligação de anexina V, foram 

incubados com Anexina V conjugada a microesferas magnéticas, a temperatura 

ambiente sobre agitação. Após 60 min, a suspensão de células foi adicionada à 

coluna magnética e permaneceram aderidos à coluna, somente os parasitos PS 

positivos. Os parasitos PS negativos foram eluídos da coluna e coletados. A 

remoção dos parasitos PS positivos da coluna foi feita de acordo com as instruções 

do fabricante Miltenyi Biotec. Três experimentos independentes foram realizados em 

cada uma das condições mencionadas e os resultados submetidos à análise 

estatística com nível de significância de 0,5% (p ≤ 0,05 - ANOVA/Tukey).  

 

3.8. Interação de bradizoítos de T. gondii e células musculares 

As culturas da linhagem C2C12 foram semeadas em garrafas de 25 cm3 com 

cerca de 1 x 106 células por garrafa. Após 24 horas as células foram infectadas com 

subpopulações de bradizoítos de T. gondii da cepa ME49 PS positivos, PS negativos 

e população total, isolados como descrito no item 3.7. Os ensaios de interação foram 

realizados na proporção de 1:10 (parasito-célula hospedeira) durante períodos que 

variaram de 1 h até 16 dias. Um dia antes da infecção, as culturas infectadas foram 

tripsinizadas e plaqueadas em placas de 24 poços na proporção 0,1 x 106 células 

por poço. Após lavagem em PBS, as lamínulas com culturas infectadas foram 

fixadas em solução de Bouin ou 4% PFA e coradas para análise por microscopia de 

luz, como descrito no item 3.10 e fluorescência, como descrito no item 3.11. A 

quantificação do percentual de infecção, índice de infecção (percentual de células 
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infectadas x média de parasitos por célula foram realizados nas diferentes culturas 

em microscópio de campo claro, a partir da contagem mínima de 300 

células/lamínula em duplicata e o percentual de vacúolos DBA positivos e número 

absoluto de cistos foram quantificados por microscópio de fluorescência. A partir dos 

resultados foram calculados: Média (M) e o Desvio Padrão (DP), sendo a análise 

estatística feita por meio da comparação entre os grupos, utilizando-se a análise de 

variância ANOVA. O teste de Tukey foi empregado para determinar as diferenças 

significativas entre os grupos experimentais. Valores de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. Os dados foram analisados por meio do programa 

GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 

 

3.9. Interação de taquizoítos de T. gondii e células musculares 

Culturas primárias de CME foram semeadas em placas de 60 mm com cerca 

de 0,8 x 106 células e após 5 dias foram infectadas com taquizoítos de T. gondii da 

cepa ME-49: PS positivos, PS negativos e população total, isolados como descrito 

nos itens 3.3 e 3.7. Os ensaios de interação foram realizados na proporção de 1:1 

(parasito-célula hospedeira) durante períodos que variaram de 1 h até 12 dias. Após 

lavagem em PBS, as amostras infectadas foram fixadas em solução de Bouin ou 

PFA 4% em PBS e coradas pelo Giemsa para análise por microscopia de luz, como 

descrito no item 3.10 e/ou com marcadores fluorescentes para microscopia de 

fluorescência, como descrito no item 3.11. Três experimentos independentes foram 

realizados em cada uma das condições. A quantificação do percentual de infecção e 

o índice de infecção (percentual de células infectadas x média de parasitos por 

célula) foram realizados nas diferentes culturas em microscópio de campo claro a 

partir da contagem mínima de 300 células/lamínula em duplicata. A partir dos 

resultados foram calculados: Média (M) e o Desvio Padrão (DP) sendo a análise 

estatística feita através da comparação entre os grupos, utilizando-se a análise de 

variância ANOVA, sendo o teste de Tukey empregado para determinar diferenças 

significativas entre os grupos experimentais. Valores de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. Os dados foram analisados por meio do programa 

GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 
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3.10 Microscopia de luz 

De acordo com os objetivos propostos, as culturas de células foram lavadas em 

PBS e fixadas em Bouin por 5 min e em seguida lavadas três vezes em etanol 70%. 

A seguir, as células foram coradas pelo Giemsa na proporção de 3:1 (água 

destilada/Giemsa) por 15 min, lavadas em água destilada e desidratadas em bateria 

decrescente de acetona-xilol, obedecendo a seguinte ordem: 100% de acetona, 

100% de acetona, 60% de acetona + 40% de xilol, 50% de acetona + 50% de xilol, 

60% de xilol + 40% de acetona, 100% de xilol e 100% de xilol. Após a secagem das 

lamínulas, as lâminas foram montadas utilizando o meio de montagem Permount e 

analisadas em microscópio AXO Imager A2 da Zeiss com objetiva de 100X.  

 

3.11. Microscopia de fluorescência 

Técnicas de processamento de material biológico para observação de 

taquizoítos e de cistos por microscopia de fluorescência foram realizadas por meio 

do emprego de anticorpos monoclonais específicos anti-p30 (TP3 sc-52255 - Santa 

Cruz), que reconhece especificamente a proteína SAG1 encontrada somente na 

superfície da membrana plasmática de taquizoítos. Para a identificação de cistos de 

T. gondii foi utilizada a lectina Dolichos biflorus (DBA), conjugada com TRITC (Sigma 

Aldrich) ou FITC (Vector Laboratories), que reconhece resíduos de N-acetil-

galactosamina presentes na parede de cistos teciduais de T. gondii. Após diferentes 

períodos de interação, as culturas foram fixadas por 10 min em paraformaldeído a 

4% diluído em PBS e lavadas três vezes (10 min cada) com PBS. Para bloquear os 

radicais aldeídos livres, as células foram incubadas por 30 min em solução de 50 

mM cloreto amônia. Após o bloqueio, as células foram permeabilizadas por 30 min 

em PBS contendo 0,05% Triton X-100 (Roche) e 4% de albumina sérica bovina 

(BSA-Sigma Aldrich) para bloquear ligações inespecíficas. Para o ensaio de 

imunofluorescência indireta, as culturas foram incubadas overnight a 4ºC com 

anticorpo primário anti-p30 diluído 1:100 em PBS contendo 4% de BSA. A seguir, as 

células foram lavadas em PBS contendo 4% BSA três vezes por 10 min e 

reincubadas durante 1 h a 37ºC com anticorpo secundário (IgG anti-camundongo 

conjugado com FITC ou TRITC), na diluição de 1:500 em PBS contendo 4% BSA. As 

culturas foram lavadas três vezes por 10 min em PBS com 4% BSA. A marcação dos 
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cistos foi feita pela técnica de citoquímica, incubando-se os cistos com a lectina 

DBA-TRITC ou FITC (1:100) por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, as 

culturas foram lavadas uma vez com PBS contendo 4% BSA e três vezes com PBS 

e lavar em NaCl 0,9% a temperatura ambiente. Após a lavagem, as culturas foram 

incubadas por 10 min com um intercalante de DNA, DAPI (4’,6 – Diamidino – 2 – 

phenylindole, Sigma Chemical Co.) diluído 1:5000 em 0,9% de NaCl, lavadas  uma 

vez com 0,9% NaCl e duas vez em PBS e montadas em lâmina com ProLong® Gold 

(Life Technologies). As amostras foram examinadas e fotografadas em microscópio 

AXIO Imager A2 da Zeiss com objetiva de 100X ou microscópio confocal LSM 710 

Zeiss.  
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4. Resultados 

  4.1. Detecção de fosfaditilserina em parasitos da cepa ME-49 de T. gondii 

     4.1.1 Análise da exposição de PS em cistos por citometria de fluxo e microscopia 

confocal 

Os ensaios da incubação de cistos teciduais, obtidos a partir de cérebro de 

camundongos C57/BL6, com anexina V-FITIC mostraram que cerca de 92% dos 

cistos apresentaram marcação positiva para anexina (Fig. 4.1). A viabilidade dos 

cistos testada com PI indicou baixa permeabilidade da parede cística, pois somente 

cerca de 2,1% dos cistos apresentam marcação, como visto na Fig. 4.1.  

Fig. 4.1. Perfil da exposição de PS em cistos de T. gondii da cepa ME49 isolados do cérebro de 
camundongos após incubação com anexina V-FITIC. Os dados indicam que aproximadamente 92% 
dos cistos apresentaram PS na sua superfície. O eixo FL2-H representa a marcação com PI e o eixo 
FL1-H indica a marcação com anexina. Marcação menor que 101 não são consideradas significativas. 
 

Microscopia confocal de cistos incubados com anexina e PI a partir de uma 

série de cortes virtuais de um total de 44 mostrando cortes 22 e 23, regiões 

correspondentes ao meio dos cistos. Pode ser evidenciada a presença de PS no 

interior e na superfície dos cistos (Fig. 4.2 A e B). As figuras 4.2 A’ e B’ são gráficos 

gerados a partir da intensidade de fluorescência do mesmo cisto. O mesmo cisto 

visto em maior aumento mostra num único plano focal a marcação por fluorescência 
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da parede e do interior do cisto (Fig. 4.3 A) e o merge da fluorescência e microscopia 

interferencial (DIC) (Fig. 4.3 B). As imagens selecionadas correspondem aos cistos 

cuja permeabilidade da parede cística estava íntegra, portanto, não houve marcação 

com PI.  
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4.1.2 Análise da exposição de PS em bradizoítos por citometria de fluxo e 

microscopia de fluorescência 

Bradizoítos obtidos a partir da digestão enzimática da parede cística mostrou 

por citometria de fluxo que aproximadamente 59,5% destes parasitos apresentaram 

marcação positiva para anexina V, enquanto aproximadamente 8,6% apresentaram 

permeabilidade da membrana plasmática como demonstrado pela marcação para PI 

(Fig. 4.4). A visualização por meio da microscopia de fluorescência dos parasitos 

incubados com anexina-FITIC mostrou a marcação de parte dos parasitos na sua 

superfície (Fig. 4.5 A, A’ – D-D’). Esses resultados corroboram a análise quantitativa 

expressa pela citometria de fluxo (Fig. 4.4).  

 

Fig. 4.4. Perfil da exposição de PS em bradizoítos Observa-se que cerca de 59,5% dos 
bradizoítos foram marcados com anexina V- FITIC. Em R5 observa-se a marcação de parasitos 
marcados apenas com anexina e em R2 e R3 representam a marcação com PI. Marcação menor que 
101 não é considerada significativa (R4). 
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     4.1.3 Análise da exposição de PS em taquizoítos por citometria de fluxo e 

microscopia de fluorescência 

Taquizoítos da cepa ME-49, obtidos do sobrenadante de células Vero, 

incubados com anexina-FITIC e PI analisados por citometria de fluxo demonstraram 

que aproximadamente 69,2% destes parasitos tinham PS na sua superfície como 

detectado pela marcação com anexina, enquanto 1,5% eram positivos para PI (Fig. 

4.6). A microscopia de fluorescência mostrou a marcação da superfície dos parasitos 

(Fig. 4.7 A-D; A’-D’).  

  

 
Fig. 4.6. Perfil da exposição de PS de taquizoítos de ME49. Observam-se que cerca de 69,2% 

dos taquizoítos, obtidos de culturas de células VERO, foram marcados com anexina V-FITIC. FL1-H 
mostra a análise quantitativa dos parasitos marcados com anexina (PS positivos) e FL2-H representa 
a marcação com PI.  Marcação menor que 101 não são consideradas significativas. 
 

69,18 % 



39 

 

 

 



40 

 

 

 

 

4.2. Cinética de infecção de células musculares esqueléticas com as diferentes 

subpopulações de bradizoítos e taquizoítos de T. gondii PS+, PS- e população total.   

 

4.2.1 Análise da infecção de subpopulações PS+ e PS- e total de bradizoítos de T. 

gondii da cepa ME-49 em culturas de linhagem de células musculares esqueléticas 

(C2C12). 

 A figura 4.8 mostra o percentual de infecção menor na subpopulação PS- em 

comparação com a subpopulação PS+ e a população total. A diferença entre os 

índices de infeção da subpopulação positiva e a população total não foi significativa. 

Em 16 dias, por exemplo, a média do percentual de células infectadas em PS total 

chegou a aproximadamente 3,8% e as subpopulações PS+ a 3,0% e as PS- a 1,7%. 

 

 
 
 
 
 

 
Fig. 4.8. Percentual de infecção com subpopulações de T. gondii em C2C12. Infecção com 
subpopulações de bradizoítos de ME49, obtidos de cérebro de camundongo e isolados em coluna 
magnética. Observa-se um maior percentual de células infectadas nas populações total e PS positivo 
em comparação com a população PS negativo.* p<0,05 
 

* 

* 
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A análise do índice de infecção reforça os resultados obtidos do percentual de 

infecção mostrando que a curva de infecção entre os bradizoítos da população total 

e os positivos é bem próxima, enquanto os PS negativos mostram mais baixa 

capacidade infectiva (Fig. 4.9). Após 16 dias de interação, o índice de infecção 

chega aproximadamente a 15,7 na população total, 11 na população PS+ e na 

subpopulação PS- a 5,6. 

 

 

Fig 4.9 Índice de infecção com subpopulações de T. gondii em C2C12. Infecção com subpopulações 
de bradizoítos de ME49, obtidos de cérebro de camundongo e isolados em coluna magnética. 
Observa-se um maior índice de infecção nas populações total e PS positivo em comparação com a 
população PS negativo. * p<0,05 
 

Culturas coradas pelo método de Giemsa mostram alguns aspectos desta 

infecção. A partir de 12 dias de infecção com bradizoítos, pode ser verificada a 

presença de células contendo vacúolos com pares de parasitos ou em roseta em 

infecção com população total (Fig. 4.10 A), com PS+ mostrando várias células 

infectadas com 12 dias contendo vacúolos com 2 parasitos cada (Fig. 4.11 A) e com 

subpopulação PS- após 16 dias de infecção células com número variado de 

* 

* 
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parasitos por vacúolo (Fig. 4.12 A). Formas intracelulares compartimentalizadas no 

citoplasma das células, à semelhança da morfologia de cistos foram observadas 

após 16 dias de infecção, independente da subpopulação de bradizoítos PS+ ou PS- 

ou população total empregada para a infecção primária (Fig. 4.10 C-D; Fig. 4.11 C-D 

e Fig. 4.12 C-D).  
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   4.2.2 Análise da infecção de subpopulações PS+ e PS- de taquizoítos de T. gondii 

da cepa ME-49 em culturas primárias de células musculares esqueléticas  

 Culturas primárias de CME foram infectadas com subpopulações de 

taquizoítos da cepa ME49, obtidos de culturas de células VERO, separados em 

coluna magnética, e mantidos interagindo por 1 h numa relação de 1:1 

(parasito/célula). Após esse tempo, as culturas foram lavadas em solução de Ringer 

e mantidas interagindo por períodos de 1 h até 12 dias. As culturas foram então, 

fixadas e coradas em solução de Giemsa ou processadas para microscopia de 

fluorescência e assim, a capacidade infectiva dessas subpopulações foi 

quantificada.   

A figura 4.13 mostra o percentual de infecção menor na subpopulação PS- em 

comparação com a subpopulação PS+ e total. A diferença entre os índices de 

infecção da subpopulação negativa em comparação com a população total e positiva 

é significativa com p<0,05 (Fig. 4.14).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.13. Percentual de células infectadas com subpopulação de taquizoítos de T. gondii em CME.  
Infecção com subpopulações de taquizoítos de ME49, obtidos de cultura de células VERO e isolados 
em coluna magnética. Observa-se um maior percentual de células infectadas nas populações total e 
PS positivo em comparação com a população PS negativo. Essas diferenças com relação a 
subpopulação negativa foi significativa, * P<0,05. 

* 

* 

* 
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Fig. 4.14. Índice de infecção com subpopulação de taquizoítos de T. gondii em CME. Infecção com 
subpopulações de taquizoítos de ME49, obtidos de cultura de células VERO e isolados em coluna 
magnética. Observa-se um maior índice de infecção nas populações total e PS positivo em 
comparação com a população PS negativo. Essas diferenças com relação à subpopulação negativa 
foram significativas, * P<0,05. 

 

CME infectadas com as populações de taquizoítos total, PS+ e PS- após 12 dias 

de infecção, analisadas por microscopia de fluorescência, mostraram parasitos 

marcados com P30 indicativo da presença de taquizoítos intracelulares (Fig. 4.15 C, 

G e L). Diferenças observadas quanto à capacidade infectiva como demonstrado nas 

análises quantitativas nas Fig. 4.13 e 4.14 mostram que a população PS- apresenta 

menor número de células infectadas e de parasitos intracelulares (Fig. 4.15 I, L e M). 

Os ensaios em que as culturas foram incubadas com a lectina DBA não 

apresentaram, no período de observação, qualquer estrutura com reatividade para a 

lectina, portanto, não tendo sido detectado cisto nestas células (Fig. 4.15 B, F e J). 

* 

* 
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4.3. Destino intracelular de subpopulações PS+ e PS- de bradizoítos de T. 

gondii em culturas de linhagem de células musculares esqueléticas (C2C12). 

 Afim de identificar a incidência de cistogênese em culturas de C2C12 

infectadas com populações total, PS+ e PS- de bradizoítos, as células foram fixadas 

com PFA 4% e posteriormente incubadas com a lectina DBA e com o anticorpo P30 

(reconhecimento de bradizoítos e taquizoítos, respectivamente). Estas marcações 

permitiram a quantificação da cistogênese a partir da infecção com cada 

subpopulação.   

  A figura 4.16 mostra o percentual de vacúolos marcados na população total e 

nas subpopulações PS+ e PS- como revelados pela lectina DBA, atingindo cerca de 

60% dos vacúolos positivos a partir de 12 dias de interação. Os resultados mostram 

que as populações de bradizoítos total e PS+ foram capazes de gerar maior número 

de células contendo vacúolos com cistos, em cerca de 3x maior quando comparados 

com PS-. 

 

Fig 4.16 Quantificação total das lâminas quanto à cistogênese de T. gondii em C2C12. Infecção de 
C2C12 com subpopulações de bradizoítos de ME49, isolados de cérebro de camundongo. Observa-
se um percentual maior de vacúolos marcados com DBA nas populações total e PS positivo em 
comparação a população PS negativo.*p<0,05 

 

* * 
* 
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A quantificação do número total de cistos nas lâminas foi executada, 

demonstrando que o desenvolvimento da cistogênese foi tempo dependente e que 

as populações total e a PS+ foram capazes de produzir mais cistos que a população 

PS- (Fig. 4.17). Essas diferenças do desenvolvimento da cistogênese dessas 

populações com relação à subpopulação negativa foram significativas. No entanto, a 

análise da cistogênese entre as populações total e a positiva para PS não foi 

considerada significativa. 

Fig. 4.17 Quantificação total das lâminas quanto ao desenvolvimento da cistogênese de T. gondii em 
C2C12. Infecção de C2C12 com subpopulações de bradizoítos de ME49, isolados de cérebro de 
camundongo. Observa-se um número maior de cistos nas populações total e PS positivo em 
comparação a população PS negativo. 
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5. Discussão 

A presente dissertação desenvolveu estudos aplicando células 

musculares esqueléticas como modelo de estudo da interação T. gondii-célula 

hospedeira. Esse modelo celular tem sido explorado pelo nosso grupo, dada a 

sua relevância como uma das principais vias de transmissão do parasito, por 

meio do consumo de carne crua ou mal passada (Barbosa e cols., 2005; 

Guimarães e cols., 2008, 2009; revisto em Ferreira-da-Silva e cols., 2008; 

Ferreira-da-Silva e cols., 2009a, b; Gomes e cols., 2011; 2014).  

Outra abordagem inovadora foi identificar subpopulações de parasitos que 

expressam fosfatidilserina na sua superfície, avaliando uma cepa tipo II, 

avirulenta, a ME-49 de T. gondii. Inicialmente, cistos isolados do cérebro de 

camundongos infectados foram analisados e numa outra vertente esse estudo 

comparou taquizoítos, obtidos de cultura de células, com bradizoítos isolados 

do cérebro de camundongos infectados quanto: (a) a presença de PS por 

monitoramento com anexina V e a visualização por microscopia de 

fluorescência; (b) ao percentual de formas positivas e negativas para PS nas 

duas formas infectivas por citometria de fluxo; (c) a capacidade infectiva da 

população total e das subpopulações positivas e negativas para ambos os 

estágios infectivos da cepa ME-49 em células musculares esqueléticas e ainda, 

(d) a interferência da exposição de PS na superfície desses parasitos (ambas 

as formas) no processo de desenvolvimento da cistogênese em células 

musculares esqueléticas, in vitro.  

A proposta de se investigar o papel da fosfatidilserina nos estudos da 

interação T. gondii-célula hospedeira, se justifica pela sua estrutura química 

que lhe confere carga negativa e é um importante constituinte das membranas 

de células eucariotas envolvidas nas vias de sinalização. Essa sinalização é 

mediada por proteínas recrutadas e/ou ativadas pela PS, pela via de domínios 

que se reconhecem estruturalmente ou por interações eletrostáticas de 

membranas que são ricas em PS. Tais interações são fundamentais para 

ambas as cascatas de sinalização intracelular e extracelular. PS, exposto no 

meio extracelular, é fundamental dentre outras funções como um sinal de 

depuração de células apoptóticas (revisto em Kay e Grinstein, 2013).  
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Diante dessas propriedades, nós investigamos inicialmente a presença de 

PS na superfície de cistos teciduais de T. gondii, por meio da técnica de 

citometria de fluxo, após incubação com anexina V-FITIC, demonstrando que 

92% dos cistos eram positivos. Esse achado corrobora dados publicados pelo 

nosso grupo (Guimarães e cols., 2007) demonstrando a presença de carga 

elétrica negativa na superfície de cistos teciduais, empregando dois 

marcadores catiônicos: (i) a ferritina cationizada - ligação eletrostática às 

moléculas com carga negativa e, (ii) o vermelho de rutênio, um corante 

inorgânico (átomos de oxigênio, rutênio e amina formando o complexo amina), 

com afinidade polianiônica, que reconhece os glicosaminoglicanos, moléculas 

altamente carregadas negativamente, conferida pelos grupamentos carboxilas 

e sulfatos, covalentemente ligados a proteínas para formar a molécula de 

proteoglicanos (90 a 95% de carboidratos) diferente das glicoproteínas (1 a 

60% de carboidratos), que apresentam geralmente menos do que quinze 

resíduos de açúcar e tem como terminal, o ácido siálico, responsável pela 

negatividade da membrana da maioria das células eucarióticas. Sethi e cols. 

(1977), Derouin e cols. (1981) e Zhang e cols. (2001) têm demonstrado 

resíduos de carboidratos na superfície de cistos teciduais, embora nem 

resíduos de ácido siálico e nem glicosaminoglicanos ainda tenham sido 

identificados. A natureza dos componentes aniônicos da parede cística foi 

parcialmente desvendada pelo tratamento com diferentes enzimas e somente a 

fosfolipase A2 foi eficaz em reduzir, não eliminar, a expressão de sítios 

aniônicos da sua superfície, indicando que a carga elétrica em cistos fosse 

dada parcialmente por alguns grupos da cauda dos ácidos graxos que se ligam 

ao carbono 2 do glicerol (Guimarães e cols., 2007). A incapacidade de 

negativar a expressão de sítios aniônicos com esse tratamento, pode ter 

relação com a expressão de PS na superfície de cistos, como demonstrado no 

presente estudo, cuja porção fosfato está na posição SN-3 da estrutura do 

glicerol, provavelmente fora do alcance da ação da fosfolipase A2.   

Outro aspecto que merece atenção é o conhecido papel da PS na 

regulação da apoptose em resposta a certos estímulos dependentes de cálcio. 

Após transferência para o folheto exterior da membrana da célula, acredita-se 

que um receptor na superfície de macrófagos ou de células relacionadas com a 

limpeza, reconheça a fosfatidilserina e facilite a remoção das células 
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apoptóticas e os seus conteúdos potencialmente tóxicos ou imunogênicos de 

uma forma não inflamatória (Buckland e Wilton, 2000; Chaurio e cols., 2009). A 

nossa equipe do Laboratório de Biologia Estrutural tem mostrado interesse em 

entender os mecanismos que estão envolvidos no estabelecimento da fase 

crônica da toxoplasmose, por meio da infecção de camundongos via 

intraperitoneal com cistos de T. gondii. Não existem enzimas proteolíticas 

capazes de romper a parede cística e liberar os bradizoítos no peritônio para 

seu acesso às células mononucleadas e assim seguir seu desenvolvimento 

intracelular e o estabelecimento da infecção. Algumas tentativas foram feitas no 

laboratório visando monitorar o caminho percorrido pelos cistos até alcançarem 

e serem recolhidos do cérebro após 45 dias de infecção. Embora os resultados 

sejam preliminares, algum sucesso obtivemos ao localizá-los no interior de 

macrófagos. Um estudo sistematizado sempre foi o objetivo do Laboratório, 

mas diante do quadro aqui apresentado, da exposição de PS na superfície dos 

cistos com um percentual de quase 92% nessas condições, não seria leviano 

considerar que a via do mimetismo de apoptose exercido pela parede cística, 

poderia ser uma alternativa de fagocitose e transporte dos cistos no organismo. 

Entender os mecanismos moleculares e a resposta celular à invasão de cistos 

e a posterior liberação dos parasitos para a manutenção do seu ciclo celular é 

um desafio que se apresenta. 

A detecção da exposição de PS empregando a proteína anexina V 

conjugada a um fluorocromo tem sido uma metodologia atrativa que tem como 

alvo de ligação a PS extracelular, pois não é toxica ou destrutiva, permitindo a 

análise de uma única célula ou do organismo como um todo. Embora, o seu 

uso seja bastante difundido para análise de células apoptóticas, esse não é um 

parâmetro único, pois propriedades integradas de membrana também mudam 

drasticamente durante a apoptose e dessa forma, tem sido sugerido a busca de 

novos métodos de detecção para esse fim (revisto em Demchenko, 2012). À 

parte dessa discussão, os cistos incubados com anexina V por 20 minutos 

permitiu a visualização do PS por meio da microscopia confocal, com marcação 

na parede cística e no interior desses cistos. Não é possível, com a resolução 

do microscópio, afirmar que os bradizoítos intracísticos estejam de fato 

marcados ou que a marcação corresponda ao espaço da matriz do cisto, entre 

os parasitos. É tentador analisar essa questão por métodos ultraestruturais, 
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mas existem as limitações técnicas, que impedem a revelação da PS, após 

processamento de material biológico para microscopia eletrônica. Estruturas 

pequenas como cistos e com vários parasitos confinados no seu interior, não 

permitem delimitar com precisão a localização da anexina por microscopia 

confocal. Experimentos anteriores com cistos para revelação de proteínas de 

matriz cística, como laminina e fibronectina, por microscopia confocal indicava 

a localização da proteína na parede cística, porém a análise ultraestrutural 

revelou que as proteínas estavam na região granular, abaixo da membrana que 

reveste o cisto e a marcação no interior do cisto, correspondia a localização 

dessas proteínas em organelas secretoras de bradizoítos, como róptrias e 

micronemas, principalmente (Guimarães e cols., 2010). A revelação de PS no 

interior dos cistos não era esperada, tendo em vista que a incubação com PI 

indicou integridade da parece cística nas nossas condições experimentais. No 

entanto, Lemgruber e cols. (2011) testando se a parede cística era permeável a 

diferentes fluorocromos, demonstrou que moléculas de até 40kDa foram 

capazes de alcançar a parede cística, como o Lucifer yellow e Dextran-

rodamina. Considerando-se que a molécula de anexina-FITIC é de tamanho 

relativamente pequeno (36kDa), assim dentro dessa perspectiva, a entrada do 

marcador no interior do cisto seria aceitável (Kuypers e cols., 2007). As 

questões que agora se colocam são: bradizoítos intracísticos expressam PS na 

sua superfície? A marcação seria no interior dos bradizoítos? Seriam essas 

moléculas secretadas pelos parasitos e carreadas através das vesículas 

encontradas na matriz cística que se incorporariam/fundiriam à parede do cisto 

e, por conseguinte expressando na sua superfície fosfatidilserina? A origem da 

parede cística é ainda uma questão mal resolvida. Alguns autores acreditam 

que esta seja oriunda da modificação da membrana do vacúolo parasitóforo, 

por meio da secreção de proteínas dos parasitos, sem clareza se essas 

modificações ocorrem por sinalização dos taquizoítos em processo de 

diferenciação em bradizoítos ou pelos já bradizoítos. Existem correntes que 

acreditam que as vesículas secretadas pelos parasitos e localizadas na matriz 

seriam os responsáveis pela composição da parede cística e sua manutenção, 

dado o aumento de sua área de superfície com o amadurecimento dos cistos 

(Weiss e Kim, 2000; Lemgruber e cols., 2011) Outra corrente tem demonstrado 

a capacidade endocítica da parede cística por diferentes marcadores e que as 



56 

 

 

vesículas e túbulos situados na matriz cística incorporam esses marcadores, 

indicativo de um processo de transporte para os bradizoítos, que são 

dependentes de nutrientes, considerando-se que permanecem no organismo 

por toda a vida do hospedeiro (Guimarães e cols., 2007). Há de se considerar a 

existência coordenada dos dois fluxos. Essas são indagações que ficaram em 

aberto, criando a perspectiva de novas abordagens e induzindo a busca de 

ferramentas que possam esclarecer esses pontos. Um detalhe que não se 

pode perder de vista, é a “construção” da membrana do vacúolo: a membrana 

se invagina e o folheto interno da membrana da célula hospedeira passa a ser 

a face externa da membrana do vacúolo. Teoricamente, como a PS é pela sua 

natureza localizada nesta face da membrana, essa “poderia” ser uma sugestão 

do porque que a parede do cisto, que advém da membrana do vacúolo, 

contenha PS na sua superfície... 

 Ainda outro aspecto que poderia ser discutido é a questão da 

recrudescência dos cistos em processos de imunossupressão do hospedeiro. 

Fica a pergunta se essa “reativação” da fase aguda implicaria sempre no 

rompimento dos cistos e liberação dos bradizoítos com diferenciação 

intracelular em taquizoítos ou esses cistos com expressão de PS seriam 

diretamente fagocitados, “facilitando”, assim a manutenção da infecção crônica, 

com baixo gasto energético da maquinaria dos parasitos durante a conversão. 

A importância de se estudar a fosfatidilserina no contexto desta 

dissertação tem origem da sua exposição em patógenos e em células 

apoptóticas e pelo fato de que os dois são fagocitados. Em ambos os casos, o 

processo de fagocitose tem uma diferença crucial: enquanto o patógeno ativa a 

resposta inflamatória protetora do hospedeiro, as células apoptóticas induzem 

a uma resposta não inflamatória (Torchinsky e cols., 2010; revisto em El-Hani e 

cols., 2012). Em modelos utilizando Leishmania amazonensis foi evidenciado 

que as diferentes origens dos hospedeiros poderiam modular essa expressão 

dependente do sistema imunológico do mesmo. Amastigotas isoladas de 

lesões de camundongos BALB/c (suscetíveis à leishmaniose), expõem 

significativamente mais PS na superfície que quando isoladas de camundongos 

C57BL/6 (resistentes à doença) (Wanderley e cols., 2006; 2009) enquanto as 

amastigotas de L. major apresentam exposição de PS baixa e constante ao 



57 

 

 

longo das semanas de infecção (Deolindo, 2008). O mesmo grupo também 

demonstrou que diferentemente do que acontece com amastigotas, que as 

promastigotas expondo PS são células não viáveis, não-infecciosas, morrendo 

por apoptose (Wanderley e cols., 2009).  

Assim, a estratégia nesta dissertação foi buscar identificar PS na superfície 

de dois diferentes estágios infectivos de T. gondii de uma cepa tipo II (ME-49), 

uma abordagem que se diferencia do que vem sendo estudado por outros 

autores (Seabra e cols., 2004, DaMatta, 2006), tendo em vista que esta 

apresenta alta capacidade de estabelecer a cistogênese em sistemas in vivo e 

in vitro (revisto em Weiss e Kim, 2000; Guimarães e cols., 2008). Os isolados 

de T. gondii são identificados por três genótipos: tipos I, II e III e as diferenças 

ocorrem quanto à virulência e epidemiologia. Linhagens do tipo I, como a RH, 

são altamente virulentas, formam menos cistos em cultura e em animais, e têm 

sido frequentemente associadas com a toxoplasmose ocular em pacientes 

imunocomprometidos (Boothroyd e Grigg, 2002; Kim e Weiss, 2004). As 

linhagens do tipo II, como a ME49, são cepas menos virulentas e cistogênicas. 

A maioria das cepas do genótipo III é isolada de animais e são moderadamente 

virulentas (Howe e Sibley, 1995; revisto em Weiss e Kim, 2000; Ajzenberg e 

cols., 2002; Montoya e Liesenfeld, 2004). As análises da exposição de PS em 

T. gondii tem se limitado ao uso de taquizoítos, forma proliferativa do parasito, 

da cepa RH (Seabra e cols., 2004; Dos Santos, 2011). Assim, aqui 

empregamos inicialmente taquizoítos da cepa ME-49 do T. gondii a partir da 

infecção de células Vero com bradizoítos obtidos do cérebro de camundongos 

C57/BL6 infectados. Após 4-5 dias de infecção de células Vero, o 

sobrenadante foi recolhido e as análises por citometria e microcopia confocal 

foram realizadas. Nossos ensaios experimentais analisando a superfície de 

taquizoítos da cepa ME-49, já traz dados novos, mostrando que esses 

taquizoítos oriundos de cultura de células apresentam cerca de 69% dos 

parasitos positivos para PS, contra os cerca de 52% dos taquizoítos da cepa 

RH obtidos do peritônio de camundongos suíços (Seabra e cols., 2004). Então, 

embora o Toxoplasma só tenha uma espécie, este apresenta três genótipos 

com características peculiares, como já citados. Neste caso, a exposição de PS 

também difere entre as cepas. O aspecto comportamental biológico (como 
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virulência, mortalidade, patogenia e etc) dessas cepas estudadas já é uma 

hipótese que tem que ser considerada, como uma forte candidata à geração 

dessas diferenças. Então, os taquizoítos oriundos da cepa tipo II, ME-49 

geneticamente estão destinados a encistar e parte desses taquizoítos poderão 

realizar o ciclo lítico e expandir a infecção quer no sistema in vivo como in vitro. 

A maior exposição destes parasitos ao sistema imune aumenta a chance de 

serem fagocitados e garantirem as duas vias de desenvolvimento intracelular. 

Já os taquizoítos de RH, mesmo sendo menos fagocitados, pela sua alta 

capacidade multiplicativa estariam aptos a desenvolver com sucesso seu ciclo 

lítico e expansão da infecção em novas células. Além disso, os taquizoítos 

obtidos de cultura celular apresentam maior exposição de PS, o que poderia 

ser explicado pela inexistência de fatores imunológicos que poderiam suprimir 

a expressão de PS, como previamente sugerido por Wanderley e cols. (2009) 

para Leishmania. 

Outro dado inédito deste trabalho foi a evidenciação de que formas 

bradizoítas também expõem PS na sua superfície numa taxa de quase 60% 

dos parasitos isolados do cérebro de camundongos infectados. Considerando-

se que a transmissão do protozoário tem como uma das principais fontes de 

infecção a ingestão de carne crua ou mal passada contendo cistos de T. gondii, 

se após a digestão da parede cística, esses parasitos são rapidamente 

sequestrados por macrófagos ou penetram em células intestinais para 

cumprirem seu papel de difusores da infecção in vivo ou no estabelecimento da 

infecção crônica por meio do encistamento, não é de se surpreender que o 

mimetismo apoptótico, também esteja favorecendo a fagocitose desses 

bradizoítos.  

A presença de PS em outros protozoários vem sendo explorada por 

vários grupos que apontam alguns elementos biológicos que merecem ser 

apresentados aqui (Balanco e cols, 2001; Wanderley e cols., 2006; Wanderley 

e Barcinski, 2010), para o entendimento geral da proposta do tema e do 

entendimento dos resultados obtidos no presente trabalho. A exposição de PS 

é também o que melhor caracteriza uma célula em processo de morte 

apoptótica (Fadok e cols., 1998), sendo também a que define o mimetismo por 

apoptose. A exposição de PS desempenha um papel importante nas etapas de 
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reconhecimento celular e englobamento no processo de fagocitose. Nos 

últimos, anos a busca por um receptor específico para expor PS perdeu força 

(Fadok e cols., 2000; Henson e cols., 2001) e hoje em dia é quase 

consensualmente aceito que várias diferentes moléculas, em profissional e 

não-profissional fagócitos, são capazes de reconhecer PS diretamente ou 

serem opsonizadas por fatores solúveis (Bratton e Henson, 2008).  

Esses mecanismos de mimetismo apoptótico tem sido incorporados à 

biologia de alguns protozoários, como inicialmente estudados em Trypanosoma 

cruzi (Ameisen,1995), Trypanosoma brucei (Welburn,1996) e Leishmania 

amazonensis (Moreira e cols., 1996). Estudos mais recentes apontam que em 

L. amazonensis os mecanismos de evasão pela exposição de PS estão 

envolvidos no processo de internalização pelos macrófagos induzindo a 

desativação microbicida dessas células, por meio da indução da secreção de 

TGF- β 1, aumento da síntese da interleucina (IL)-10 e inibição da produção de 

NO (Barcinski e cols., 2003; Balanco e cols., 2001; Wanderley e cols., 2006; 

Wanderley e Barcinski, 2010). De particular ainda, temos a introdução de célula 

não fagocítica profissional, como a célula muscular esquelética nessas 

abordagens, o que amplia o leque da investigação do papel da PS em outros 

sistemas, que não exclusivamente macrófagos e também seu papel na 

cistogênese.  

Os estudos com T. gondii conduzidos prioritariamente pelos grupos de 

DaMatta e de Seabra tem investigado os mecanismos que operam na evasão 

de subpopulações de taquizoítos de cepa tipo I, virulenta, frente à resposta 

microbicida de macrófagos. Assim como em outros protozoários, os estudos 

com T. gondii mostram que a invasão dos parasitos ativamente nas células 

inibe a produção de NO, permitindo sua persistência intracelular, levando ao 

aumento da produção de TGF-β que é dependente da exposição de PS, com 

destaque pelos macrófagos infectados por parasitos que expõem PS (Seabra e 

cols., 2004). Esses estudos demonstraram que o T. gondii imita o mecanismo 

de evasão utilizado por L. amazonensis, e também da resposta anti-

inflamatória evocada por células apoptóticas, à semelhança dos descritos para 

Leishmania (Barral-Netto e cols., 1992) e Trypanosoma cruzi (Ming e cols., 

1995), considerando-se que todos tem TGF- β 1 como a molécula central de 

indução da desativação de macrófagos. 
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 É interessante notar que como a Leishmania, o T. gondii mimetiza células 

em apoptose, exibindo subpopulações de parasitos expondo na sua superfície 

PS, independente da cepa e da forma infectiva empregada, como demonstrado 

aqui com as formas taquizoítas e bradizoítas da cepa ME-49. Há de se 

ressaltar que diferenças existem no porcentual de positividade, que como já 

discutido anteriormente, pode estar relacionado com as propriedades genéticas 

de cada cepa. De qualquer forma, como proposto por Balanco e cols. (2001), 

Barcinski e cols. (2003) e Moreira e cols. (2004), a exposição de PS não 

necessariamente procede à morte celular por apoptose, mas pode, para muito 

mais além, corresponder a um mecanismo de adaptação conservado usado por 

protozoários parasitos intracelulares e células tumorais para escapar de 

macrófagos ativados. É especulada também, a possibilidade de que a infecção 

por T. gondii também interfira com a sinalização do macrófago por vias 

independentes do TGF- β.  

Foi observado que populações que expõem PS invadem ativamente 

macrófagos e aquelas que não expõem, entram por processo fagocítico, não e 

naõ são capazes de entrar em célula não fagocítica (Dos Santos, 2011). 

Macrófagos são células diferenciadas do sistema mononuclear fagocítico e 

fazem parte da primeira linha de defesa do sistema imunológico (Loose e Van 

de Wiele, 2009). Em estudos ultraestruturais envolvendo outras células 

fagocíticas profissionais, os neutrófilos, ficaram evidenciados três processos 

diferentes de penetração do T. gondii nessas células, que inclui a formação de 

projeções na superfície da célula hospedeira, sua invaginação e também a 

formação de túnel (MacLaren e cols., 2004). A célula muscular esquelética não 

é uma célula fagocítica profissional, no entanto dados do nosso grupo apontam 

que esta célula apresenta os mesmos aspectos estruturais durante a 

penetração do T. gondii que foram descritos em neutrófilos (Ferreira-da-Silva e 

cols, 2009). Os dados apresentados no presente estudo mostram que a 

população negativa foi capaz de penetrar na célula muscular e se proliferar. A 

hipótese de que somente os parasitos que invadem as células por penetração 

ativa, seriam viáveis contrapõe os resultados descritos neste trabalho, onde 

nossos dados indicam que parasitos que não expõem PS foram capazes de 

penetrar, proliferar e até encistar em CME. Os mecanismos moleculares que 

participam desta interação é um campo ainda em aberto. 
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  A exposição de PS em bradizoítos e taquizoítos da cepa ME-49, de 

acordo com o que tem sido proposto para macrófagos, tornaria esses parasitos 

mais infectivos ou mais “fagocitáveis”, como proposto por Dos Santos e cols. 

(2011) no sistema in vivo. Neste contexto, nossos resultados mostram que a 

população total e a subpopulação PS+ foram competentes em invadir e encistar 

em CME. No entanto, a relação parasito-célula hospedeira utilizada neste 

trabalho, em particular com as formas bradizoítos em função de restrições 

técnicas para obtenção de parasitos em grandes quantidades, minimizou o 

número de células infectadas, mas as diferenças inerentes a cada 

subpopulação e a população total, foi bastante perceptível. Estudos anteriores 

utilizando taquizoítos da cepa RH a proporção parasito/célula foi de 10:1. O 

número de bradizoítos de ME49 nesta proporção é limitado, pois a passagem 

pela coluna para isolar as subpopulações mostra que menos de 5% dos 

parasitos são recuperados. No caso da população PS+ o índice de recuperação 

é ainda menor, chegando a menos de 1% do total de parasitos submetidos à 

passagem na coluna magnética. Para reverter essas dificuldades foi utilizado 

proporção parasito/célula de 1:10 que corresponde a 10x menos do que com 

taquizoítos e via de regra é a proporção utilizada para se estudar a cistogênese 

in vitro, tendo em vista que a utilização de proporção muito superiores a essa 

poderia favorecer o desenvolvimento do ciclo lítico do parasito (De Muno e 

cols., 2014), reduzindo a cistogênese neste sistema. A maior proporção 

parasito/célula utilizada foi em infecções com taquizoítos de ME-49, que são 

consideravelmente mais fáceis de obtenção. Em experimentos com taquizoítos 

de ME-49 foi utilizado a proporção parasito/célula 1:1, que foi a proporção 

máxima para que as culturas se sustentassem por períodos mais longos, pois 

havia o interesse de se avaliar a cistogênese. No entanto, essas culturas, 

apesar de sua viabilidade por períodos longos de infecção, não apresentaram 

cistos teciduais. Há de se considerar que a indução de formação de cistos (com 

pH alcalino ou com droga) não foi aplicada em nenhum dos experimentos aqui 

apresentados.  

 Devido às baixas proporções parasito/células utilizadas, essas culturas 

mantiveram baixos níveis de infecção. No entanto, as diferenças de 

infectividade entre as subpopulações puderam ser avaliadas. A subpopulação 

PS+ de bradizoítos apresenta um índice de infecção maior que a população PS- 
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e o índice de infecção da população PS+ também se apresentou muito próximo 

ao da população total, não demonstrando diferença significativa. Em 

taquizoítos de ME-49 a diferença entre a população total e as subpopulações 

se mostrou ainda maior, em função da infecção com uma proporção 

parasito/célula maior. A população total de taquizoítos  apresentou um 

percentual de células infectadas maior que as supopulações e essa diferença 

foi significativa tanto na comparação com PS+, quanto na comparação com PS-. 

Na comparação entre as subpopulações, o percentual de células infectadas 

não apresentou diferença significativa entre as populações PS- e PS+. Quando 

analisados os índices de infecção, a população total também apresentou um 

índice maior que as subpopulações. Após 6 dias de interação com  população 

total, esse índice ficou muito próximo ao do PS+ e nos demais dias a diferença 

foi significativa. Os índices de infecção com a população PS- se mostrou muito 

menor que a população total e PS+ e mostrou diferença significativa. Esses 

dados nos indicam que a subpopulações de taquizoítos da cepa ME-49 tem 

menor capacidade de infectar as células, mas quanto à capacidade 

proliferativa, a subpopulação PS+ foi mais competente em se multiplicar na 

célula que os PS-. Esses dados estão coerentes com os apresentados da 

infecção com taquizoítos em macrófagos. Neste sistema, as subpopulações 

apresentaram um índice de infecção menor que a população total, sendo a PS+ 

a mais infectiva entre as subpopulações, sugerindo que ocorra um sinergismo 

entre as subpopulações (Dos Santos e cols., 2011). No entanto, esses dados 

se mostram diferentes dos apresentados por bradizoítos, onde a subpopulação 

PS+ apresentou índices de infecção próximos ao da população total. Talvez a 

baixa proporção parasito/célula tenha sido um fator interveniente nesses 

resultados, reduzindo a proposta de que ocorra sinergismo entre as 

subpopulações, principalmente porque bradizoítos tendem ao encistamento 

espontâneo em células musculares esqueléticas, enquanto taquizoítos tendem 

a se multiplicar e estabelecer o ciclo lítico.  

 As células musculares foram escolhidas para avaliar a capacidade 

destes parasitos quanto ao encistamento. Esse modelo vem sendo utilizado 

pelo nosso grupo e se mostrado capaz de reproduzir a cistogênese 

espontaneamente, sem qualquer indução química ou física (revisto em 

Ferreira-da-Silva e cols., 2008). Nos experimentos aqui apresentados, as 
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culturas infectadas com bradizoítos foram capazes de encistar 

espontaneamente. Para acompanhamento da cistogênese foi utilizada a 

marcação com DBA e o anticorpo anti-SAG e a quantificação foi realizada pela 

contagem do número total de cistos nas lamínulas, identificando os vacúolos 

marcados contendo cistos e taquizoítos. Esses dados mostraram que a 

população total e a população PS+ de bradizoítos não apresentaram diferenças 

significativas na capacidade de formar cistos, enquanto a população PS- gerou 

cistos cerca de 3x menos do que a população total e 2,5x menor que a 

subpopulação PS+  nestas culturas.  

O conjunto de dados apresentado aqui aponta que as subpopulações PS+ 

e PS- juntas e as PS+ foram mais eficazes na infecção e também no 

estabelecimento da cistogênese em células musculares esqueléticas, 

exclusivamente frente a infecção com bradizoítos. Os mecanismos moleculares 

que governam esses eventos de reconhecimento celular e o destino intracelular 

de T. gondii que expõem ou não PS em células musculares esqueléticas abre 

novas perspectivas de investigação. Considerando-se as peculiaridades destas 

células fora da missão primordial de vigilantes do sistema imune, mas com 

respostas celulares, promovendo o aumento da produção de citocinas como, 

INF-gama e IL-12 indicadores inflamatórios, aumentados durante a infecção de 

T. gondii nessas células, como demonstrado em Gomes e cols. (2014). O 

controle e resposta celular frente à invasão pelo T. gondii devem contribuir para 

o estabelecimento e manutenção da fase crônica da infecção na célula 

muscular.  
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6. CONCLUSÕES 

 

a) A revelação de que cistos teciduais de T. gondii expõem PS na parede 

cística e no seu interior poderia explicar a eficiência da manutenção da 

infecção durante a recrudescência dos cistos, garantindo sua manutenção no 

organismo; 

b) Bradizoítos e taquizoítos de ME-49 são diferentes quanto a exposição de PS 

(59% e 69%, respectivamente) o que pode ser explicado pela diferença 

genotípica e comportamento biológico entre esses estágios.  

 

c) As subpopulações PS+ de taquizoítos e bradizoítos foram capazes de 

infectar CME em índices semelhantes à população total, enquanto os PS- 

apresentaram menor capacidade de invasão. Essas diferenças podem estar 

relacionadas ao mimetismo da apoptose desenvolvida por esses parasitos, 

garantindo o sucesso da infecção.  

d) A alta eficiência da subpopulação PS+ de bradizoítos em invadir e formar 

cistos em CME sugere que essa subpopulação seja a principal protagonista do 

estabelecimento da cistogênese, in vitro.  
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